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Biorremediac¢ido é um processo
no qual organismos vivos, normal-
mente plantas ou microrganismos,
saoutilizados tecnologicamente para
remover ou reduzir (remediar)
poluentes noambiente. Este proces-
so biotecnolégico de remediacao tem
sido intensamente pesquisado e re-
comendado pela comunidade cienti-
fica atual como uma alternativa via-
vel para o tratamento de ambientes
contaminados, tais como dguas su-
perficiais, subterraneas e solos, além
de residuos e efluentes industriais
em aterro ou dreas de contencio.
Embora outras tecnologias que usam
processos fisicos e/ou quimicos se-
jam também indicadas para
descontaminarambientes poluidos,
o processo biolégico de
biorremediacio € uma alternativa
ecologicamente mais adequada e
eficaz para o tratamento de ambien-
tes contaminados com moléculas or-
ganicas de dificil degradacao e me-
tais téxicos.

As moléculas organicas de dificil
degradag¢io, denominadas “recalci-
trantes”, podem ser de origem natu-

BIORREMEDIACAO

ral, sintetizadas pelo metabolismo
biolégico, ou sintéticas, produzidas
portecnologias industriais modernas
e estranhas ao ambiente natural,
por esta razao denominadas
“xenobidticas” (xenos, do grego =
estrangeiro). Estas moléculas
xenobidticas, introduzidas no ambi-
ente desde o inicio do século XX,
compreendem varios tipos de com-
postos, aplicados na industria quimi-
ca e de materiais, tal como
agrotoxicos, corantes, farmacos,
polimeros e plasticos, podendo ser
toxicas a sistemas biolégicos e/ou
recalcitrantes, uma vez que nao fa-
zem parte do conjunto de moléculas
produzidas pelo metabolismo
evolutivo que propicia a vida na
Terra. Muitos dos xenobidticos e/ou
seus produtos de degradacao resul-
tam em efeitos nocivos e/ou
mutagénicos aos organismos vivos,
podendo levara eliminacdo seletiva
de individuos e acarretar modifica-
¢oes na estrutura ecolégica e funcio-
nal da comunidade biolégica.
Porestas razdes ha, atualmente,
uma grande preocupa¢io em se
desenvolverem biotecnologias para
descontaminar ambientes poluidos
porxenobidticos. Os processos bio-
légicos de descontaminacdo, enqua-
drados na categoria de biorreme-
diacao, utilizam, geralmente, micror-
ganismos autéctones (do proprio
ambiente) ou introduzidos (em esta-
do nativo ou geneticamente modifi-
cados) com capacidade de bio-
degradarxenobidticos, resultando em
produtos de degradac¢io com estru-
tura menos recalcitrante em relaciao

36  Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento n.34 - janeiro/junbo 2005

a molécula original,
mineraliza¢do do xenobidtico, pro-
duzindo compostos quimicos sim-
ples, como: CO,, H,O, NH,, SO,?,
PO, >

ou na

Biodegradacio dos
xenobioticos

O sistema metabdlico que se
tem mostrado mais apto para
biodegradar moléculas xenobidticas
recalcitrantes, nos processos de
biorremediacao, € o microbiano,uma
vez que os microrganismos desem-
penham a tarefa de reciclar a maior
parte das moléculas da biosfera, par-
ticipando ativamente dos principais
ciclos biogeoquimicos e, represen-
tando, portanto, o suporte de manu-
teng¢ao da vida na Terra. Esta extraor-
dindria diversidade metabdlica se
deve a combinacio do potencial
genético individual das diferentes
espécies microbianas em um siste-
ma natural, com enzimas e vias me-
tabdlicas que evoluiramao longo de
bilhdes de anos, e a capacidade de
metabolismo integrado apresentada
pela comunidade microbiana em
conjunto: produtos do metabolismo
de um microrganismo pode ser
substrato para outros. Este intenso
sinergismo metabdlico entre micror-
ganismos, praticamente ausente nos
organismos mais complexos, é de
fundamental importancia na
biodegradacao de xenobidticos. Mui-
tos fatores ambientais de natureza
fisica, quimica e biolégica influenci-
am na capacidade de um sistema
microbiano de biodegradar uma



molécula.

Fatores fisicos e quimicos

Os principais pardmetros fisicos
que influenciam na degradabilidade
sdo: natureza fisica da matriz onde o
composto é encontrado (solo, dgua,
sedimento), temperatura e luz. Por
exemplo, ambientes complexos, tais
como solos e sedimentos, tém a
propriedade de, através da atracio
de cargas opostas, adsorver molécu-
las, diminuindo, desta maneira, a
biodisponibilidade do poluente. Nas
regides temperadas do globo, a ati-
vidade metabdlica de microrganis-
mos pode ser reduzida em funcio
das baixas temperaturas médias anu-
ais, reduzindo, conseqiientemente,
a taxa de degradac¢ao de poluentes
nestasareas.

