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RESUMO

Como resultado da capacidade imprevisivel de se adaptar a
diferentes condigbes ambientais, os micro-organismos habitam
em diferentes tipos de nichos biolégicos na Terra. Devido ao
papel fundamental desses organismos em muitos processos
biogeoquimicos, as tendéncias da microbiologia moderna
enfatizam a necessidade de conhecer e compreender a
estrutura e a funcdo das comunidades microbianas complexas.
Isto é particularmente importante se a estratégia se relaciona
com comunidades microbianas que produzem tecnologias
limpas, como, por exemplo, a remediacdo de ambientes
contaminados. Até recentemente, a detecgao e identificagdo de
micro-organismos que habitavam ambientes em condigbes
adversas baseava-se apenas em métodos dependentes de
cultivo. Apesar de muitas vantagens, esses métodos fornecem
informagdes limitadas, uma vez que identificam apenas
organismos viaveis capazes de crescer em condigdes padrao
de laboratério. No entanto, para que seja possivel compreender
e aplicar os processos microbiolégicos, para fins ambientais e
industriais, € necessario conhecer a composi¢cao real das
comunidades microbianas e suas atividades. Mais
recentemente, técnicas moleculares de alto desempenho, como
0 sequenciamento de nova geragado, tem representado uma
alternativa favoravel aos métodos tradicionais de cultivo,
permitindo uma avaliagao mais completa da biodiversidade e a
identificacdo de organismos-chave e rotas metabdlicas
essenciais envolvidas na remediagdo de contaminantes pelos
micro-organismos. Vale ressaltar, ainda, que os dados
moleculares, juntamente com as caracteristicas ambientais
locais, podem servir de base para o desenvolvimento de novas
estratégias-guiadas de cultivo que tenham por finalidade
identificar micro-organismos promissores que até entdo nao
haviam sido cultivados em laboratério. Diante do exposto, esta
revisdo apresenta uma compilagéo de trabalhos publicados em
revistas cientificas que utilizam o sequenciamento de nova
geracgao, técnica moderna de biologia molecular, para avaliar a
diversidade microbiana, bem como sua dindmica, em solos
multi-contaminados e em areas degradadas contendo
drenagem acida de mina.

Palavras-chave: biorremediagdo; metal; hidrocarbonetos;
drenagem acida de mina; metagendmica.



ABSTRACT

As a result of the unpredictable ability to adapt to different
environmental conditions, microorganisms inhabit different
types of biological niches on Earth. Due to the fundamental role
of these organisms in many biogeochemical processes, the
trends of modern microbiology emphasize the need to know
and understand the structure and function of complex microbial
communities. This is particularly important if the strategy relates
to microbial communities that produce clean technologies, such
as the remediation of contaminated environments. Until
recently, the detection and identification of microorganisms that
inhabited harsh environments was based only on culture-
dependent methods. Despite many advantages, these methods
provide limited information as they identify only viable
organisms capable of growing under standard laboratory
conditions. However, in order to understand and apply
microbiological processes for environmental and industrial
purposes, it is necessary to know the actual composition of
microbial communities and their activities. More recently, high-
performance molecular techniques such as new generation
sequencing have represented a favorable alternative to
traditional methods of cultivation, allowing for a more complete
assessment of biodiversity and identification of key organisms
and essential metabolic pathways involved in contaminant
remediation microorganisms. It is also worth noting that
molecular data together with local environmental characteristics
can serve as a basis for the development of new crop-guided
strategies aimed at obtaining promising microorganisms that
had not previously been cultivated in laboratory conditions. In
the light of the above, this review presents a compilation of
papers published in scientific journals that use the new
generation sequencing, a modern molecular biology technique,
to evaluate microbial diversity, as well as its dynamics, in multi-
contaminated soils and in degraded areas containing acid mine
drainage.

Keywords: bioremediation; metal; Hydrocarbons; acid mine
drainage; metagenomics.
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1| INTRODUGAO

As comunidades microbianas terrestres séo conhecidas por
serem inacreditavelmente diversas, abrigando milhares de
espécies de procariotos e eucariotos, bem como suas
associagdes. O estudo do nicho destes micro-organismos tem
revelado que o0s mesmos estdo envolvidos, direta ou
indiretamente, com a grande maioria dos processos ambientais
da biosfera, especialmente na area da geoquimica. Dentre as
atividades nesta area, podemos destacar a formagdo e a
degradagdo mineral, a ciclagem de material orgénico e
inorganico, fracionamento quimico e isotdépico e génese e
degradagdo de combustiveis fosseis. A degradagdo mineral
microbiana inclui fenObmenos como, por exemplo, a
intemperizagdo, biolixiviagdo, a formagdo de solos e
sedimentos, bem como suas transformagdes. Com relagao aos
combustiveis fésseis, 0s micro-organismos se relacionam com
a producdo de metano, carvdo, turfa e petrdleo. Além da
atuagdo em processos naturais, algumas atividades podem ser
comercialmente exploradas em processos como a extracdo de
metais a partir de minas e rejeitos, génese de biogas,
recuperagao terciaria de petréleo e biorremediagdo ambiental
(UROZ et al., 2009, GADD et al., 2010; SINGH et al., 2012).

