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Resumo: A crescente dependéncia mundial que o petroleo vem exercendo,
tem acarretado sua introdu¢do no meio ambiente, gerando contaminagdo
e destrui¢do de diferentes ecossistemas. A biodegradagio se mostra como
uma alternativa extremamente viavel para o biotratamento de ambientes
contaminados por hidrocarbonetos de petroleo, através da decomposicdo
de uma substancia organica por ag¢do microbiana, utilizando-se técnicas de
bioaumentacgdo, bioestimulacdo, landfarming, e fitorremediacdo. Dentre os
micro-organismos, as actinobactérias sdo conhecidas pela produg¢do de uma
ampla variedade de moléculas bioativas, dentre elas enzimas que degradam
hidrocarbonetos. Desta forma, a utilizagdo destes micro-organismos e/ou suas
enzimas, possuem grande potencial para minimizar os impactos gerados por
substancias recalcitrantes em a natureza, transformando-as em moléculas
com pouca ou nenhuma toxicidade, através da utilizagdo das mesmas como
nutrientes ou por biotransformacoes.
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Actinobacteria Potential in

Hidrocarbon Biodegradation

Abstract: The increasing worldwide dependence on oil has led their introduction
into the environment, causing pollution and destruction of ecosystems. The
biodegradation appears as an extremely viable alternative for bio-treatment
of environments contaminated with petroleum hydrocarbons through the
decomposition of organic matter by microbial action, using techniques such as
bioaugmentation, biostimulation, landfarming, and phytoremediation. Among
microorganisms, the actinobacteriae are known for producing a wide variety
of bioactives molecules, among which, enzymes that degrade hydrocarbons.
Thus, the use of microorganisms and / or their enzymes have great potential to
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minimize the impacts of recalcitrant substances in nature, transforming them
into molecules with little or none toxicity, through the use of them as nutrients
or by biotransformations.

Keywords: Actinobacteria. Biodegradation. Bioremediation

Introduciao

O petroleo ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos, originado a partir da decomposi¢ao
de matéria orgénica, principalmente o plancton, ocasionada pela acdo de bactérias em
meios com baixo teor de oxigénio. Ao longo de milhdes de anos, essa decomposicao foi-
se acumulando no fundo dos oceanos, mares e lagos e, pressionada pelos movimentos
da crosta terrestre, transformou-se na substincia oleosa denominada petréleo (Lucchesi,
1998).

O petroleo bruto possui em sua composi¢ao variagdes de compostos organicos tais como:
cadeia de hidrocarbonetos, cujas fracdes leves formam os gases e as fracdes pesadas
0 Oleo cru. A distribuicao destes percentuais de hidrocarbonetos ¢ o que define os
diversos tipos de petrdleo existentes no mundo (Petroleo 2009, Geologia do Petrdleo
2009). Considerado uma fonte de energia niao renovavel, de origem fossil e matéria
prima da industria petrolifera. O petroleo ¢ um subsidio de grande importancia mundial,
principalmente em nossa atualidade. E dificil determinar algo que ndo dependa direta ou
indiretamente do petroleo (Lucchesi, 1998).

Os solventes, 6leos combustiveis, gasolina, dleo diesel, querosene, gasolina de aviagao,
lubrificantes, asfalto, plastico entre outros sao os principais produtos obtidos a partir do
petréleo (Petroleo, 2009).

De acordo com a predominancia dos hidrocarbonetos encontrados no dleo cru, o petréleo

¢ classificado em: alcanos, cicloalcanos, alquenos, cicloalquenos, alquinos e aromaticos
(Geologia do Petroleo, 2009).

No século XIX tiveram inicio a exploragao de campos e a perfuragido de pogos de petrdleo.
A partir de entdo, a industria petrolifera teve grande expansdo no mercado internacional,
principalmente nos Estados Unidos ¢ na Europa, especialmente apés a invengdo dos
motores a gasolina e a 6leo diesel (Petroleo, 2009).

Nos ultimos anos tem se revelado cada vez mais ineficiente o transporte de petroleo
no mundo, gerando acidentes que causam diferentes tipos de impactos em varios
ecossistemas. Desta forma, se faz necessario o aprofundamento de diferentes tipos de
ambiente contaminados (Freitas et al., 2001).

A biodegradacao se mostra como alternativa extremamente vidvel para o biotratamento
de ambientes contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, através da decomposicdo
de uma substancia organica, pela acdo de micro-organismos, como, por exemplo, as
actinobactérias, reduzindo a toxicidade do ambiente contaminado (Jacques, Bento &
Antoniollim, 2007).

O biotratamento do ecossistema contaminado pode ser promovido por estimulagdo
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de micro-organismos nativos e por introdu¢do de nutrientes e oxigénio ou através da
inoculagdo de micro-organismos. Isto vai depender da diversidade do composto no
ambiente contaminado (Jacques, Bento & Antoniollim, 2007).

Existem hoje no mercado varias técnicas utilizadas para o biotratamento do combustivel
fossil, técnicas estas baseadas no principio da biorremediacao (Trindade, 2002). A
biorremediagao in situ, no local do acidente e a ex situ, fora do local de contaminagdo. A
escolha da técnica mais apropriada vai depender da disponibilidade do contaminante no
meio ambiente (Jacques, Bento & Antoniollim, 2007).

O presente trabalho tem como objetivo realizar o levantamento na literatura sobre as
pesquisas desenvolvidas na area de biodegradacdo de hidrocarbonetos e as possiveis
contribui¢cdes das actinobactérias, visando reunir informagdes importantes acerca dos
pontos mais relevantes na area e oferecer suporte de estudo para futuras pesquisas.

Classificacao Quimica e Fisica dos Hidrocarbonetos do Petréleo

Do latim petra (pedra) e oleum (6leo), o petroleo no estado liquido ¢ uma substancia
oleosa, inflamével, menos densa que a 4gua, com caracteristica e cor variando entre o
negro e o castanho-claro (Geologia do Petrdleo 2009).

O petrdleo € uma mistura complexa de inimeros compostos organicos, com predominancia
quase absoluta de hidrocarbonetos. Sua composi¢do quimica varia de acordo com sua
procedéncia, e separa-los em componentes quimicos puros ou misturas de composi¢ao
conhecida ¢ praticamente impossivel. Essa composi¢ao pode mudar com o tempo, mesmo
quando o 6leo ¢ retirado de um mesmo pogo (Bento 2005).

No petroleo, além de uma mistura de hidrocarbonetos encontra-se associado pequena
quantidade de nitrogénio, enxofre e oxigénio, sob forma gasosa, liquida ou so6lida, em
poros e fraturas, em geral de rochas sedimentares. Nos depositos encontram-se também
dgua salgada e uma mistura de gases responsaveis pela pressao que provoca a ascensao
do petroleo através de pogos perfurados. O petrdleo liquido € também chamado 6leo cru
para distingui-lo do 6leo refinado, produto comercial mais importante. O gés de petroleo
(gas natural) ¢ uma mistura de hidrocarbonetos leves, enquanto as formas semi - solidas
sdo compostas de hidrocarbonetos pesados (Bento 2005, Melo 2004, Petroleo 2009).

Os hidrocarbonetos sdo compostos organicos formados por carbono e hidrogénio. De
acordo com sua estrutura sdo classificados em saturados, insaturados e aromaticos
(Geologia do Petroleo, 2009).

Nos hidrocarbonetos saturados, os atomos de carbonos sdo unidos somente por ligagdes
simples e ao maior nimero possivel de atomos de hidrogénio. As moléculas contém
quantidade de atomos de hidrogénio suficiente para saturar os atomos de carbono. A
cadeia pode ser observada na forma linear ramificada ou ciclica, interligadas ou ndo
(Melo, 2004).