Diversos fatores quimicos po-
dem influenciar, acelerando ou redu-
zindo, a taxa de degradacao de um
poluente. Entre estes fatores inclu-
em-se a composi¢io quimica da
matrizambiental, que define a capa-
cidade nutritiva, o pH, umidade, teor
de oxigénio dissolvido, o potencial
redox do meio e a composi¢do e
estrutura quimica do poluente. Me-
tais pesados, quando presentes, po-
dem interagir com enzimas produzi-
das pelos microrganismos, inibindo a
sua atividade e, por conseguinte, a
capacidade degradativa destes. Por
outro lado, concentracdes adequa-
das de metais que tém acio de
cofatores enzimdticos podem me-
lhorar a capacidade degradativa do
meio. A presenca de outros compos-
tos xenobidticos de estrutura sim-
ples pode também dificultar o meta-
bolismo de moléculas mais comple-
xas, pois a comunidade microbiana
se direcionaria seu metabolismo para
degradar, preferencialmente, os
menos complexos.

Como exemplo da influéncia da
estrutura quimica na degradagao de
um poluente, pode-se citar a alta
persisténcia de compostos
nitroaromdticos no ambiente. Ape-
sar de intensos esforcos, ainda nao
foram isoladas bactérias capazes de
mineralizar muitos dos nitroaro-
madticos produzidos pelo homem,
como, por exemplo, o TNT (utiliza-
do em explosivos) e os herbicidas

orizalin e trifluralina. Os trés com-
postos apresentam, em comum, trés
grupos nitro no anel aromatico que
dificultam sua mineralizacao.

Fatores biologicos

A biodegradac¢ao de um com-
posto quimico no meio ambiente
depende, sobretudo, da presenca de
uma populacio de microrganismos
capaz de metabolizar a molécula
original e seus produtos de degrada-
cao. Nao existem, na biosfera atual,
rotas enzimaticas catabdlicas capa-
zes de degradar todos os compostos
novos que a cultura humana sinteti-
zou durante os ultimos 100 anos.
Sabe-se, entretanto, que alguns
xenobidticos podem ser
biodegradados por microrganismos
que possuam enzimas capazes de
catabolizar moléculas especificas, ou
mesmo pela agdo conjunta de con-
sércios microbianos, em que cada
microrganismo atua individualmen-
te sobre diferentes etapas do pro-
cesso de biodegradacio.

A biodegradac¢ao é mais prova-
vel quando a estrutura quimica do
xenobidtico é semelhante a estrutu-
ra de moléculas naturais. Por exem-
plo, existe uma grande diversidade
de moléculas naturais com estruturas
complexas, tais como a lignina, rica
em anéis benzénicos - estrutura
molecular natural mais abundante na
biosfera depois da glicose -, os
esterdides, os terpenos e compostos
halogenados naturais, que ocorrem
em grande abundancia e sio normal-
mente metabolizados por microrga-
nismos no ambiente.

As enzimas que catabolizam a
degradag¢io de compostos naturais
podem apresentar baixa
especificidade pelo seu substrato e,
desta maneira, os xenobidticos com
estrutura quimica semelhante a com-
postos naturais podem ser reconhe-
cidos pelo sitio ativo da enzima,
possibilitando, assim, que sejam qui-
micamente transformados. Quando
oxenobidtico tema possibilidade de
percorrer todos os passos cataliticos
de uma determinada rota catabdlica
enzimdtica, provavelmente ele se
torna uma possibilidade nutritiva para
o microrganismo, sendo os produtos
de sua degradacioaproveitados pelo
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seu metabolismo construtivo e
energético. Porém, quando o com-
posto é apenas parcialmente degra-
dado, por agio de uma ou mais
enzimas de uma rota catabdlica sem
que o produto resultante contribua
para a sobrevivéncia do microrganis-
mo, esta transformacio metabodlica é
denominada de “co-metabolismo”.

O produto do co-metabolismo,
muitas vezes, pode servir de substrato
para transformacgdes enzimdticas de
outras espécies microbianas, possi-
bilitando a degradaciao completa do
xenobidtico (mineralizacao). O co-
metabolismo, aparentemente uma
transformacao futil quando analisada
sob a dtica de um microrganismo
isolado, tem um papel importante
nas biotecnologias de remediacdo
de sitios contaminados, pois, geral-
mente, nenhum microrganismo pos-
sui todas as enzimas necessarias para
a metaboliza¢io completa de um
xenobidtico.