Ao longo de décadas, estes micro-organismos vem sendo
estudados, principalmente, através de métodos tradicionais de
cultivo em laboratério. Esse tipo de abordagem tem sido
essencial para as anadlises de caracterizagdo bioquimica e
fisiologica de culturas puras, bem como para o
desenvolvimento e otimizagdo de processos biotecnolégicos
que utilizam culturas celulares. Por outro lado, esses dados
fornecem pouca informagéo sobre o potencial metabdlico da
comunidade de micro-organismos e, consequentemente, sobre
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a taxonomia dos reais responsaveis pelos processos bioldgicos
in situ (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2016; SUN et al., 2018).
Neste sentido, estudos que utiizam uma abordagem
independente de cultivo tem ganhado espago na area da
microbiologia e revolucionado drasticamente o campo da
ecologia microbiana. Os primeiros relatos ja identificaram, por
exemplo, que o nimero de coldnias bacterianas obtidas a partir
de meios de cultivo é significativamente menor do que o
numero de células que realmente estdo presentes nos
ambientes e que o0s micro-organismos mais facilmente
cultivados em laboratério ndo representam a microbiota
dominante dos ambientes (STEFANI et al., 2015; WU et al.,
2016, 2017, SUN et al., 2018).

Somente uma pequena parte dos micro-organismos presentes
em amostras ambientais pode ser cultivada e mantida
axenicamente ou em comunidades definidas sob condigdes de
laboratério. Esse fendbmeno, chamado Grande Anomalia da
Contagem em Placa (Great Plate Count Anomaly) (Staley
1985) resultou no desenvolvimento de diferentes técnicas de
cultivo usando tecnologias avangadas como microfluidos
(BOITARD et al., 2015), chips de cultivo (BOUGUELIA et al.,
2013), manipulagado de células simples (PARKER et al., 2011) e
cultivo de alta-performace denominado culturbmica (LAGIER
et al., 2012). Apesar dessas técnicas terem se expandido
imensamente, a grande anomalia da contagem em placa
persiste pela combinagdo de inumeros fatores, conforme
descrito por Dini-Andreote e van Elsas (2013). Esta
constatagéo traz a tona a necessidade de novos métodos de
investigacao da diversidade microbiana.
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Para enumeragao e analise da diversidade microbiana, bem
como o potencial das comunidades, as abordagens
subsequentes ao cultivo em laboratério se baseavam em
técnicas moleculares que usavam marcadores genéticos de
DNA para inferir acerca da diversidade. Durante o
aprimoramento destas técnicas, muitos conceitos e
metodologias, que limitavam o conhecimento das comunidades
microbianas, foram parcialmente superados, possibilitando a
melhor compreensao e uma visdo sistémica da diversidade
microbiana e de sua distribuicio (GREEN e BOHANNAN,
2006). Neste contexto, grandes projetos foram iniciados
usando esse tipo de abordagem, incluindo o The Earth
Microbiome (GILBERT et al., 2010, que pretendia sequenciar
genomas e metagenomas de um grande numero de biomas.
Além dessa iniciativa, outras propostas sugiram, como o
Projeto Microbioma Brasileiro - que visa coletar e comparar, de
forma sistematica, informagdes sobre a diversidade microbiana
em diversos ambientes (PYLRO et al., 2014).

As abordagens moleculares ou independentes de cultivo sao
baseadas na deteccéo e andlise de acidos nucleicos (i.e., DNA
ou RNA) extraidos diretamente de amostras ambientais. Este
tipo de estudo é baseado em marcadores filogenéticos para
identificacao de espécies microbianas (gene 16S rRNA para
bactérias e arqueias e 18S rRNA ou ITS para fungos) e genes
funcionais como, por exemplo, 0s genes envolvidos na
degradagdo de substancias recalcitrantes e nos ciclos
biogeoquimicos de C, N, P, Ke S (LAURIE e LLOYD-JONES,
2000; YANG et al., 2015). Os dados gerados por estas analises
geram informagdes mais reais sobre a estrutura, abundancia,
composicao e o potencial das comunidades (ANDREOTE et al.,
2009). Adicionalmente, neste tipo de abordagem tem sido
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possivel identificar tanto os membros mais abundantes como
aqueles presentes em baixo numero (biosfera “rara”), que tem
se mostrado de grande relevancia ambiental, uma vez que
respondem rapidamente a perturbagcdes ambientais (WANG
et al., 2017).

A utilizacdo massiva das informagbes geradas por estas
técnicas, juntamente com o avango de ferramentas para
analise dos dados (bioinformatica), tem sido tdo expressiva nos
ultimos anos que deu origem a um novo campo de estudo
denominado Omicas; que tem por finalidade ampliar a
exploracdo de sistemas complexos usando uma abordagem
holistica e nao reducionista a pesquisa biolégica (WHITE et al.,
2017). De maneira geral, esta abordagem combina informacgdes
sobre o potencial gendmico de diversos ambientes e as
transformagbes que ocorrem em resposta a mudangas
ambientais, uma vez que a simples presenga do gene nao
implica na sua expressdo e, menos ainda, na tradugdo e
atividade da proteina relacionada. Este conjunto de analise de
comunidades microbianas inclui o estudo do Metagenoma
(DNA), Metatranscriptoma (mMRNA), Metaproteoma (proteinas)
e Metaboloma (metabdlitos) (Figura 1). O termo metagenoma
se refere a colecdo de genomas dos micro-organismos
presentes em determinado ambiente, representando o
potencial taxondmico e funcional do ecossistema.
Metatranscriptoma representa os genes funcionais que sao
transcritos (potencialmente ativos) num dado tempo de
amostragem, representando a expressdo funcional e
taxonémica, bem como a regulacdo ao nivel transcricional do
ecossistema. Devido a complexa regulagdao da expressao
génica a nivel transcricional e/ou traducional, a metaproteémica
representa uma imagem mais clara dos genes que foram
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expressos no momento da amostragem. Ja a metabolémica, se
refere a todos os metabdlitos (agucares, lipidios etc.)
produzidos por uma comunidade microbiana, representando os
produtos das vias metabdlicas dentro de um ecossistema
(WHITE et al., 2017).