Parafinicos ou alcanos possuem cadeias retilineas com ligagdes simples entre atomos
de carbonos. O termo parafinas vem do latim parum = pequena + affinis = afinidades.
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Algumas das propriedades fisicas dos alcanos sdo: em temperatura ambiente de 25 °C
até 4 atomos de carbono em cadeias linear estao na forma de gases, os alcanos de C5 até
C17 sdo liquidos e os alcanos com mais de 18 4&tomos de carbono sdo so6lidos (Geologia
do Petroleo, 2009; Bento, 2005).

Os compostos aromaticos sdo hidrocarbonetos de cadeia fechada que apresenta na sua
estrutura basica um anel com seis atomos de carbono com ligagdes duplas alternadas
entre eles, esta unidade bésica ¢ chamada de benzeno, nos quais se verifica o fenomeno
da ressonancia (Geologia do Petroleo, 2009).

Os hidrocarbonetos que possuem dois ou mais anéis sao denominados hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), estes hidrocarbonetos sdo considerados os mais toxicos
componentes do petroleo e estdo associados a efeito carcinogénico. Muitos dos HPA de

baixo peso molecular sdo soluveis em dgua, aumentando o risco de contaminacao (Netto
et al., 1999).

Petroleo

O petroleo é uma fonte de energia ndo renovavel, de origem fossil. E uma das principais
fontes de obtencdo de energia para a civilizagdo atual e o crescente aumento do consumo
em todo mundo tem acarretado a sua introdu¢ao no ambiente. Nesse ambiente, processam-
se a maior parte do transporte e o desembarque do petroleo do mundo, atividades essas que
aumentam a incidéncia de acidentes com tais produtos. Esses acidentes geram multiplos
tipos de impactos em diferentes ecossistemas mundiais através de eventos cronicos ou
criticos de contaminacao (Bento, 2005).

Quando o petroleo entra em contato com agua do mar, varios processos fisico-quimicos
e bioldgicos sao passiveis de ocorrer e a intensidade de cada um deles varia ao longo do
tempo (Souza e Coelho, 2004). De acordo com Bento (2005) existem alguns processos
que ocorrem com o petroleo, tais como: espalhamento, evaporagao, dissolucao, dispersao,
emulsificacdo, fotoxidagdo, sedimentacdo e biodegradacdo. Todos os processos de
intemperizagao dependem das condic¢des climaticas e do tipo de petroleo. Os acidentes
ambientais relacionados aos combustiveis fosseis sdo eventos considerados comuns em
todo mundo, estdo diretamente interligado a crescente atividade econdmica associada ao
setor petrolifero.

Embora no estado natural apresenta-se de pouca utilizacdo, o petroleo, quando refinado,
produz combustiveis, lubrificantes, solventes, material de pavimentagdo e muitos outros
produtos. Estes produtos derivados do petrdleo respondem por mais da metade do
suprimento total de energia do mundo, através da combustio direta quanto pela geracao
de eletricidade. Desta forma, fornecendo ilumina¢ao para muitos povos do mundo. Seus
subprodutos também sdo utilizados para a fabricacdo de tecidos sintéticos, borracha
sintética, sabdes, detergentes, tinta, plasticos, medicamentos, inseticidas, fertilizantes,
entre outros. Podem ser divididos em trés partes: alifaticos, aliciclicos e aromaticos. Sao
encontrados sob forma gasosa, liquida ou so6lida, em poros e fraturas, em geral de rochas
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sedimentares (USP, 1999).

A velocidade de degradacao do petréleo depende das caracteristicas fisicas e quimicas do
0leo, das condigdes do tempo e do clima. Nos sedimentos aquaticos, os hidrocarbonetos
sdo degradados muito lentamente na auséncia de luz e oxigénio (Geologia do Petréleo,
2009).

A degradag@o microbiologica possui uma seqiiéncia preferencial de compostos a serem
degradados (Souza e Coelho, 2004). A degradagdo do petroleo é bem mais lenta no
sedimento do que na dgua, devido ao fato dos compostos mais leves persistirem mais
tempo no sedimento. Os hidrocarbonetos sofrem uma adsorcdo nas particulas do
material em suspensdo, o que provoca forte tendéncia a acumularem-se nos sedimentos.
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) s3o compostos presente em grande
propor¢do na constituicdo do petroleo. Esses poluentes sdo considerados de prioridade
ambiental e que devem ser frequentemente monitorados, devido ao fato de serem
considerados como carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, além de possuirem
efeitos tOXicos aos seres vivos, pois apresentam a capacidade de se bioacumularem nas
diferentes cadeias alimentares (Bento, 2005).

Atualmente, o setor petrolifero constitui a principal fonte energética, sendo responsavel
pela geracao de 40% de toda energia mundial (Souza e Coelho, 2004).

Derramamento de Petroleo

O derramamento de petroleo normalmente acontece por causa de embarcacdes
despreparadas, aguas turbulentas que levam as embarcagdes contra pedras, plataformas
furadas, explosdes de pogos, tanques com capacidade inferior ao conteudo existente, entre
outros. Ao entrar em contato com a agua, as moléculas de menor peso molecular sofrem
um forte processo de evaporacgdo e dissolugcdo durante as primeiras 24 e 48 horas. Desta
forma, produz uma importante mudang¢a na composi¢ao do petroleo, reduzindo o impacto
na comunidade de organismos no ambiente marinho e terrestre. Apds o derrame no matr, o
petroleo fica sujeito a uma série de processos fisicos, quimicos e bioldgicos, acarretando a
sua dispersdao no meio e alteragdes em suas caracteristicas fisicas e quimicas, sendo que a
degradacao pode apresentar-se muito diferente conforme a proximidade da linha da costa,
provocando a morte dos seres vivos existentes, como peixes e corais, além de contaminar
o solo fazendo com que a area localizada se torne improdutiva e toxica (Bento, 2005).
Dessa forma, as aguas além de ndo sustentar a vida ndo servem ainda para consumo
dos seres humanos, pois forma-se uma pelicula sobre ela impossibilitando-a de ser
utilizada e ainda quando chega a costa provoca também grandes prejuizos. Normalmente
o derramamento de petroleo ocorre em maior grau nas aguas (Melo, 2004).

Biotransformacao

As biotransformacdes que provéem energia para o crescimento microbiano requerem a
presenca de doadores e aceptores de elétrons. Portanto, além de uma fonte de carbono,
para que ocorra a biodegradagdo faz-se necessario a adi¢do de nutrientes. Muitos
contaminantes organicos podem satisfazer as exigéncias de crescimento, atuando como
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doadores de elétrons. Tais contaminantes sofrem oxidagdo como resultado de metabolismo
microbiano (Melo, 2004).

Os compostos intermedidrios podem ser assimilados como uma fonte de carbono para
o crescimento microbiano. Estes grupos funcionais como NH,, -NO, e —SO, podem ser
usados como fonte de nutrientes (Melo, 2004).

A oxidagdo pode acontecer aerobicamente ou anaerobicamente; em aerobiose o 0xigénio
agiria como o aceptor terminal, j& em anaerobiose a combinacdes inorganicas vai ser
oxidado a nitrato, ions de metal, sulfatos, ou gés carbonico, embora seu valor energético
seja menor (Melo, 2004).

e W\<O
T gy e e T o *© o

n-alcano alcool primario  aldeido acido carboxilico

Figura 1. Biodegradagao dos alcanos - Fonte: Analise quimica da degradacao
dos hidrocarbonetos de 6leo diesel no Estuario da Lagoa dos Patos
— Rio Grande/RS (Bento, 2005)

A biodegradacdo dos n-alcanos procede normalmente por um ataque monoterminal. A
cadeia ¢ atacada por uma monoxigenase que introduz um atomo de oxigénio molecular
na molécula do composto alifatico, entdo ocorre a formagao de um éalcool primério, que é
oxidado em um aldeido, e finalmente em um acido carboxilico (Figura 1) (Bento, 2005).

O 4acido carboxilico sera degradado via B-oxidagdo, formando acidos graxos com dois
carbonos a menos ¢ acetil-coenzima A, com liberagdo eventual de CO, (Bento, 2005).