Trocas de material genético
podem ocorrer entre microrganis-
mos na natureza e constituem um
outro fator que contribui para o po-
tencial biodegradador de uma comu-
nidade. Muitas rotas catabdlicas de
compostos complexos estao locali-
zadas no genoma plasmidial.
Plasmideos podem ser trocados en-
tre bactérias de uma mesma espé-
cie, ou mesmo entre microrganis-
mos de espécies diferentes, através
de mecanismos de conjugacio ou
transformacao de células naturalmen-
te competentes (células com capa-
cidade de assimilar DNA exégeno na
natureza). Estes processos de inter-
cambio de material genético favore-
cem a disseminacdao de genes, e,
consequUentemente, a disseminacao
potencial de enzimas relacionadas
ao metabolismo catabdlico de uma
molécula recalcitrante.

Obviamente, as caracteristicas
fisico-quimicas e nutricionais do meio
externo e o compartimento
intracelular microbiano estao estrita-
mente relacionados. Mesmo que um
sistema microbiano porte todos os
requisitos bioquimicos e genéticos
necessdrios para a degradacio de
um xenobidtico, se as caracteristicas
fisico-quimicas e componentes
nutricionais do meio ndo condizem
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Figura 1. Esquema geral das
etapas para definicdo e
implementacao de um processo
de biorremediacao
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com as necessidades metabolicas do
microrganismo, a biodegradacao nao
ocorrera.

Visao interdisciplinar

A pesquisa técnico-cientifica,
com o objetivo de tornar os fendme-
nos naturais mais facilmente com-
preensiveis, geralmente enfoca o
estudo de pardmetros fisicos, quimi-
cos e biolégicos relacionados a de-
gradac¢io de maneira separada. Como
abordado anteriormente, estes
parametros sdo estritamente relacio-

Monitoramento do processo
e intervengoes para ajuste

nados em um processo de
biorremediacido. Por esta razdo, a
implementacio de processos de
remediacio em um ambiente conta-
minado requer a condu¢ao de um
estudo detalhado, com uma visiao
interdisciplinar, envolvendo profis-
sionais de diferentes dreas de conhe-
cimento, como microbiologia, bio-
quimica, biologia molecular, quimica
orgidnica e analitica e engenharia.
Por exemplo, é necessdrio um
conhecimento aprofundado das ca-
racteristicas quimicas da molécula
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xenobidtica que se pretende elimi-
nar em um processo de
biorremediac¢do, uma vez que a es-
trutura quimica influencia varios as-
pectos do metabolismo biolégico. A
presenca de grupos quimicos na es-
trutura molecular, como halogénios,
-NO,, -SO,H, CN, -CH,, -CF, -NH,, -
OCH, bem como arranjos especifi-
cos destes radicais na cadeia de car-
bono, que interferem na distribuicao
eletronica da molécula (proprieda-
des enantioméricas ou quirais), pode
dificultara catdlise enzimatica, con-



ferindo a molécula maior
recalcitrancia. Por exemplo, os de-
tergentes sintéticos alquilbenzeno
sulfonados, comercializado nos anos
60-70, provocaram sérios impactos
ambientais decorrentes de elevado
grau de persisténcia no ambiente.
Espessas camadas de espumas se
acumulavam nos rios, acarretando
grande mortandade de peixes. Pes-
quisas biol6égicas mostraram que a
sua alta persisténcia no ambiente
estava relacionada a presenca de
trés grupos metilas na molécula. Um
novo desenho quimico da molécula,
em que foram retirados os grupos
metilas, permitiu o aumento da
biodegradabilidade destes detergen-
tes sintéticos, diminuindo, desta
maneira, o impacto ambiental.

O grau de toxicidade de uma
molécula também € relacionado com
sua estrutura molecular. A estrutura
molecular define o tipo e a intensi-
dade de interacio com diferentes
componentes e metabdlitos
intracelulares (estruturas da parede
e membrana celular, organelas, e
estrutura tercidria de proteinas e dci-
dos nucléicos), que podem ocasio-
nar efeitos citotéxicos e/ou
mutagénicos.