Fonte: adaptado de Rodriguez et al. (2015).

Figura 1. llustracdo das principais etapas nas abordagens de
metagendmica, metatranscriptdmica, metaprotedmica e metabolémica.
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Estes tipos de analise apareceram no mercado por volta de
2005 e eram utilizadas, principalmente, na area da saude.
No entanto, com a otimizagéo dos protocolos para extragao de
acidos nucleicos e das plataformas de trabalho, o que
acarretou numa consequente reducdo dos custos, sua
utilizacdo foi ampliada para as diferentes areas de pesquisa
que envolvem sistemas biolégicos complexos. Mais
recentemente, o aumento exponencial do volume de dados
gerados pelas multi-Omicas esta diretamente relacionado ao
desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de alto-
desempenho ou de nova geragédo (SNG) (Box 1); que permite
uma analise mais detalhada da diversidade, abundancia e
funcionalidade de toda a comunidade microbiana, bem como
sua dindmica durante e apos modificagbes das condigdes
ambientais naturais. Nesta tecnologia milhdes de sequéncias
de DNA podem ser analisadas paralelamente, aumentando o
rendimento, rapidez e precisao das analises.

Diante do exposto, torna-se claro que estas novas abordagens
oferecem a possibilidade de explorar a diversidade genética e
fisiolégica de um ecossistema, gerando informagdes sobre
Quem s&o os micro-organismos presentes nas comunidades,
O que eles estao fazendo e Como interagem para manter o
equilibrio ou a transformagdo ambiental. Atualmente, essas
técnicas inovadoras constituem a chave para estudar os micro-
organismos e suas atuagdes nos mais diversos processos
biologicos, melhorando a compreenséo sobre o funcionamento
dos ecossistemas, e disponibilizando informagdes relevantes
para otimizagdo de processos biotecnolégicos que podem ser
aplicados com fins industriais e ambientais.
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BOX 1 -Sequenciamento de nova geracado (SNG)

De maneira geral, as plataformas que realizam o SNG tem a
capacidade de ‘“ler” até bilhbes de fragmentos de DNA ao mesmo
tempo, permitindo a geracdo mais rapida e completa de perfis
genbémicos de amostras ambientais com um custo relativamente
acessivel. O langamento da primeira plataforma de sequenciamento
de alto desempenho ocorreu em meados dos anos 2000,
proporcionando uma queda de 50.000 vezes no custo do
sequenciamento do genoma desde o Projeto Genoma Humano. Este
fato fez com que esse tipo de tecnologia fosse renomeado, passando
a ser chamada de (SNG). Ao longo da ultima década, as tecnologias
SNG continuaram a evoluir - aumentando de 100-1000 vezes sua
capacidade de analise (KIRCHER e KELSO, 2010) - e incorporando
inovagOes para enfrentar as complexidades dos genomas e sistemas
biolégicos complexos (GOODWIN et al., 2016).

Dentre as plataformas utilizadas atualmente para SNG esta a lon
Torrent (Life Techologies), que se diferencia das demais por ndo
utilizar bases marcadas por fluoréforos e cdmeras de detecgdo a laser
para identificar as bases que séo incorporadas ao longo da reagdo de
polimeragao; reduzindo, dessa forma, a complexidade do equipamento
e o custo da reacdo de sequenciamento. Além disso, a plataforma
oferece diferentes tipos de chips e instrumentos que permitem maior
ajuste as necessidades dos pesquisadores. A capacidade dos chips
para leitura das amostras varia de 50 MG a 15 Gb, com tempos de
execugdo de 2 a 7 horas, tornando-a mais rapida do que a maioria das
outras plataformas disponiveis.

De maneira geral, nesta tecnologia, os fragmentos de DNA
(sequéncias génicas ou fragmentos gendémicos) sdo ligados a
adaptadores especificos e posteriormente submetidos a PCR em
emulsdo. Nesta reacdo, os fragmentos de DNA se ligam a
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microesferas através de adaptadores complementares, e em conjunto
com os demais reagentes necessarios para uma reagéo de PCR, onde
sdo geradas milhares de copias de cada fragmento de DNA presente
na amostra. Apos este processo de enriquecimento, as microesferas,
os reagentes e solugbes de sequenciamento sdo depositados em um
chip de silicio que contém milhbes de pogos com didmetro suficiente
para alojar uma unica microesfera. As reagbes de polimeragdo s&o
realizadas em ciclos, aos quais s&o incorporados um tipo de
nucleotideo de cada vez. A medida que cada nucleotideo é
incorporado, é gerado, naturalmente, um ion H* como subproduto.
A liberagéo deste préton resulta na mudanga do pH da solugdo que é
detectada por um semicondutor do tipo CMOS (complementary metal-
oxide-semiconductor) e um transistor do tipo ISFET (ion-sensitive
field-effect transistor), e convertida em um sinal elétrico (Figura B1).
Apbs a introdugcdo de uma base nucleotidica, as bases nao
incorporadas s&o lavadas e uma nova base é introduzida
(ROTHBERG et al., 2011; GOODWIN et al., 2016). Estes ciclos se
repetem até o sequenciamento completo dos fragmentos de DNA das
amostras.