A etapa de oxidagdo inicial com oxigénio ndo € possivel sob condi¢gdes andxicas, o que
aumenta a evidéncia de que os alcanos sdo anaerobicamente recalcitrantes, com excegao
do metano (Melo, 2004).

Alguns acidos graxos formados por este processo poderdo ser toxicos, podendo se
acumular durante o processo de biodegradagao (Bento, 2005).

OH 9 ‘|3°°H
O__,. — }—-(cnz)‘ —» Aceti CoA
COOH

Figura 2. Processo de oxidagao do ciclo alcano - Fonte: Avaliagdo do impacto do aumento das
concentragoes celulares na biodegradagao de residuos oleosos de petroleo (Melo, 2004).
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O ciclo alcano ¢ particularmente resistente a biodegradacdo. Bento (2005) relata que
ha estudos que hidrocarbonetos ciclicos de até seis anéis condensados, que podem ser
degradados lentamente.

Uma vez oxidados, o processo de deterioracdo destes compostos prossegue, havendo a
clivagem dos anéis, dando origem a cetonas ou alcoois (figura 2) (Melo, 2004).

A rota de metabolizacao passa pela formacao em alcodis ciclicos, que em seguida sofrem
uma desidrogenagdo, formando entdo, as cetonas correspondentes. Todo o processo €
catalisado por enzimas ciclo-desidrogenases ¢ monoxigenase. Na etapa subsequente
ocorre a lactonizacdo do anel mediada por monooxigenases levando a abertura do anel
pela lactonahidrolase (Melo, 2004).

Os alcanos ramificados de cadeia aberta podem ser degradados por micro-organismos,
porém, devido a sua configuragdo espacial, o acesso enzimatico para que haja a oxidacao
torna-se prejudicado diminuindo a taxa de biodegrabilidade (Melo, 2004). Eles vao sofrer
B-oxidacdo, como via degradativa, com formag¢ao de acidos dicarboxilicos.

Os compostos alifaticos insaturados como os alcenos e alcinos s3o degradados
aerobicamente através de mecanismos semelhantes aos alcanos. Porém as duplas e
triplas ligagdes sdo mais quimicamente reativas e podem sofrer reagdes adicionais, como
epoxidacao (reagao de transferéncia de oxigénio) ou hidratacao. Ha indicios que as duplas
e triplas ligacdes podem ser hidratadas anaerobicamente para formar um alcool, que ¢
convertido entdo mais adiante por via aerdbica. Os alcenos e alcinos sao usados como
fontes de carbono e energia por aerdbios e anaerobios, ambos os tipos de organismo
atacam a molécula inicial por hidratacao (Melo, 2004).
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Figura 3. Exemplos da oxidagéo de diversos xenobiéticos aromaticos num catecol
(um intermediario oxidado) na primeira fase da degradacéo - Fonte: Vias de degradagao de
compostos aromaticos xenobiéticos. Trabalho realizado pelo Instituto Superior Técnico (1999)
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Os hidrocarbonetos aromaticos de até trés anéis sdo degradados mais facilmente (Bento,
2005). A biodegradagao aerobica de muitas classes de compostos aromaticos procede
através da formacao de um intermediario, o catecol (Figura 3). Os compostos aromaticos
mais leves estdo sujeitos a evaporacao e a degradacao microbiana no estado dissolvido. O
ataque enzimatico pode ser no substituinte alquil ou diretamente no anel (Melo, 2004).

As vias microbianas de biodegradagdo aerobica de hidrocarbonetos de petroleo aromaticos
podem ser divididas em trés partes: na primeira fase, o substrato aromatico ¢ transformado
em metabolito di-hidroxiaromatico (tipicamente um catecol), pela introducdo de grupos
hidroxila por mono ou di-oxigenases; a segunda fase consiste na abertura do anel do
catecol por di-oxigenases. Estas enzimas catalisam a adi¢ao de oxigénio molecular ao anel,
quebrando uma das liga¢des carbono-carbono. A quebra do anel pode ocorrer em duas
posicdes distintas: entre os grupos hidroxila (quebra intradiol ou orto) ou adjacentemente
a um dos grupos hidroxila (quebra extradiol ou meta); na ltima fase do catabolismo dos
hidrocarbonetos aromaticos, o produto resultante da abertura do anel ¢ convertido em
intermediarios do metabolismo central acetil-CoA, oxalato e piruvato (Figura 4) (Instituto
Superior Técnico, 2009).
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Figura 4 . Vias de degradacado de compostos aromaticos xenobiéticos
Fonte: Vias de degradagcao de compostos aromaticos xenobiéticos. Trabalho realizado
pelo Instituto Superior Técnico (2009)

Revista Eletronica TECCEN, Vassouras, v. 5, n. 2 p. 71-96, mai./ago., 2012
78



Potencial das Actinobactérias na Biodegradacio de Hidrocarbonetos
Drielle S. Pereira - Rosana Canuto Gomes - Luzia Teixeira A.S.Semédo

Anaerobicamente, o anel aromatico ndo é oxidado, e sim reduzido. O intermediario
neste caminho ¢ uma ciclohexanona. O anel ¢ aberto por hidratagdao da ciclohexanona.
Porém pouco se sabe sobre o potencial metabolico dos anaerobios pela biodegradagdo de
compostos aromaticos. Alguns hidrocarbonetos aromaticos sdo degradados, dependendo
do grupo funcional e do aceptor de elétrons terminal presente (Melo, 2004).

Actinobactérias

As actinobactérias, anteriormente denominadas actinomicetos, sdo bactérias Gram-
positivas com DNA rico em guanina e citosina. Estes micro-organismos podem ser
encontrados no solo, d4guas e em outros ambientes, porém o solo ¢ seu reservatorio
principal. Elas tém sido descritos como os principais produtores de antibi6ticos do solo, e
também como um dos principais grupos microbianos produtores de enzimas de interesse
comercial (Semédo, 2004).

As actinobactérias sdo constituidas de uma regido nuclear fibrilar e citoplasma granular,
com ribossomos de até¢ 12 nm de diametro. Dependendo do micro-organismo, tempo de
crescimento e meio utilizado, o citoplasma pode conter uma variedade de outras inclusdes
(Williams, Sharples e Bradshaw, 1973).

A membrana plasmatica ¢ do tipo bicamada lipidica, obtida pela interacdo anfipatica
de lipideos polares e proteinas de membrana que produzem uma matriz estavel para
incorporacdo de outros lipideos funcionais. Os lipidios mais estudados sao menaquinomas
e pigmentos do tipo carotendide, sendo que as menaquinonas estdo principalmente
envolvidas na cadeia de transporte de elétrons e na respiracao (Williams, Sharples e
Bradshaw, 1973).

A parede celular ¢ constituida de peptideoglicano junto com um ou mais polimeros
associados, tais como 4acidos teicoicos aniOnicos e polissacarideos neutros. As
actinobactérias produzem filamentos finos, ramificados, denominado hifas, que se
desenvolvem em micélio. O filamento pode ser bastante longo, embora seja curto em
alguns, podendo ainda em alguns casos se fragmentar em pequenas unidades. As hifas
individuais ou filamentos se parecem morfologicamente aos filamentos de fungos, porém,
sdo mais estreitas (Semédo, 1997).

O crescimento das actinobactérias ocorre principalmente pela extensdao da parede
celular como hifas ramificadas, que seguem uma cinética de crescimento aparentemente
exponencial. Crescida as colonias, a parte mais distante da margem pode acumular varias
classes de material de reserva como glicogénio, lipideos e polifosfato (Williams, Sharples
e Bradshaw, 1973).