Um outro efeito importante as-
sociado a estrutura molecular que
também deve ser considerado ¢é a
biodisponibilidade da molécula.
Muitos xenobidticos tém cardter
apolar, o que muitas vezes nao €
compativel com sitios de entrada e
transportadores da membrana celu-
lar, indisponibilizando-o, desta ma-
neira, para o metabolismo intracelular.
Alguns microrganismos contornam
este obstdculo produzindo
surfactantes e possibilitando, assim,
a entrada de moléculasapolares para
o interior da célula. A busca de
biossurfactantes que possam ser uti-
lizados como aditivos em solos con-
taminados com compostos pouco
soltiveis é hoje uma das linhas com
grande desenvolvimento em pes-
quisas de biorremediacio.

Outro aspecto a seranalisado é
a composiciao quimica do ambiente,
a qual contribui para defini¢io do
valor nutritivo do meio. Quando o
meio nao fornece macro e
micronutrientes necessarios para o

metabolismo celular dos microrga-
nismos degradadores, é necessdria a
adicao controlada destes ao sistema,
pormeio do emprego de técnicas de
engenharia, como, por exemplo, a
injecao de nutrientes via galerias e/
ou buracos no solo e uso de formu-
lacoes de liberacao lenta nos ambi-
entes aqudticos. Como conseqiién-
cia destas adicoes, a taxa de degra-
dacao pode ser aumentada.

Técnicas de aplicacido de nutri-
entes tém se mostrado eficientes
para a despoluicio de ambientes
aqudticos contaminados com petroé-
leo. Experimentos de campo de-
monstraram um aumento de 5 a 10
vezes nas taxas de degradac¢ao. No
entanto, existem duvidas sobre os
efeitos a longo prazo, uma vez que
as taxas de degradacio em dreas
tratadas e ndo-tratadas tendem a se
equalizar com o tempo. A introducdo
de nutrientes e/ou surfactantes com
o objetivo de aumentar a atividade
microbiana ou a biodisponibilidade
do poluente é um tipo de
biorremediacio conhecido como
bioestimulagdo.

Outra opgao que pode ser ado-
tada para se melhorar o potencial
biodegradador de um ambiente con-
taminado ¢ a adi¢ao de populacdes
de microrganismos degradadores
autéctones (que jd presentes naque-
le ambiente), ou de organismos
degradadores ou mediadores de
biodegradacio (e.g, produtores de
biossurfactantes) estranhos ao siste-
ma (aléctones), repicados em labo-
ratério. A utilizagao de técnicas para
se aumentar populacdes microbianas
degradadoras é denominada de
bioaugmentagdo.

Portanto, cada processo de
biorremediacdo € particular e quase
sempre necessita de uma adequacio
e de uma otimizagao especifica para
aplicagcio em diferentes sitios afeta-
dos, requerendo sempre uma andli-
se integrada de parametros fisicos,
quimicos e biolégicos.

Etapas de implementacio
de um processo de

Biorremediacao
A biorremediacio é uma
tecnologia complexa e sua
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implementacio ocorre em etapas
que compreendem um estudo do
ambiente, do tipo de contaminante,
dos riscos e da legislacao pertinente
(Figura 1). Em primeiro lugar, é ne-
cessdrio uma caracterizagao do tipo
e da quantidade do poluente, bem
como avaliacdes de natureza biol6-
gica, geoldégica, geofisica e
hidrolégica do sitio contaminado.

As avaliacoes biolégicas ocor-
rem, em primeira estincia, em labo-
ratério, e tém como objetivo a
otimiza¢io da biodegradacio do com-
posto. Elas compreendem os testes
de bioestimulagao, pela adicao de
nutrientes e/ou surfactantes, e os
testes de bioaugmentagdo, pela
adicdo de culturas de microrganis-
mos biodegradadores ou mediado-
res. Com base nos dados obtidos é,
entdo, escolhida a técnica de
biorremediacao mais adequada para
a situacdo e testes de campo siao
realizados, para verificara eficiéncia
do processo in situ.

Porém, devidoa complexidade
desta biotecnologia, cuja eficiéncia
envolve vdrios fatores, muitos pro-
blemas de dificil equacionamento
podem surgir no decorrer do proces-
so. Entre os principais problemas
encontrados na aplicagio de proces-
sos de biorremediacio estio:

e a polui¢ao geralmente envol-
ve varios compostos, de diferentes
classes quimicas, requerendo a sele-
cao e utilizacao de diferentes micror-
ganismos com metabolismo especi-
fico para os diferentes poluentes;

e quando as concentracdes dos
poluentes siao baixas, os microrga-
nismos podem ndo produzir as
enzimas necessdrias; quando sio
muito altas, os microrganismos po-
dem serinibidos;

e alguns dos poluentes presen-
tes podem ser incompativeis com o
processo de biodegradacio
implementado;

e alguns compostos sio rapida-
mente adsorvidos pelo solo, sedi-
mento e/ou dgua, diluindo-se abaixo
do nivel exigido para a ativacio da
biodegradag¢iao, contudo permane-
cendo ainda em concentragdes aci-
ma da desejavel;

e ataxa da biorremediacio pode
ser muito baixa, resultando em um
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processo de longa duracao.