Fonte: Adaptado de Goodwin et al., 2016.

Figura B1. Etapas gerais do sequenciamento de nova geragéo
usando a plataforma lon Torrent™ Personal Genome Machine®
(PGM) (Life Technologies).
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2 | REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 | Aplicagcdo Ambiental

Os primeiros estudos de metagendmica foram focados em
ambientes de baixa diversidade, como o intestino humano, a
drenagem &cida de mina e amostras de agua do mar,
principalmente devido a indisponibilidade de tecnologias
eficientes de sequenciamento de DNA e ferramentas robustas
de bioinformética para andlise dos dados (HIRAOKA et al.,
2016). Posteriormente, com o desenvolvimento do SNG houve
maior facilidade de acesso a este tipo de tecnologia e os mais
variados ecossistemas tém sido estudados, incluindo
ambientes contaminados com compostos organicos e
ambientes extremos com alta acidez, baixo nivel de oxigénio e
alta concentragao de metais. Como os dados gerados pelo
SNG revelam a diversidade e o potencial da comunidade
microbiana, esse tipo de estudo tem sido aplicado com fins
biotecnolégicos, principalmente na area de produgdo de
tecnologias limpas, como, por exemplo, na biorremediacao de
ambientes contaminados por diversos poluentes, incluindo os
organicos (como hidrocarbonetos e pesticidas) e/ou inorganicos
(como metais, tais como Mn, Cr, Cd, Zn, Pb, As etc.).
Em fun¢éo do grande numero de aplicagdes ambientais para o
SNG, neste documento serdo abordadas somente aplicagbes
de metagendbmica para identificacdo de diversidade e
funcionalidade microbiana em solos multi-contaminados e em
drenagem acida de mina.
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2.1.1 | Solos multi-contaminados

Devido as atividades antropogénicas, especialmente aquelas
relacionadas a industria petrolifera, grandes areas em todo o
mundo tém sido expostas a poluentes organicos como o0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) e metalicos,
como Cu, Zn, Pb, As e Ni. Ambos os tipos de contaminantes
tem gerado um grande interesse nas ultimas décadas devido
as suas propriedades mutagénicas e cancerigenas e, além
disso, s&o recalcitrantes e permanecem longos periodos no
ambiente (HENTATI et al., 2013; KIM et al., 2015).

Em fungdo dos efeitos nocivos provocados pelos
contaminantes em questdo, muitas tecnologias tém sido
desenvolvidas e aplicadas a fim de minimiza-los. A grande
maioria dos métodos de remediagdo tradicionais (fisico-
quimicos) é extremamente dispendiosa, principalmente devido
ao custo de escavagéo e transporte de grandes quantidades de
materiais contaminados para tratamento ex situ (VARJANI e
SRIVASTAVA, 2015; VARJANI et al., 2017). O aumento dos
custos e a eficiéncia limitada destes tratamentos estimularam o
desenvolvimento de tecnologias alternativas para aplicacao in
situ baseada, particularmente, na capacidade de remediagao
biolégica do proprio ambiente (biorremediacao) (BELL et al.,
2014; VARJANI et al., 2017).

A estratégia de biorremediagdo consiste na utilizagdo de
processo ou atividade biolégica por meio de organismos vivos
(micro-organismos ou plantas), que possuam a capacidade de
modificar ou decompor determinados poluentes,
transformando, assim, estes contaminantes em substancias
inertes ou compostos menos nocivos (WOLICKA et al., 2009).
No ambito microbiolégico, estes processos podem ser
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realizados naturalmente por micro-organismos enddgenos
(atenuacéo natural), por manejo do ambiente para estimulagao
de micro-organismos endoégenos (bioestimulacdo) e/ou pela
adicao de micro-organismos exogenos (bioaumento) (VARJANI
e UPASANI, 2016).

Estas técnicas tém sido desenvolvidas desde 1940, mas so6
ganharam popularidade em 1980 devido ao derramamento de
petroleo da Exxon Valdez (BRAGG et al, 1994). Mais
recentemente esta tecnologia vem sendo utilizada em varios
paises e, em certos casos, apresenta menor custo, maior
eficiéncia na remogédo dos contaminantes quando comparada
as técnicas fisicas e quimicas, além de ser considerada uma
técnica ambientalmente amigavel (LU et al., 2014). Em fungéao
dos resultados promissores, ja tem sido utilizada em escala
comercial no tratamento de diversos residuos e na remediagao
de areas contaminadas com 6leo (QIN et al., 2013; FUENTES
et al., 2014; HELMY et al., 2015).