Apesar da sua posicdo taxondmica junto as bactérias, a semelhanca das actinobactérias
com os fungos ¢ evidente em trés propriedades: o micélio das actinobactérias possui
ramifica¢des extensivas, caracteristicas dos fungos; ambos formam micélio aéreo, bem
como conidios e seu crescimento em cultura liquida raramente resulta em turgidez, mas
sim se apresenta como massa ou “pellets” Exercem um importante papel na clivagem
de compostos organicos nos ambientes naturais e desempenha um papel promissor na
agricultura, como o género Frankia capazes de fixar nitrogénio atmosférico. Além disso,
tem sido descrito também como causadores de doengas humanas, como: nocardioses,
actinomicoses, € também nos vegetais e animais (Semédo, 1997).
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As actinobactérias incluem géneros que exibem um amplo limite de morfologia que se
extende de cocos, passando a formas de hifas fragmentadas com um micélio altamente
ramificado e diferenciado, como ¢ o caso dos géneros Streptomyces e Streptoverticillium
(Semédo, 1997).

As actinobactérias tém sido isoladas de diversos habitats incluindo solo, agua doce e
habitats marinhos. Eles t€ém sido extensivamente estudadas em laboratorio, mas pouco se
sabe sobre sua sobrevivéncia nestes ambientes naturais. Alguns géneros formam esporos,
os quais incluem zoosporos moveis e especialmente estruturas resistentes a dessecagao,
mas ndo exibem a organizagdo e propriedades de resisténcia extrema dos endosporos;
excegdo apenas ao género dos Thermoactinomyces (Semédo, 1997).

Os estreptomicetos normalmente possuem parede dos esporos mais espessa do que as
hifas, sendo também mais hidrofobicas, contribuindo com isso para a presenga de um
envelope externo. Os esporos sao normalmente ornamentados e suas diferentes formas de
ornamentacao sdo utilizadas como critérios taxondmicos. Estes esporos também toleram
a dessecacgdo e o calor permanecendo viaveis por muitos anos, no entanto, a resisténcia
ndo se compara com a dos endosporos bacterianos (Semédo, 1997).

O género mais comumente isolado e amplamente estudado ¢ o Streptomyces. No entanto
outros géneros tém sido observados e descritos na literatura (Semédo et al., 2001).

Os grupos das actinobactérias nocardioformes formam hifas que eventualmente se
fragmenta em elementos cocoides ou bacilares dando inicio a um novo micélio. Alguns dos
géneros incluidos neste grupo sao Caseobacter, Mycobacterium, Rhodococcus € o proprio
género Nocardia. Os esporos das actinobactérias possuem uma grande complexidade
morfologica, incluindo a formacao de esporos em partes definidas do micélio, como € o caso
dos géneros Actinoplanes, Ampullariella e Streptosporangium. Os Actinoplanes possuem
hifas de micélio fino e sdo caracterizados por esporos em vesiculas. Possuem pigmentos
carotendides. Os géneros Dermatophylus e Geodermatophylus sdo caracterizados pela
formacao de um micélio que se divide transversalmente e longitudinalmente dando origem
a um esporangio multilocular primitivo. Ja o género Frankia, ndo apresenta micélio aéreo,
sendo também importante na fixagao bioldgica do nitrogénio, vivendo em simbiose em
nddulos de raizes de plantas ndo leguminosas. O género Microsbispora nao ¢ resistente
a acidos e seus representantes podem ser mesofilicos ou termofilicos facultativos; os
mesofilicos podem ser aerdbios ou anaerobios facultativos. Thermomonospora ¢ um
género bastante peculiar, sendo aerdbios, ndo madveis, formando ramificagdes no micélio
vegetativo e colonias coridceas (cobertas) por micélio aéreo quando crescidas em meio
contendo Agar (Williams, Sharples e Bradshaw, 1973).

A instabilidade genética ¢ uma caracteristica bastante comum encontrada nos
actinobactérias. A maioria das caracteristicas fenotipica relacionadas a diferenciagdo e
metabolismo secundario sao geneticamente instaveis, como: formagao de micélio aéreo,
pigmentacao, esporulagdo, resisténcia a agentes genotoxicos (mitomicina C ou irradiagao
ultra-violeta) e resisténcia e/ou producao de antibidticos (Semédo, 1997).

A taxonomia de actinobactérias ¢ extremamente complexa. Ela ndo € possivel utilizando-

se métodos tradicionais que levam em conta poucas caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas. Entretanto t€ém-se utilizado trés abordagens principais que baseiam-se nos
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mais avangados métodos e técnicas de sistematica. Em primeiro lugar, a quimiotaxonomia
que utiliza a caracterizacdo de componentes especificas da célula tais como lipidios,
acidos aminados da parede, acticar e proteinas, em segundo lugar, a taxonomia numérica
se baseia na utilizacdo do maior numero possivel de caracteristicas fenotipicas. Em
terceiro e ultimo lugar, a sistematica molecular que utiliza métodos de hibridiza¢do de
acidos nucléicos DNA-DNA e DNA-RNAr, fago-tipagem, espectroscopia de massa de
pirolisados e técnicas de seqlienciamento de RNAr para desvendar relagdes a niveis intra
e inter-genéricos (Semédo et al., 2004).

O procedimento tradicional usado para determinar o nimero e os tipos de actinobactérias
presentes em amostras do meio ambiente envolve a técnica das diluigdes em placas,
utilizando como substratos meios de culturas seletivos e /ou ndo seletivos. O resultado de
tais experimentos ¢ influenciado pela natureza da amostra do meio ambiente (exemplo:
solo, sedimento ou agua), eficicia do procedimento de extra¢do e recuperagdo, meios
de cultura seletivos e condi¢des de cultivo, competicdes no isolamento em placas,
incapacidade de identificagdo dos isolados corretamente e a fracdo da microflora que
pode ser atribuida aos actinobactérias ndo cultivaveis (Semédo et al., 2001).

As actinobactérias sdo consideradas as principais produtoras de antibidticos do solo,
porém, além dos antibiodticos, substincias antivirais, antitumorais, imunomoduladores,
compostos agrobioldgicos e enzimas de alto valor comercial, também tém sido isoladas
(Semédo et al., 2004).

Para o isolamento de actinobactérias raras, os métodos utilizados envolvem o uso de
pressoes seletivas como adicdo de antibidticos ou mistura de antibidticos (Semédo
1997).

A heterogeneidade bioquimica das actinobactérias, sua diversidade ecoldgica e sua
capacidade excepcional para a producao de metabolicos secundarios a tornam um bom
alvo para a producdo de enzimas, desempenhando novas atividades e especificidades,
sendo uma fonte promissora para uma ampla faixa de importantes enzimas (Semédo,
1997).

As enzimas das actinobactérias sdo capazes de degradar compostos nitrogenados
organicos, carboidratos, varios esterdides como o colesterol, uma variedade de compostos
aromaticos, acetileno e muitos outros. Eles também sdo capazes de utilizar o agar, a
borracha, parafinas e ligninas, substancias que sao reconhecidamente resistentes ao ataque
da grande maioria de bactérias e fungos. Algumas dessas enzimas ja tém sido produzidas
em escala industrial, mas a grande maioria ainda ndo (Semédo et al., 2000).

Biodegradacao
Biodegradacgao: panorama geral

A crescente dependénciaque omundoatual estiapresentando pelo petroleo e seus derivados,
sejam eles para a manuten¢do de suas atividades industrial ou ndo, vem ocasionando
a contaminacdo de solos e do ambiente hidrico por hidrocarbonetos, geralmente por
perdas ou rompimentos de dutos, ou por acidentes ocorridos no seu transporte. Tendo
efeito pronunciado sobre as propriedades do ambiente contaminado, com processos de
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toxidade sobre os micro-organismos e mortandade dos organismos (Mariano, 2001).
Esses acidentes causam diferentes tipos de impactos em varios ecossistemas através de
eventos de contaminacgdo, desta forma gerando a necessidade de um estudo constante
desse ambiente (Bento, 2005).

A técnica de biodegradagdo se mostra como alternativa extremamente viavel para o
biotratamento de ambientes contaminados por hidrocarbonetos de petréleo (De Oliveira,
2001).