Alguns dos problemas acima re-
latados podem ser superados através
do uso de microrganismos genetica-
mente modificados, os OGMs (Gene-
tically Engineered Microorganisms,
ou GEMs, em inglés).

OGMs na despoluicio ambiental

O uso de organismos-genetica-
mente-modificados (OGMs) oferece
a possibilidade de se contornaralgu-
mas das limita¢des dos processos de
biorremedia¢io, principalmente as
relacionadas a taxa da degradagaodo
poluente. A manipulacao genética de
um microrganismo pode permitir o
aumento da taxa de degradacio atra-
vés de diferentes estratégias:

insercio de genes que codifi-
cam enzimas catabodlicas especificas
para a molécula-alvo;

insercao de genes que confe-
rem resisténcia a compostos inibitori-
os no ambiente ou aos produtos de
degradagao da molécula-alvo;

insercao de genes ou altera-
¢coes genéticas que auxiliam na solu-
¢do de problemas ligados a baixa
concentraciao do poluente, como, por
exemplo, aumento da captagio/ab-
sor¢ao do composto pela célula ou da
expressiao da enzima.

Aincorporagio destes genes em
uma bactéria geralmente € feita via
plasmidios ou transposons, e pode
resultar na manutencio do DNA
exo6geno na forma de plasmidio ou na
insercado dos genes no cromossomo
bacteriano.

Os primeiros OGMs a serem apli-
cados na despoluicio do ambiente
foram as bactérias recombinantes
desenvolvidas por Chakrabarty, nos
anos 70. Através de sucessivas
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recombinacdes entre cepas com di-
versos plasmideos, foram obtidas va-
rias linhagens de bactérias capazes de
degradar mais de um tipo de
hidrocarboneto. A mais conhecida foi
a capazde degradar cinfora, naftalina,
octano e xileno.

Obviamente, a produciao de uma
bactéria capaz de degradar multiplos
poluentes em laboratério nio signifi-
ca a resolucao completa dos proble-
mas da biorremediacdo. Muitos
questionamentos de ordem técnica e
ética necessitam ser respondidos:

e 0s organismos sobreviverao no
ambiente?

e cles se reproduzirao?

e cles se espalharido para outros
locais?

e causardo danosaoambiente?

e transferirdo os genes para ou-
tros organismos no ambiente?

A seguirserdo examinadas essas
questoes.

Sobrevivéncia

Microrganismos modificados em
laboratério podem ser selecionados
para apresentarem baixa
competitividade com o objetivo de
serem eliminados ou, ainda, para per-
derem as caracteristicas especiais de
recombinac¢io apds um certo tempo
de vida, sendo, assim, pouco compe-
tentes para sobrevivéncia no ambien-
te natural.

No entanto, um dos problemas
principais dos OGMs é a instabilidade
de seus genes exdgenos, principal-
mente quando inseridos em forma de
plasmidios. Quando esta instabilida-
de é devido a segregacao deficiente,
ou seja, parte da populacao gerada
ap6s um ciclo de divisdo celular pode
nao ter o plasmidio, o problema pode
sersuperado comainser¢io dos genes
de interesse no cromossomo
bacteriano, mediante o uso de
transposons. Entretanto a inser¢ao de
novos genes no cromossomo de um
microrganismo pode ter efeitos ines-
perados, como interferéncia na
regulacdo de outras vias metabdlicas,
acarretando, por exemplo, o aumen-
to da producio de toxinas ou
inativacdo da expressio de outras
propriedades de interesse.
Multiplicaciao no local



Quando o poluente é o Gnico
substrato para crescimento
microbiano, a multiplicacio das cé-
lulas terminard na presenca de bai-
xos niveis do mesmo. Esta é uma boa
maneira de controlara populaciode
OGMs no ambiente. Contudo os mi-
crorganismos podem perder a ativi-
dade antes que a concentragio do
poluente atinja o nivel desejado. Este
problema pode ser superado com
engenharia genética, utilizando pro-
motores induzidos pela deprivacio
de nutrientes. Como exemplo, po-
demos citar os genes T4AMO (tolueno
4-monoxigenase) de Pseudomonas
mendocinaKR1, que foram clonados
sob o controle do gene groEL. A
bactéria geneticamente modificada
promoveu, nas mesmas taxas, a de-
gradacao de tolueno, fenol e
tricloretileno sob condi¢des adequa-
das e sub-6ptimas de glicose, nitro-
génio e fésforo.