Na aplicacdo das diversas tecnologias de biorremediacéo
torna-se evidente que uma das primeiras etapas para definir a
melhor estratégia a ser aplicada € o conhecimento sobre a
diversidade e o potencial da microbiota do local a ser
recuperado. Por muitos anos os estudos de ecologia
microbiana eram baseados simplesmente em métodos
classicos de isolamento e cultivo em laboratério; nos quais se
determinavam a taxonomia e a habilidade de degradagéo dos
poluentes pelos micro-organismos. Estes ensaios tém a
capacidade de inferir sobre o potencial metabdlico da
comunidade microbiana com base na taxonomia e ensaios
controlados dos micro-organismos de forma isolada.
No entanto, os solos sdo ambientes extremamente complexos,
onde ocorrem diferentes formas de interagao
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geomicrobiolégica. Por isso, os estudos independentes de
cultivo que revelam, de forma mais ampla, a estrutura e
funcionalidade das comunidades, bem como sua dinamica, tém
ganhado espaco na area de biorremediagao.

Mais recentemente, os trabalhos tém revelado que a
diversidade microbiana dos ambientes contaminados, avaliada
pelos métodos cultivaveis, é extremamente subestimada
(MENDES et al.,, 2013; STEFANI et al., 2015), e ignoram
informagdes sobre a dindmica da populagdo durante o
processo, bem como a identidade e atividade de micro-
organismos-chave para os processos de remediagdo, que nem
sempre sao cultivaveis (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2016).
Diante destas evidéncias, as ferramentas moleculares,
especialmente a metagendmica, tém sido aplicada e ampliado,
significativamente, o conhecimento da ecologia microbiana em
ambientes contaminados, servindo como base para otimizagéo
de estratégias de biorremediacéo.

Inicialmente, os estudos eram focados, basicamente, na
determinacdo da diversidade microbiana dos solos
contaminados e os resultados revelavam grandes mudancgas da
comunidade, principalmente a diminuicdo significativa da
diversidade. Por muitos anos, este fato foi utilizado como
principal fator responsavel pela baixa eficiéncia de degradagéo
dos poluentes (RON e ROSENBERG, 2014); no entanto, mais
recentemente, com o grande volume de dados relacionados a
taxonomia das comunidades e a composicdo de genes
presentes, tem-se verificado que a diminuicdo da diversidade
microbiana pode nao afetar a eficiéncia de degradagdo dos
elementos toxicos.
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Jung et al. (2016), através de ensaios em microcosmos,
identificaram a redugao ou alteragao da diversidade bacteriana
pela contaminagdo com hidrocarbonetos (6leo diesel) e, assim
como outros autores, atribuiram este fato a toxicidade do
diesel. Entretanto, quando os autores avaliaram o efeito da
perda de diversidade no potencial da comunidade para
degradar o diesel, através da deteccdo de genes relacionados
a oxidagdo de alcanos, observaram que a reducdo da
diversidade ndo modificou a abundancia dos genes funcionais,
que foi 13 vezes maior nas comunidades onde havia menor
diversidade. Esses resultados mostraram correlagcao positiva
com os dados encontrados nos testes de degradagdo do
diesel, que foi mais eficiente nas comunidades de menor
diversidade bacteriana. Neste mesmo trabalho, os autores
mostram que, com relagdo as mudangas na comunidade, os
grupos Proteobacteria e Actinobacteria foram os mais
abundantes. Levando em conta sua prevaléncia e capacidade
de degradacao, a reducéo da diversidade microbiana, causada
pela adigdo de hidrocarboneto, que é toxico para a maioria dos
micro-organismos, pode ter proporcionado condicbes mais
favoraveis para aumento de Proteobacteria e Actinobacteria,
refletindo, positivamente, na degradagédo dos poluentes. Esses
grupos bacterianos sdo comumente encontrados em ambientes
contaminados e tem demonstrado alto potencial de degradacao
de substancias recalcitrantes (ALVAREZ et al., 2017).
De maneira geral, os autores concluem que a mudanga na
abundancia dos organismos pode produzir condigcbes Otimas
para grupos microbianos com fungdes ecoldgicas especificas
(JUNG et al., 2016).
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Morais et al. (2016) avaliando o efeito da contaminacdo de
petrdleo na mudanga da comunidade microbiana (arqueia,
bacteria e fungo) de solos da llha de Trindade, usando SNG,
também identificaram uma redugéo significativa na diversidade
dos micro-organismos ap6s adicdo de Oleo, sendo a
comunidade de fungos a mais sensivel, com reducgdo de quase
40% do total das espécies observadas. As comparagdes
taxonbmicas mostraram que, com adicao do 6leo cru, houve
aumento significativo na abundancia do filo Actinobacteria,
principalmente do género Nocardia, que representava menos
de 0,01% do total de sequéncias nas amostras controle e
aumentou para 9,4% das sequéncias nas amostras contendo
6leo cru. Mudangcas menos expressivas também foram
identificas em diversas classes de Proteobacteria e Archeae,
principalmente Nitrososphaerales. Esses resultados
corroboram outros dados da literatura, e reforcam a premissa
de que Actinobacteria é uma opgdo promissora para
degradagdo de hidrocarbonetos recalcitrantes, uma vez que
produzem enzimas extracelulares que degradam uma grande
variedade de hidrocarbonetos complexos. Além disso, muitas
espécies de Actinobacteria sdao capazes de produzir
biossurfatantes  que aumentam a  solubilidade e
biodisponibilidades de hidrocarbonetos (SILVA et al., 2015;
MORAIS et al., 2016). Estes resultados tém sido téo
expressivos que diversas estratégias de uso de Actinobacteria
tém sido aplicadas como, por exemplo, a bioestimulagdo e o
bioaumento, com e sem o uso de culturas mistas (ALVAREZ
et al.,, 2017). Estas estratégias tem sido eficientes para
biorremediacdo de diversos ambientes contaminados,
principalmente para os multicontaminados com compostos
organicos e inorganicos. Estes ambientes sao dificeis de
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remediar uma vez que os metais pesados, por exemplo, podem
inibir a biodegradagdo dos compostos organicos. No entanto,
trabalhos recentes tém destacado estirpes de Actinobacteria
capazes de bioacumular metais e degradar pesticidas,
simultaneamente (ALVAREZ et al., 2017; APARICIO et al.,
2017).