A biodegradacdo ¢ a decomposicao de uma substincia organica, como o petroleo, pela
acdo de organismo vivo, normalmente micro-organismo e, em especial, as bactérias
(De Oliveira, 2001). FEla ocorre em diferentes etapas dependente da natureza e do
hidrocarboneto presente (Das e Chandran, 2011).

Estudos moleculares recentes, demonstraram que a contaminacao por hidrocarbonetos e
o tratamento pela técnica de biopilhas (escavagdo, aeragdo e fertilizagdo) em solos articos
modifica drasticamente a comunidade microbiana do solo, favorecendo os aerdbios que sao
capazes de degradar varios compostos de hidrocarbonetos como exemplo: Pseudomonas,
Rodococcus, Sphingomonas e Caulobacter. A dominancia desses organismos variam com
o tempo de acordo com a mudanga na disponibilidade e qualidade de hidrocarbonetos e
nutrientes durante a biorremediagao (Yergeau et al., 2012).

O processo bioldgico de biodegradacdo envolve todos os fenomenos de quebra dos
componentes organicos do petréleo para componentes mais simples e de menor peso
moleculares ou mais polares, através de micro-organismo (Melo, 2004).

Abiodegradacao completa dos hidrocarbonetos resulta na formagao de didxido de carbono
e agua; este processo bioldgico envolve dois fatores essenciais: a nutri¢ao e a respiragao.
Os micro-organismos fazem uso da matéria organica constituida de um residuo, seja ele
solido ou liquido, servindo-se de uma boa parte desta para seu crescimento e reprodugao.
O restante ¢ oxidado por meio da respiracdo, aproveitando sua energia e compensando
ao meio, elementos na forma de subprodutos do seu metabolismo. Desta maneira,
carbono, nitrogénio e fosforo, que faziam parte das moléculas organicas dos residuos,
sdo devolvidos ao meio (ar, agua, solo) na forma de compostos mais simples, como gas
carbonico, fosfatos, nitratos, entre outros (Silva, Melo e Souza, 2009).

A biodegradagao do petrdleo por populagdes naturais de micro-organismos representa um
importante instrumento pelo qual as substancias poluentes sdo degradadas e eliminadas
do meio ambiente. Isto decorre da capacidade de adaptabilidade microbiana; dessa forma
vem crescendo o interesse pelos estudos de biorremediacdo, que fornece tecnologia
baseada no uso de micro-organismos vivos para remover poluentes de solos e aguas,
preferencialmente in situ (EMBRAPA, 2008). Recentemente Hidayati e Tachibana (2012),
demonstraram que Fusarium sp092 foi eficiente na degradacgao das fragdes aliciclicas de
6leo cru em condig¢des marinhas.

Alguns desses compostos do petrdleo sao facilmente evaporados ou biodegradados,
enquanto outros persistem recalcitrantes por um bom tempo na natureza (Bento, 2005).

Os organismos podem metabolizar somente um nimero limitado de hidrocarbonetos
isoladamente, de forma que ¢ requerida uma mistura de populacdes com capacidade
enzimatica para degradar todos os hidrocarbonetos encontrados no petréleo (Mariano,

Revista Eletronica TECCEN, Vassouras, v. 5, n. 2 p. 71-96, mai./ago., 2012
82



Potencial das Actinobactérias na Biodegradacio de Hidrocarbonetos
Drielle S. Pereira - Rosana Canuto Gomes - Luzia Teixeira A.S.Semédo

2001). As taxas de biodegradacdo do petrdleo sdo influenciadas principalmente pela
temperatura, disponibilidade de nutrientes, pH e niveis de oxigénio (Melo, 2004).

Abiodegradagaodoshidrocarbonetos pode ocorrernuma faixadetemperaturarelativamente
grande de 0 °C a 70 °C. De um modo geral, a baixa temperatura a viscosidade do dleo
aumenta e a volatilizagdo dos alcanos de cadeia curta € reduzido, o que leva a um processo
de biodegradacdo mais lento. A atividade enzimatica apresenta um melhor metabolismo
para os hidrocarbonetos a uma temperatura maxima de 30 °C a 40 °C. Outro fator a ser
considerado no solo ¢ a variacdo do pH com valores de 2,5 a 11 para diferentes tipos de
solos. A maioria das bactérias e fungos apresenta uma melhor taxa de desenvolvimento
em pH préximo ao neutro e de uma condic¢do nutricional suficiente para o crescimento
bacteriano, podendo ocorrer o dobro da taxa de biodegradacdo com a corre¢ao do pH
do solo. A presenga de oxigénio gera uma rapida oxidacdo dos hidrocarbonetos e outros
compostos do petroleo. Sob condigdes anaerdbicas, a biodegradacdo ¢ mais lenta e
normalmente efetuada por bactérias sulfato-redutoras (Bento, 2005).

O contato 6leo-agua, devido a relativa insolubilidade do 6leo na agua, controla a velocidade
de oxidagao e da degradacdo. Os dispersantes sdo substincias utilizadas para reduzir a
tensdo superficial entre a agua e o 6leo, auxiliando a formagao de goticulas menores, as
quais tendem tanto a se movimentar na coluna d’4gua, como permanecer em suspensao na
superficie, acelerando o processo natural de degradacao e de dispersdo, favorecendo desta
forma a biodegradacao. Os dispersantes sdo formula¢des quimicas de natureza orgénica,
destinadas a reduzir a tensdo superficial entre o 6leo e a agua, auxiliando a dispersdo do
6leo em goticulas no meio aquoso. Sao constituidos por ingredientes ativos, denominados
surfactantes, cuja molécula é composta por uma cadeia organica, basicamente apolar,
com afinidade por 6leos e graxas (oleofilica) e uma extremidade de forte polaridade,
com afinidade pela dgua (hidrofilica). Além dos surfactantes, os dispersantes também
sdo constituidos por solventes da parte ativa que permitem a sua difusdo no dleo (Melo,
2004).

Apesar das bactérias serem provavelmente as maiores responsaveis pela biodegradacao
de hidrocarbonetos no ambiente, os fungos e as leveduras, as cianobactérias e as algas
apresentam capacidade de biodegradacao. Como a biodegradagdo de hidrocarbonetos
para CO, envolve uma reagdo de oxidagdo, os organismos, em sua maioria, sdo aerobios.
O destino dos hidrocarbonetos, além da produgdo de CO, na biodegradagéo total, pode
também oferecer caminhos alternativos. Eles podem ser armazenados e alguns podem
ser incorporados como biomassa, porém os produtos parcialmente oxidados podem ser
mais toxicos e mutagénicos que o hidrocarboneto original. Portanto existe a preocupacao
que ocorra um aumento temporario na toxidade e mutagenicidade durante o processo de
biodegradacao (Melo, 2004).
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Biorremediacdo de ambientes contaminados

A biorremediagcdo de ambientes contaminados consiste no uso de espécies microbianas
para biodegradar substancias, muitas vezes perigosas para os seres vivos, transformando-
as em produtos com pouca ou nenhuma toxicidade, como didéxido de carbono, agua e
biomassa. Embora a maioria dos compostos organicos sejam degradados naturalmente,
certos compostos, principalmente algumas macromoléculas sdo persistentes no meio
ambiente. Fatores que contribuem para essa persisténcia ainda tem sido discutido,
porém, podemos ressaltar a insolubilidade, tamanho da molécula ou estrutura polimérica,
toxicidade e origem (De Oliveira, 2001; Hurst et al., 1997).

Diferentes micro-organismos degradam diversas substancias e alguns sobrevivem em
condi¢des extremante adversas, o tratamento biologico desses ambientes contaminados
pode ser promovido por estimulacdo de micro-organismos nativos através da introducao
de nutrientes e oxigénio ou podem ser obtidos através da inoculagdo de outros micro-
organismos (Menezes, 2009).