Riscos e dispersiao dos OGMs
no ambiente

Quais sio os efeitos indeseji-
veis da liberacio de OGMs no meio
ambiente? Sem duvida, conhecer os
efeitos indesejdveis da inserciao de
organismos vivos geneticamente mo-
dificados na natureza é uma das
metas mais importantes da comuni-
dade cientifica atual. Entre os efeitos
mais questionados estao:

e competi¢io do OGM com a
microbiota, flora e fauna local, po-
dendo levar a extingdo destas espé-
cies nativas;

e atroca de genes entre micror-
ganismos geneticamente modifica-
dos e populacdes microbianas au-
téctones, ja cientificamente compro-
vada, pode levara degradacao gené-
tica das espécies autéctones;

e a possibilidade de introdu¢io
ao ambiente de espécies que apre-
sentem fatores de patogenicidade
paraa populacio autoctone, espéci-
es que produzem endo-e/ou
exotoxinas ou que contenham genes
de resisténcia a antibiético; esta é
uma situa¢io que deve de ser avali-
ada em laboratério antes da libera-
¢ao dos microrganismos noambien-
te;

e odesequilibrio da estrutura da
comunidade, podendo levar a de-

gradacaoambiental;

e aimpossibilidade da elimina-
¢do dos microrganismos introduzi-
dos depois que eles terminam o seu
trabalho.

Grande parte destes efeitos po-
deriam ser contornados através do
isolamento fisico dos OGMs, ou seja,
pelo confinamento do sitio contami-
nado durante o tratamento com
OGMs. Porém surge uma nova ques-
tao: E possivel o isolamento fisico
dos OGMs?

Microrganismos tém uma gran-
de capacidade de disseminacao, sen-
do capazes de se espalharatravés do
solo, na dgua, no vento, por coloni-
za¢do ou adsorg¢iao a outros seres
vivos, incluindo microrganismos
(protozodrios, algas), pequenos ani-
mais, raizes e sementes de plantas.
Por estas razdes, é razodvel que a
resposta desta pergunta seja: “Pro-
vavelmente, na maioria dos casos, é
impossivel o isolamento de OGMs”.
Em vista disso, é necessdrio que o
microrganismo seja construido de
maneira que seus efeitos no meio
ambiente sejam minimos e/ou seu
tempo de sobrevivéncia seja limita-
do.

Avancos cientificos, contudo, su-
gerem que OGMs no ambiente nao
trazem necessariamente efeitos in-
superdveis. No ano 1993, no
Horticultural Research International
de Littlehampton, e no Institute of
Virology and Environmental
Microbiology de Oxford, no Reino
Unido, wuma linhagem de
Pseudomonas fluorescens
cromossomalmente modificada foi
aplicada em sementes do trigo e
vaporizada nas folhas emergentes.
As conclusodes das investigacoes fo-
ramas seguintes:

® a4 vaporizagaonao causou gran-
de espalhamento do OGM nas dreas
locais adjacentes aos locais de apli-
cacao;

e P. fluorescens normal e
recombinante causaram mudancas
tempordrias (de até 69 dias) na
microbiota do filoplano e na rizosfera
das plantas inoculadas, mas nao no
restante do solo, e os microrganis-
mos mais sensiveis foram os nio-
formadores de esporos de cresci-
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mento rapido;

e as mudancas produzidas pela
introducao da linhagem recombinan-
te ndo foram diferentes daquelas
causadas pela ndo-recombinante;

e as perturbag¢des foram peque-
nas, sem efeitos para o crescimento
e/ou saude das plantas.