Actinobacteria, juntamente com Firmicutes e Bacteroidetes,
também foram identificados por Luisa et al. (2015), quando
avaliaram a diversidade microbiana e a biodegradagdo em
amostras de solo contendo uma mistura de diesel e biodiesel
(9:1) durante 28 dias em microcosmos. A abundéancia de cada
grupo variou de acordo com a técnica aplicada; na atenuagao
natural, por exemplo, Actinobacteria foi a mais abundante,
seguida por Bacteriodetes e Firmicutes. Quanto aos testes de
biodegradacdo, os autores verificaram que o tratamento de
bioaumento com bactérias autéctones, ou seja, obtidas do
préprio local contaminado, mostrou maior redugcdo de TPH
(25%) quando comparado tanto com a atenuacdo natural
quanto com a bioestimulagdo e bioaumento com bactérias
exdgenas, oriundas de outros ambientes. Estes resultados
encontram-se em consonancia com outros da literatura, que
mostram que os individuos autéctones sdo mais adaptados
aquela condigdo e, por isso, apresentam melhor eficiéncia
metabdlica e competitividade na degradagdo de poluentes.
Vale ressaltar que os micro-organismos nos solos raramente
ocorrem como organismos individuais; em vez disso, eles
vivem em comunidades complexas com diferentes niveis de
interacdes, o que pode influenciar diretamente a eficiéncia de
degradagdo de poluentes, incluindo os hidrocarbonetos
(ZAFRA et al., 2016). Além disso, por se tratar de um sistema
complexo com muitas interagdes, 0 sucesso da biorremediagao
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ndo depende somente das caracteristicas metabdlicas e
atividade dos micro-organismos; também devem ser
consideradas as caracteristicas de cada solo, tais como
umidade, temperatura, pH, disponibilidade de oxigénio,
nutrientes e concentracdo de hidrocarbonetos e metais
pesados, por exemplo (SUJA et al, 2014; VARJANI e
UPASANI, 2017).

Além da estrutura, composi¢do e dindmica das comunidades
microbianas, as abordagens metagendmicas de ambientes
poluidos tém levado a descoberta de um numero crescente de
novas familias génicas e a existéncia de vias metabdlicas
desconhecidas de degradagdao em comunidades microbianas,
principalmente relacionadas com bactérias ainda nao cultivadas
(BOUHAJJA et al.,, 2016; WANG et al., 2017). Embora o
avango nesta area seja evidente e indiscutivel, e apesar do
custo decrescente do sequenciamento de nova geragédo e do
aumento da sofisticagcdo de métodos computacionais para
analise de dados, a metagenOmica ambiental continua
dominada por estudos descritivos "instantaneos" (com base em
amostras de um unico ponto e local) que fornecem informagées
sobre a composi¢cdo da comunidade e a atividade potencial,
mas nao sobre a estabilidade da comunidade, resiliéncia e
resisténcia a mudanca (PROSSER et al.,, 2015). Além da
necessidade de expandir as amostragens para estudo da
dindmica de populagdes, a metagenémica por si descreve o
potencial funcional das comunidades na presenca de
poluentes; por isso, estes estudos devem ser utilizados em
conjunto com metatranscriptomica (analise do grupo de mRNA
de uma comunidade por sequenciamento de CcDNA)
(PROSSER, 2015), metaprotedmica (Analise do grupo de
proteinas de uma comunidade) (PAN e BANFIELD, 2014) e
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metaboldmica (andlise do grupo de metabdlitos em uma
comunidade) (LONGNECKER et al., 2015), a fim de ter uma
visdo global da dindmica e funcionalidade microbiana em
ambientes poluidos e, consequentemente, servir de base
para o desenvolvimento e otimizagcdo de estratégias de
biorremediagao.

2.1.2 | Drenagem acida de mina

A industria de mineracdo beneficia e processa milhdes de
toneladas de minérios todos os anos, e deste total, mais de
90% ¢é considerado residuo; que sao dispostos em forma de
pilhas (rocha residual) ou barragens (DUNBAR, 2017,
FALAGAN et al., 2017). As caracteristicas destes residuos
variam em fungdo da composigdo quimica do material de
origem, do tipo de mineragdo e da forma como o mineral foi
processado. De maneira geral, estes materiais tem pouco valor
econdmico quando comparados com as rochas brutas; no
entanto, podem conter metais de transicdo como ferro, cobre,
arsénio, niquel e zinco, em teores relativamente elevados e,
ocasionalmente, metais preciosos como ouro e prata, que néo
tenham sido separados na etapa de flotagcdo (AHMADDI et al.,
2015). Além disso, quando estes rejeitos sdo expostos ao
oxigénio e a agua, é desencadeada a dissolugédo oxidativa dos
minerais, gerando a drenagem acida de mina (DAM), que é um
grave problema ambiental com distribuicao global (CHEN et al.,
2016).