Devido a grande diversidade de compostos organicos no ambiente contaminado, o
estudo de biorremediacdo esta cada vez mais especifico e tem se demonstrado de suma
importancia para o tratamento desses ecossistemas. As técnicas de biorremediacdo sdo
direcionadas a estimulacdo dos micro-organismos utilizando os contaminante como
nutrientes (De Oliveira, 2001).

A biorremediacdo ¢ um processo que compreende diferentes etapas, podendo ser
complementado com reagdes enzimaticas por muitas espécies de micro-organismos. As
vias metabdlicas e a de degradagdo diferem em funcdo da linhagem bacteriana e das
enzimas especificas envolvidas. Para se obter um biotratamento eficaz, normalmente ¢
utilizado consércios microbianos. As diferentes estratégias para a biorremediagdo visam
aumentar a populacdo microbiana gerando condigdes ambientais favoraveis para o seu
desenvolvimento (Melo, 2004).

A medida corretiva mais propicia a ser adotada depende de diversos fatores, dentre eles,

os tipos de micro-organismos presentes, € as condi¢des locais do ambiente contaminado
(De Oliveira, 2001).

Nao ha critérios definidos para escolha de uma determinada técnica de biorremediagao, a
complexibilidade dos problemas de contaminagao pode requerer a combinag¢ado de diversas
técnicas. A tabela 1 resume os fatores quimicos e bioldgicos importantes na escolha da
melhor tecnologia para a recuperagao de sitios contaminados (Melo, 2004).

Os micro-organismos podem fazer uso do proprio poluente como fonte de alimento, das
quais obtém nutrientes e energia, consumindo-o a medida que crescem e transformando-o
em biomassa e compostos como o dioxido de carbono e agua (Quental, 2002). Em geral,
¢ preferivel aumentar a atividade metabolica dos micro-organismos presentes ao invés de
utilizar micro-organismos exogenos, ja que os micro-organismos nativos estariam mais
adaptados ao meio, e em principio, mais efetivos que os demais. Porém, se o meio for
estéril, ou se a populacdo microbiana presente ndo degradar os contaminantes existentes,
o uso de micro-organismos exogenos deve ser considerado como alternativa positiva na
biorremediagao (Melo, 2004).
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Tabela 1. Fatores preponderantes na escolha do tratamento

Fatores quimicos e biologicos favoraveis. Fatores quimicos e biolégico ndo favoraveis.

Grande quantidade de contaminante e/ou uma mistura

Pouca quantidade de contaminantes. -
complexa de compostos organicos

Quantidade de micro-organismo favoravel Quantidade de micro-organismo desfavoravel
Concentragdes nao tdxicas Concentragdes toxicas
Populagao microbiana complexa Pouca atividade microbiana.
pH6a8 pH extremos
Menor grau de toxicidade Alta concentragao téxica
(alta permeabilidade) (baixa permeabilidade)

Se o processo ocorrer sob condigdes aerdbicas, nas reagdes bioquimicas do micro-
organismo, o oxigénio atua como receptor universal de hidrogénio. Por outro lado, em
condi¢des anaerdbicas, este processo torna-se mais complexo, pois varias substancias
tornam-se receptores de hidrogénio. Desta maneira, 0 mesmo composto pode atuar como
receptores ou doadores de hidrogénio dependendo das condigdes ambientais que se
encontram (Melo, 2004). Na presen¢a de oxigénio e outros elementos nutricionais, 0s
micro-organismos podem converter a maioria dos contaminantes organicos em didxido
de carbono, 4gua e massa celular microbiana (Hurst et al., 1997).

No processo anaerobico, ou seja, na auséncia de oxigénio, o carbono ndo ¢ metabolizado
por completo, apresentando-se na forma intermedidria. Nesta condi¢do ¢ produzido
o metano, pequenas quantidades de didoxido de carbono. Em condi¢des de reducdo, o
sulfato ¢ convertido em sulfeto ou enxofre e o nitrogénio molecular através da reducao
do nitrato, gas sulfirico e mercaptanas (Cunha e Bianchini, 2009; Hurst et al., 1997). O
metano composto presente na formagao do gas natural (Quental, 2002). As mercaptanas
sdo compostos organicos de formula geral RSH, aonde R ¢ um radical orgénico; S ¢
um atomo de enxofre ¢ H é um atomo de hidrogénio. As mercaptanas sao produzidas
pela acdo de bactérias anaerdbicas sobre proteinas que contenham enxofre, este processo
ocorre naturalmente sendo responsaveis pelo o odor (Mogiana, 2009). Algumas vezes 0s
contaminantes podem ser degradados a intermediarios ou a produtos finais, que podem
ser menos, igualmente, ou mais perigosos do que o contaminante original (Hurst et al.,
1997).

Os substratos para os organismos anaerobicos sdo mais restritos que os para os aerobicos.
A completa oxidagdo destes substratos ¢ obtida por uma série de etapas e combinagdes
de atividades de uma diversidade de micro-organismos, dentre as quais se encontram
as fermentadoras, as nitratos redutoras, as sulfatos redutoras e as metanogénicas. Sob
condi¢cdes de auséncia de oxigénio a degradagdo de grande parte da matéria organica pode
ocorrer através da metanogénese (Cunha e Bianchini 2009).

O processo anaerdbico no ambiente ocorre por meio de dois estagios, dos quais, o
primeiro atua uma diversidade de bactérias anaerdbicas heterogéneos, que sdo agrupadas
sob denominag¢dao de bactérias formadoras de acidos. No segundo estagio, ocorre o
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processo de hidrolise enzimatica, pela agcdo de bactérias que transformam proteinas em
polipeptidios e depois em acidos aminados simples, os carboidratos em agucares e as
gorduras em glicerol. Os acidos aminados, agucares e glicerol formados por hidrélise
enzimatica sao soliveis em agua e convertidos em acidos organicos através do processo
de fermentacao, observado na figura 5. Desta forma, as bactérias metanogénicas utilizam
estes acidos organicos convertendo em dioxido de carbono e metano. Alguns alcodis
derivados da fermentagdo de carboidratos, por meios das bactérias metanogénicas podem
ser convertidos em metano e didxido de carbono (Cunha e Bianchini, 2009).

Estéagio 1 Estagio 2 Estédgio 3
Massa bacterial
H,, CO,, -
Acido acético Massa bacterial
Residuos
organicos,
carboidratos, . %ﬂgtano‘
lipidos e Massa bacterial 2
proteinas
Aeido propidnico, dcido butinico, H. CO
Alcool diversos e outros o T e L
3 Acido acético
componentes
Hidrlise, Fermentagao, Acetogénese Metanogénese
Acidogénese

Figura 5. Formagao do metano
Fonte: http://www.scielo.br/img/revistas/qn/v28n2/23653f2.gif&imgrefurl

De um modo geral, no primeiro estagio o diéxido de carbono atua como receptor de
hidrogénio, sendo reduzido a metano por adicdo do hidrogénio derivado dos acidos
organicos. No segundo estagio o acido acético, que ¢ o principal produto intermediario
produzido pela fermentacdo, ¢ convertido em diéxido de carbono ¢ metano (Cunha e
Bianchini, 2009).

O poluente a ser degradado, pode ainda ser co-metabolizado pelos micro-organismos, o
que significa que ndo ¢ a principal fonte de nutriente, mas que ¢ consumido juntamente
com a fonte principal de alimento (Hurst et al., 1997). Nestes casos, ¢ comum fornecer
compostos de facil degradacdo, estimulando assim o seu crescimento (Quental, 2002).

O uso da biorremediagdo como processo de limpeza de sitios contaminados através
da cinética microbiana ¢ de tal forma dindmica que os produtos liberados por algumas
bactérias podem ser alimento para outras, sendo os poluentes transformados em compostos
progressivamente mais simples. O objetivo da biorremediacdo ¢ minimizar os poluentes,
liberando apenas substancias inertes como o dioxido de carbono, dgua e a biomassa
molecular (Quental, 2002).
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O uso da técnica de biorremediagdo para reduzir a concentracdo e/ou a toxicidade
dos poluentes, pode ser promissor (Rosa e Triguis 2006). Estas envolvem variagdes
de tratamentos in situ (no local) e ex situ (fora do local) que pode envolver intimeros
procedimentos (Melo, 2004).