Mesmo que estes resultados su-
giram que o ambiente ndo tenha sido
significativamente alterado, é sem-
pre recomendado, diante das pou-
cas evidéncias experimentais e prati-
cas existentes, limitar o espago e o
tempo de vida dos OGMs. Devido a
quase impossibilidade do
confinamento fisico dos OGMs, pes-
quisas, hoje, sugerem que o proprio
DNA do microrganismo porte em
seu codigo o limite de espaco fisico
e de tempo de vida. Por exemplo,
estes atributos sio contemplados
quando os OGMs sio construidos
para sobreviverem somente em con-
di¢des de poluicao ou, ainda, até que
um evento especifico, geneticamen-
te projetado, ocorra na fisiologia do
microrganismo ou no ambiente. Um
exemplo de evento geneticamente
projetado é o uso dos elementos
suicidas, tais como o gene hok, que
controla a produ¢io de uma proteina
“killer” (assassina) nas células, ativa-
da pela auséncia de poluente. O
problema do uso deste gene suicida
é que pode sobreviver até 1 em 10*
células por geragao, devido as taxas
de muta¢des normais em estirpes
suicidas negativas. Utilizando-se um
sistema suicida de 2 componentes
(cada um dos quais codifica um me-
canismo suicida diferente), a taxa de
sobrevivéncia cai para 107 a 10°®
células/geracao. Entretanto, esta taxa
de sobrevivéncia ainda pode ser
considerada elevada, em funcio das
densidades que as populagdes
introduzidas no ambiente podem
atingir. Cdlculos mostram que um
nivel de confinamento satisfatério é
atingido somente quando os organis-
mos modificados carregam 8 meca-
nismos suicidas separados, cada qual
com um tipo de controle diferente.

Contudo, um outro problema
surge. Pesquisas mostram que o DNA|
de OGMs ou, mesmo, o liberado
ap6s a morte das células podem ser
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transferidos para outras células

Transferéncia de genes e seu
controle

Os microrganismos podem
transferir DNA através dos processos
de conjugacao (transferéncia de
plasmidios entre células), transducio
(transferéncia mediada por virus) e
transformacio (entrada de DNA do
meio em células competentes). Sao
processos naturais, cujos mecanis-
mos niao cabem nos objetivos deste
capitulo. Entretanto, cabe ressaltar
que existe a possibilidade desta trans-
feréncia de DNA e, consequente-
mente, dos genes de degradacio ou
controle, entre os OGMs e os micror-
ganismos naturalmente presentes no
ambiente.

Para evitar transferéncias de
genes dos OGMs para populacdes
autéctones, cientistas tém desenvol-
vido estratégias moleculares, como,
por exemplo, vetores suicidas de
confinamento que nio permitem a
replicacdo ou causam a destruicio
do DNA apés serem transferidos para
outros microrganismos.

Uma outra possibilidade para
evitar a transferéncia de genes
indesejados ¢ optar pela utilizacao
de genes marcadores ou reguladores
que nio representem riscos de da-
nosaoambiente. Por exemplo, genes
de resisténcia a antibidticos,
comumente utilizados como
marcadores de OGMs, podem ser
substituidos por genes marcadores
de resisténcia a sais de Hg, arsenito,
telurito, herbicidas, ou outros
marcadores que ndo apresentem ris-
coambiental.

Deteccio de microrganismos e
genes de degradaciao no
ambiente

Aintrodugao de microrganismos,
sejam eles OGMs ou nio, e/ou a
utilizac¢do de estratégias que favore-
cam o aumento de populagdes
microbianas especificas em um dado
ambiente para fins de biorremediacio
requer, necessariamente, a adoc¢io
de prdticas de monitoramento
microbiolégico voltadas para a
deteccao e/ou quantificacio de mi-
crorganismos e/ou dos genes intro-

duzidos no ambiente. Este tipo de
pratica pode visar diferentes objeti-
vos, ligados direta ou indiretamente
aatividade de degradacio desejada:

e quantificar a populag¢ao dos
microrganismos de interesse, ligados
ao processo de degradacio do
poluente ou xenobidtico;

e avaliar a disseminaciao de
OGMs e n20-OGMs introduzidos no
ambiente;

e avaliara possibilidade de trans-
feréncia dos genes para comunida-
des microbianaslocais, e, ainda;

e fornecerinformacoes valiosas
paraavaliagdo de possiveis impactos
ambientais da introducio ou do
favorecimento de populacoes espe-
cificas, refletido em alteracdes na
composi¢io e estrutura de comuni-
dades microbianas naturais do sitio.

Diferentes estratégias podem
seradotadas para a realizacao destes
monitoramentos. Os métodos expe-
rimentais utilizados podem ser divi-
didos, basicamente, em dois grandes
grupos, de acordo coma abordagem
que € empregada:

e métodos baseados em iso-
lamento e cultivo: o monitoramen-
to é realizado utilizando-se protoco-
los convencionais de microbiologia,
baseados no isolamento dos micror-
ganismos da amostra ambiental e
inoculacio em meios de cultivo sele-
tivos e/ou nao-seletivos, avaliando
os resultados através do crescimento
de colonias em placas de Petri ou em
ensaios de diluicao utilizando tubos
multiplos, e;

e métodos independentes-
de-cultivo: o monitoramento de li-
nhagens microbianas e/ou de gru-
pos microbianos especificos na amos-
tra € realizado através da andlise de
células e/oudcidos nucléicos extrai-
dos da amostra, utilizando-se sondas
moleculares para genes determina-
dos ou a amplificacdo destes por
metodologias de PCR.