A DAM é resultante da oxidacdo de pirita (FeS,) e outros
sulfetos minerais que ocorre quando, no processamento
mineral, estes minerais sdo expostos ao ar e/ou a agua.
A formagdao de DAM ocorre naturalmente, mas a atividade
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microbiana aumenta sua taxa de formacdo e parece ser
responsavel pela maior parte da drenagem gerada. Este
sistema se caracteriza pela elevada acidez (pH <3,5), altas
concentragdes de anions sulfato (~2000 ml L) e cations
metalicos como Mn, Cr, Cd, Pb, As etc. (CHEN et al., 2016).
Esse percolado, DAM, é capaz de contaminar solos, aguas
superficiais e subterrdneas, permanecendo por um longo
periodo nesses ecossistemas. Diante deste fato, o principal
desafio tem sido buscar uma forma de impedir a acidificagao
dos rejeitos de minas ao longo da operagédo e recuperar 0s
rejeitos ja acidificados, em minas abandonadas (KALINA et al.
2011).

A remediacdo desses ambientes inclui diferentes estratégias
fisico-quimicas e bioldgicas. A neutralizagdo quimica da acidez
das aguas residuais é, sem duvida, a mais utilizada; no
entanto, o calcario utilizado neste processo pode formar uma
camada impermeavel de hidroxido metalico que diminui a
eficiéncia de precipitacédo. Ja a utilizagcdo de processo bioldgico
no tratamento de DAM tem sido considerada uma estratégia
promissora, visto que (i) apresenta menor custo e maior
facilidade de implantacdo quando comparada as tecnologias
convencionais, (i) os contaminantes sdo geralmente
degradados por completo, ndo sendo transferido para outros
meios, além de (iii) permitir a precipitacdo e, consequente,
recuperagao diferencial de metais (MUYZER et al., 2008).

Apesar da acidez extrema, calor e altas concentragdes de
sulfato e metais toxicos, os sistemas contendo DAM abrigam
micro-organismos metabolicamente ativos, que sdo muito bem
adaptados e desempenham papéis essenciais nestes
ecossistemas (UTGIKAR et al, 2002). Estes organismos
formam uma biosfera quimiolitotréfica sustentada por doadores
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de elétrons derivados de sulfetos, CO,, O, e N, do ar, e sua
diversidade varia de acordo com pH, temperatura, constituicao
do minério e concentragbes de metais (BAKER e BANFIELD,
2003). Em fungcdo de seu metabolismo cosmopolita e,
consequentemente, a sua capacidade de sobrevivéncia em
ambientes extremos, esses micro-organismos apresentam
grande potencial para a biomineragao e a remediacao biolégica
de DAM. Em geral, enquanto a biomineragao se beneficia com
a atuagdo de micro-organismos que oxidam ferro e enxofre, as
atividades dos redutores de sulfato sao vitais em sistemas de
tratamento biolégico de efluentes (DAM). A biomineragéo foi
bem estabelecida e é amplamente aplicada mundialmente, o
que ndo acontece na remediacao biolégica de DAM (HEDRICH
e JOHNSON, 2014). Embora muitas tentativas tenham sido
desenvolvidas para DAM, e existam alguns processos com
resultados satisfatérios (JOHNSON e HALBERG, 2005), é
necessario um conhecimento mais amplo da estrutura e
dindmica da comunidade microbiana para que seja possivel
produzir opgdes biotecnoldgicas mais viaveis, tanto do ponto
de vista ambiental como econdémico.

Vale ressaltar, ainda, que os sistemas bioldgicos s&o
complexos e sua funcionalidade esta diretamente relacionada
ao consoércio microbiano, ou seja, conjunto de diferentes
grupos de micro-organismos. Este fato torna mais dificil a
identificacdo de organismos-chave que executam fungdes
especificas como, por exemplo, a degradacdo de compostos
recalcitrantes ou a transformacdo de metais (ZAFRA et al,
2017). Na DAM, o consércio microbiano, para uma fungao
especifica, pode incluir varias espécies e/ou diferentes estirpes
de uma Uunica espécie, com diferencas nos potenciais
metabolicos, provavelmente devido aos multiplos micro-nichos
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formados neste tipo de ecossistema; mas, os estudos
envolvendo micro-habitats em DAM ainda sdo escassos (MESA
et al., 2017; TENG et al., 2017).