A técnica de biorremediagao in situ no solo possibilita o tratamento sem escavagao do
meio ambiente e evita os problemas associados ao transporte de material contaminado,
diminuindo assim, os custos. O controle do processo neste tipo de tratamento pode ser
mais dificil que o tratamento ex situ podendo resultar num processo mais lento, além da
dificuldade em garantir a qualidade do produto final (Hurst et al., 1997).

A técnica de biorremediacdo ex situ, apesenta como vantagem a rapidez no tempo de
tratamento do que comparado a in situ, esta envolve a remog¢ao do material contaminado
para outra area, elevando os custos do tratamento, e os riscos de acidentes dependendo do
residuo a ser tratado (Hurst et al., 1997).

A implementagdo da biorremediacdo ex situ evita as dificuldades impostas pela
hidrogeologia do sitio contaminado. Geralmente a biodegradacao in sifu aplica-se onde
a hidrogeologia do sitio permite o transporte de dgua e nutrientes e/ou oxigénio através
da sub-camada e assegura a conten¢do dos contaminantes. Embora exista compostos
organicos que nao sejam passiveis de serem biodegradados, as técnicas de biorremediagao
tém sido utilizadas com sucesso para remediar diferentes ecossistemas contaminados.
A taxa com que os micro-organismos degradam os contaminantes ¢ influenciada pela
presenga e concentracdo destes contaminantes, fornecimento de oxigénio e nutrientes,
umidade e temperatura. Geralmente, isto significa, que existe a necessidade de combinar
oxigeénio, nutrientes e umidade, além de controle de temperatura e pH (Melo, 2004; Hurst
etal., 1997).

Abiorremediagao nao pode degradar os contaminantes inorganicos, mas pode ser utilizada
para trocar o estado de valéncia destes compostos e promover a absor¢do, imobilizar,
precipitar, retirar, acumular e concentrar em micro ou macro-organismo (Santos et al.,
2007).

Bioaumentacao

A capacidade dos micro-organismos em degradar compostos organicos € a taxa na qual
a degradacdo ocorre depende da interacdo de numerosos fatores, j4 mencionados acima.
Existem dois métodos para aumentar a taxa de biodegradagao (Semédo, 2004).

Estimula¢do da populagdo indigena (bioestimulagao)

Bioestimulo consiste no aumento da atividade da popula¢do microbiana autdctone
através adicdo de nutrientes e/ou aceptores finais de elétrons, como o oxigénio
(processo aerdbio envolve a oxidagdo de substratos pelas enzimas oxigenases) ou
nitrato.

Adigao de micro-organismo selecionado (bioaumentagao).
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O bioaumento consiste na re-inocula¢do do ambiente contaminado com micro-organismos
autoctones diretamente isolados do mesmo ambiente, aumentando a atividade bioldgica
especifica e, consequentemente, a taxa de biorremediacdo do ambiente (Santos et al.,
2007).

A adi¢ao de substancias e nutrientes ao sitio contaminado torna as caracteristicas fisicas
do mesmo, mais propicio a biorremedia¢do. O ambiente com uma baixa permeabilidade
¢ mais dificil de aerar, e frequentemente formam aglomerados, dificultando a distribui¢ao
de umidade, ar, adicao de nutrientes (bioestimulo) e de micro-organismos (bioaumento).
Desta forma, materiais de baixa densidade sao adicionados ao ambiente para reduzir a sua
densidade, aumentando a porosidade e possibilitando maior difusdo de oxigénio. Estes
elementos sao adicionados ao solo contaminado via veiculo liquido (agua) sendo possivel
a utilizacdo de sistemas aerdbios e/ou anaerobios mediante a exigéncia da microbiota
existente (Fernandes e Alcantara, 2009).

A bioaumentag¢@o ndo ¢ uma ferramenta a ser utilizada em todos os casos de degradacao,
geralmente ¢ utilizada para o tratamento de compostos que sdo vagarosamente
decompostos, quando o poluente € toxico para a microbiota indigena, apds contaminagdo
com hidrocarbonetos (Santos et al., 2007).

Para que a aplicagdo da técnica tenha sucesso € necessario que se isole e caracterize o
micro-organismo utilizado e verifique a sobrevida deste apds a liberagdo na ambiente
(Semédo, 2004).

Bioventilacao

Abioventilagdo ¢ uma tecnologia que estimula a biodegradacao natural in situ de qualquer
composto degradavel aerobicamente no solo, através do fornecimento de oxigénio, desde
que o solo possua atividade microbiana. Na técnica de bioventilagdo, o fornecimento
do oxigénio ¢ feito em fluxo baixo para sustentar a populacdo microbiana. O oxigénio €
fornecido através da inje¢do do ar na contaminacdo residual de solos e d4guas subterraneas
contaminadas, estimulando o crescimento e atividade de degradagdao dos micro-organismos
(Fernandes e Alcantara, 2009).

Fitorremediacio

A fitorremediagdo ¢ uma técnica biologica atualmente bastante promissora, que tem por
base a utilizagdo de algumas espécies de plantas, para remover, transferir, estabilizar e
destruir contaminantes organicos e inorganicos presentes no solo e sedimentos, podendo
ser aplicada como método de contengdo, destruicdo ou extracdo de vdrios tipos de
contaminantes. Os ambientes sob vegetacdo apresentam uma biodegradabilidade mais
acelerada e completa se comparada com éareas nao plantadas. Algumas plantas tem a
capacidade de produzirem enzimas que transformam metabolicamente os contaminantes
organicos contribuindo desta forma para sua oxidagao mais rapida pelos micro-organismos
presentes no solo (Fernandes e Alcantara, 2009).

Os mecanismos envolvidos na fitorremediagao incluem:
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Fito-acumulag¢ao: Retirada dos contaminantes pelas raizes das plantas e atranslocagao/
acumulagdo de contaminantes dentro de folhas germinadas.

Fito-degradacdo: E a metabolizagdo dos contaminantes, dentro dos tecidos das
plantas. As plantas possuem enzimas, como as dehalogenases e oxigenases, que
auxiliam a catalisar a degradagao.

Fito-estimulagio: E o fendmeno de produgdo de um composto quimico pelas plantas
para imobilizar contaminantes na interface de raizes e solo (Semédo, 2004).

As principais desvantagens desta técnica sdo a sua caracteristica sazonal e a possibilidade
de provocar a bioacumula¢do em animais (Castelo-Grande, Augusto e Barbosa, 2009).

Landfarming

Landfarming ¢ uma técnica aplicada a biorremediagdo de solos contaminados com
compostos organicos, que sao eliminados por biodegradacdo. Esta tecnologia consiste na
aplicagcdo do contaminante em forma liquida ou sélida na camada aravel do solo (Melo,
2004). O residuo ¢ aplicado a superficie de uma area e misturado com o solo por meio de
equipamentos convencionais, como tratores equipados com arados e/ou grades (Secretaria
do Estado do Meio Ambiente, 2009), de modo a formar superficies de pequena espessura
onde se promove a estimulagdo da atividade microbiana através da adi¢do de nutrientes,
minerais ou mistura de ambos (Melo, 2004). Se a profundidade da contaminagdo for
inferior a 90 cm ¢ possivel estimular a atividade biologica sem escavagao de solo (Castelo-
Grande, Augusto e Barbosa, 2009).

A técnica Landfarming ¢ a mais utilizada no tratamento de rejeitos sélidos da industria
petrolifera, por sua simplicidade e baixo custo (Melo, 2004). Em ambientes aquaticos
essa técnica se da pela incorporagdo ao solo sob condi¢des controladas, para promover
a degradacdo e imobilizacdo dos contaminantes presentes (Secretaria do Estado de
Meio Ambiente, 2009). O solo ¢ arado e gradeado para promover a mistura uniforme do
contaminante. Essa camada pode atingir 18 polegadas, dependendo da profundidade de
incorpora¢ao dos residuos. A pulverizacio do solo pela aragdo facilita o espalhamento do
solo com contaminante pelo vento. Para que isso seja evitado, o solo deve ser mantido
umido (Melo, 2004; Semédo, 2004).