Dependendo da estratégia de
biorremedia¢ioutilizada, do tipo de
amostra e ambiente alvo, os méto-
dos de cultivo podem ser facilmente
empregados e fornecer parimetros
adequados para avaliacao das popu-
lagdes de microrganismos
biodegradadores e aspectos gerais
das populacdes microbianas na amos-
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tra. No caso de sitios e estratégias de
biorremediag¢io onde populacdes
microbianas altamente diversificadas
sao favorecidas (alta diversidade de
espécies envolvidas no processo),
onde existam fatores limitantes ao
cultivo, como presenca de compos-
tos recalcitrantes altamente téxicos
ou amostras de dificil coleta e mani-
pulacio (subsolo, aquiferos profun-
dos, residuos industriais téxicos), em
casos onde os OGMs introduzidos
nao sio diferencidveis de popula-
¢oes naturais por cultivo, os méto-
dos baseados em isolamento e culti-
vo nio siao adequados para o
monitoramento. Nestes casos, o uso
de métodos independentes-de-cul-
tivo podem representar uma alter-
nativa mais eficaz e eficiente para o
monitoramento.

Os métodos independentes-de-
cultivo, por sua vez, permitem a
deteccao e monitoramento tanto dos
microrganismos especificos como dos
genes de degradacio relacionados
ao processo de biorremediacao. Den-
tre os métodos mais utilizados para
detecgiao especifica de microrganis-
mos e genes podemos citar a
hibridizacao com sondas moleculares
em ensaios de FISH (/Iuorescent in
situ hybridization) ou em membra-
na de nylon (dot blo?), e a amplifica-
¢ao dos genes-alvo em reacdes de
PCR.

Uma representagao de diferen-
tes possiveis estratégias e
metodologias que podem ser em-
pregadas em um estudo de popula-
¢des microbianas em amostras
ambientais € apresentada na Figura
2. O detalhamento destes métodos e
apresentacao de protocolos nao sao
objetos deste capitulo. Porém, como
estes sio amplamente difundidos, é
facil a localizacao de trabalhos na
literatura que relatama aplicaciao de
diferentes estratégias molecularesao
estudo de processos de
biorremediacao.

Algumas  estratégias e
metodologias independentes-de-cul-
tivo podem ser utilizadas para uma
caracterizacdo fina das comunidades
microbianas presentes na amostra e
populacdes especificas. A amplifica-
¢aode genes ribossomais utilizando
iniciadores (primers) grupo- ou es-



pécie-especificos permite a
visualizacao de padroes de bandas
representativos da comunidade es-
tudada em analises eletroforéticas,
como no caso do DGGE/TGGE
(denaturing  gradient  gel
electrophoresis e thermal gradient
gel electrophoresis), métodos que
permitem a separa¢ido de fragmen-
tos de mesmo tamanho, porém com
sequiéncias génicas diferentes, e do
ARDRA (amplified ribosomal DNA
restriction analysis) ou t-RFLP (ter-
minal fragment length
polymorphism), métodos que per-
mitem a diferencia¢io de microrga-
nismos nas amostras pela andlise do
padrao de bandas gerados por restri-
cio enzimdtica do DNA amplificado.

Por outro lado, a construcio de
bancos gendmicos, produzidos a
partir da clonagem dos fragmentos
de genes ribossomais (ou de outros
genes de interesse, incluindo genes
codificadores de enzimas de vias
catabolicas), amplificados por PCR,
permite a geracdo de material para
sequenciamento de DNA e andlise
posterior filogenética de seqiiéncias
de DNA ribossomal e proteinas.

A aplicacio de métodos
moleculares geralmente implica em
custos mais elevados, comparado
coma utilizagao de protocolos tradi-
cionais baseados em isolamento em
cultivo. Contudo, métodos indepen-
dentes-de-cultivo permitem a gera-
c¢dode dados com elevado contetido
de informacdo e de natureza com-
plementar aos métodos
microbiolégicos tradicionais, possi-
bilitando a detec¢ido e quantificacao
de OGMs e microrganismos nao-
modificados também pela presenca
dos genes de degradaciono DNA e
pelo nivel de atividade metabdlica
(quantidade de RNA intracelular)
presente na célula. Na Figura 2 ob-
serva-se relacionamento entre as
técnicas que podem ser utilizadas
nos estudos tradicionais e moleculares
de amostras ambientais.
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