Biopilhas

O tratamento por biopilhas ¢ um processo de grande escala, no qual o solo ¢ escavado
e misturado com solo corrigido e colocados em uma area para tratamento (Semédo,
2004).

As leiras bioldgicas - sdo utilizadas com o mesmo proposito da técnica de landfarming
diferindo no modo de promover o arejamento (Barbosa et al., 2009).

Otratamento, geralmente, érealizado emareacobertaoucontidocomum forroimpermeével,
para minimizar o risco de contaminac¢do reduzindo a lixiviacdo do contaminante para
aguas e solos subterraneos. A drenagem pode ser tratada em um biorreator, antes de ser
reciclada. As pilhas e células de solo, normalmente possuem um sistema de distribui¢ao
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de ar a vacuo ou pressao positiva, onde o ar passa através do solo. As pilhas de solo ndo
devem ultrapassar 3 metros de altura (Semédo, 2004).

Este método tem como objetivo simular a atividade microbiana aerobia acelerando o
processo de degradacdo do poluente pela aeracdo, adicdo de nutrientes e correcdo de
umidade. A utilizagdo dessa tecnologia, em relacdo a técnica in situ, apresenta a vantagem
de manipular facilmente os fatores ambientais que influenciam a biodegradacdo do
contaminante tais como pH, temperatura, concentragcdo de nutrientes, umidade e aeragao
(Santos et al 2007).

Compostagem

A técnica da compostagem ¢ um procedimento ex situ, que foi desenvolvida com
a finalidade de acelerar com qualidade a estabilizagdo (também conhecida como
humificacao) do contaminante organico. Em a natureza a humifica¢do ocorre sem prazo
definido, dependendo das condi¢des ambientais ¢ da qualidade dos residuos organicos
(Ministério da Agricultura, 2005).

A compostagem ¢ uma maneira econdmica, higiénica e ecoldgica de manejo de residuos.
Um dos requisitos principais para que um sistema de compostagem possa ser possivel ¢ a
sua utilizagdo na agricultura (Semédo, 2004).

O processo pode ser utilizado para transformar diferentes tipos de substancias organicas,
através da biodegradacdo dos sitios contaminados convertendo-os em subprodutos com
pouca ou nenhuma toxidade. O solo ¢ escavado e misturado com agentes dispersantes
e aditivos organicos, tais como aparas de madeira ou residuos vegetais (Ministério
da Agricultura, 2005). Pode se obter a eficiéncia maxima de degradagdo, mantendo a
mistura em condicdes constantes de concentragdo de oxigénio, pH e temperatura. Este
processo pode ser aplicado em solos ou sedimentos com compostos organicos que sejam
biodegradaveis. Os custos associados a este tratamento variam conforme o volume de solo
e tipo de contaminantes a serem tratados (Castelo-Grande, Augusto e Barbosa, 2009).

Biodegradacao de Hidrocarbonetos por Actinobactérias

As bactérias sdo os agentes mais ativos na degradacao do petroleo, sendo as primeiras a
degradar quando ocorre derramamento de 6leo no meio ambiente. Varias bactérias sdo
conhecidas ser exclusivas na rapidez em degradar hidrocarbonetos, além dos fungos. Na
atualidade, a extensdo com que as bactérias, fungos filamentosos e leveduras participam
na biodegradacdo de hidrocarbonetos de petroleo tem estudo limitado, estando relacionada
as condic¢des ambientais locais e ao ecossistema (Dan e Chandran, 2011).

Desde o século passado as actinobactérias tém sido relatadas como micro-organismos que
apresentam a capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo (Raymond, Jamison e
Hudson, 1967). Existem evidéncias que demonstram que micro-organismos residentes
no solo, podem oxidar ciclohexano e que este mecanismo de oxidagdo envolve co-
oxidagao.
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Tonge e Higgins (1974) em seu relato utilizou Nocardia petroleophila (NCIB 9438) para
indicar a presenga de um composto carbonil que foi detectado no meio de cultura na fase
de crescimento como 3-metilciclano e 3-metilhexanona.

As actinobactérias sdo micro-organismos que tem a capacidade de crescer utilizando
hidrocarbonetos, como os aliciclicos aromaticos, como fonte de carbono e energia,
biodegradando os composto organicos poluentes em substancias com pouca ou nenhuma
toxidade (Sorkhoh et al., 1995).

A degradacio de n-alcanos

Algumas bactérias isoladas de solos de campos contaminados com o6leo na guerra do
Golfo como Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter ¢ Rodococcus mostrou-se eficiente
na utilizacdo de n-alcanos como fonte de carbono e energia de C12 a C 17 e a mais
predominante foi Rodococcus , seguido de Bacillus e Arthrobacter (Sorkhoh et al.,
1995).

As mudangas que ocorrem na composi¢ao do 6leo pela acdo da microbiota ¢ entendida
pelo potencial diversificado entre os diversos géneros que utilizam a cadeia de alcanos.
Exemplos destes micro-organismos sdo os Rhodococcus, Streptomyces € Pseudomonas

(Sorkhoh et al., 1995).

A actinobactéria Thermomonospora fusca foi estudada em processos de degradagdo de
compostos alifaticos através dos intermediarios durante o processo (Witt et al., 2003).

Rodococcus, Nocardia e Gordonia, mostraram-se similares no perfil de utilizagao
de hidrocarbonetos através de P-oxidacdo de compostos aromaticos. Estes micro-
organismos, utilizam hidrocarbonetos com uma cadeia lateral alquil em sua estrutura para
a producdo de uma ampla variedade de lipidios com diferentes complexidades e fungdes.
Esta capacidade das actinobactérias, de transformagdo sob condi¢cdes que ocorrem
freqiientemente na natureza, fazem destes micro-organismos potencial candidatos para
atividades de biorremediacdo em ambientes contaminados (Alvarez, 2003).

O género Rodococcus € um grupo muito diverso de bactéria que possui a capacidade de
degradar um grande niimero de compostos organicos, incluindo compostos recalcitrantes
e toxicos. Essa capacidade advém de seus diversos genes catabdlicos e sua robusta
fisiologia celular (Larkin, Kulakov e Allen, 2005). O potencial para degradagado de fenol,
clorobenzeno e diclorobenzeno como fonte de carbono, tem sido observada em bactérias
Gram positivas, a espécie de actinobacteria Rodococcus phenolicus, foi proposta por
Rehfuss e Urban (2006).

Conclusao

Dentre todos os problemas provocados pelo fenomeno de poluigdo ambiental, a
contaminagdo por petrdleo e derivados tem causado bastante preocupacdo, seja pela
frequéncia dos eventos ou pelo elevado potencial poluente dos mesmos.

Pode ser observado que a ampla distribuicdo dos hidrocarbonetos nos ambientes
contaminados ocasionam problemas a saide de humanos e animais, tendo em vista os
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limites impostos pela legislagdo ambiental, sua elimina¢do do ambiente deve ser buscada,
visando a redugdo da exposicao e da absor¢ao pelos organismos.

Nao existem fatores definidos para a escolha de uma determinada técnica de
biorremediagdo, a complexibilidade dos problemas de contaminagdo de solos e aguas
pode requerer a combinacao de diversas técnicas disponiveis. Um fator a ser considerado
na escolha da técnica mais apropriada ¢ a disponibilidade do contaminante no meio
ambiente. Como a biodisponibilidade ¢ considerada um fator limitante, ¢ notavel que
as técnicas de biorremediacdo possam ser observadas pela sua habilidade em aumentar
a biodisponibilidade, assim como a biodegradagdo subsequente dos compostos a serem
tratados.
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