A riqueza de espécies relativamente baixa, a fonte de recursos
limitados e a estreita relagdo entre os processos bioldgicos e
geoquimicos tornam o sistema contendo DAM um modelo
promissor para estudos de ecologia microbiana, especialmente
com base nas analises moleculares (independentes de cultivo).
O primeiro estudo usando abordagens moleculares associado
a DAM foi feito por Tyson et al. (2004) com biofilme em
diferentes regides de Richmond Mine em Iron Mountain,
Califérnia. Nesse trabalho, os autores identificaram a
dominéncia de poucas espécies e genes de resisténcia a
metais e vias metabdlicas relacionadas a ambientes adversos.
Além disso, reconstruiram o genoma de um membro ainda nao
cultivado de Nitrospirae a partir do metagenoma do biofiime de
DAM. A reconstrugao do genoma revelou um unico operon para
fixagdo de nitrogénio. Baseados nesta informagéo, Tyson et al.
(2005) desenvolveram um meio de cultivo livre de nitrogénio e
utilizaram condigbes de cultivo similares as ambientais, com
altas concentragdes de metais pesados, pH 0,8 e 37°C. Desta
forma, eles obtiveram sucesso na obtengéo de culturas puras

de um membro do grupo Ill de Leptospirillum, que
posteriormente foi descrito como uma nova espécie, L.
ferrodiazotrophum.

Posteriormente, com o avango das técnicas moleculares, um
grande volume de informagdes vem sendo agregado ao nosso
conhecimento, incluindo a detecgao de raras e novas espécies,
novas familias génicas e vias metabdlicas, além dos fatores
ambientais que, direta ou indiretamente, determinam os
padrdes das comunidades microbianas em sistemas complexos
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como minas de niquel, pirita, cobre, magnetita, hematita, zinco
e calcopirita (Méndez-Garcia et al., 2014; Chen et al., 2016;
Gupta et al., 2017; Mesa et al. 2017).

Recentemente, Mesa et al. (2017), usando técnicas de
sequenciamento de nova geragdo para analise da diversidade
microbiana em micro-habitats de uma mina abandonada de
mercurio em Los Rueldos (Espanha), identificaram a presenga
dominante de Leptospirillum sp no dominio Bacteria e da classe
Thermoplasmata em Archeae. Com base na composi¢cdo da
comunidade microbiana total, os autores fizeram uma andlise
de predigao funcional da comunidade em Los Rueldos, inferida
pelas capacidades metabdlicas previamente descritas dos
micro-organismos detectados. A partir da analise destes dados,
Mesa et al. (2017) propuseram um modelo que integra a
diversidade e a fungdo prevista nos micro-habitats de Los
Rueldos (mineral, 4gua e biofiime). De maneira geral, os
autores descrevem que Leptospirillum spp., Acidithiobacillales e
Betaproteobacteria sdo os provaveis responsaveis pela
oxidagado do ferro e enxofre dos minerais (S e ST), agua
(WOUT, WEN e WIN) e amostras de biofilme (BS, B1A, B1B,
B2 e BF). A distribuicdo do oxidante de ferro neutrofilico,
Gallionella, foi restrita a estalactite (ST). Os fixadores de
carbono foram previsivelmente fotossintéticos em lagoas de
agua fora da galeria e foram principalmente representados por
cianobactérias.  Sugere-se que  espécies/estirpes  de
Leptospirillum spp. sejam as responsaveis pela fixacdo
inorgénica de carbono e nitrogénio em todos os micro-habitats
dentro da galeria. A decomposicdo de matéria organica na
drenagem acumulada fora da galeria (WEN) apoiaria a vida de
membros da comunidade heterotréfica (Fungos, Protozoarios,
Proteobactérias e Arqueia) neste compartimento. A matriz
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polimérica extracelular dos biofilmes constituira a principal fonte
de carbono dentro da galeria, apoiando o estilo de vida
heterotréfico dos grupos microbianos mais abundantes
presentes na caverna (Ciliados, Proteobacterias e Archeae).
Os ciliados presentes no biofiime podem ter um impacto na
estrutura populacional dos membros bacterianos da
comunidade e a presencga de diferentes géneros em distintos
estratos do biofiime provavelmente se relaciona com a
composicao diferencial da comunidade bacteriana, sugerindo
adaptacao a variaveis ambientais distintivas.

Como a DAM é considerada um ambiente extremo, os relatos
da literatura mostram que a comunidade microbiana é
tipicamente composta por poucas espécies dominantes € uma
grande diversidade de espécies raras (SOGIN et al. 2006,
LILJEQVIST et al., 2015). Estudos mais recentes, baseados em
sequenciamento de DNA, ratificam a existéncia de espécies
raras em varios ambientes de DAM. Liljeqvist et al. (2015), por
exemplo, analisaram o DNA total associado a mina
Kristineberg, no norte da Suécia, com o objetivo de identificar
0s micro-organismos e evidenciar, com base em analises
metagenOdmicas, como os acidéfilos eram capazes de crescer
em baixas temperaturas. Nas amostras de biofilme e planctons
eles identificaram que o ambiente era dominado por poucas
espécies, e 0 micro-organismo mais abundante apresentou
similaridade com o aciddfilo psicrotolerante, Acidithiobacillus
ferrivorans. Com relacdo as sequencias metagendmicas
funcionais, houve maior similaridade com sequéncias de
Acidithiobacillus-like, Acidobacteria-like e Gallionellaceae-like
relacionadas a proteinas de choque-frio, vias para produgao de
solutos e proteinas anti-congelamento. Além disso, também
identificaram micro-organismos capazes de fixar nitrogénio e
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carbono, com estilo de vida autotréfico dirigido pela oxidagéo
de Fe* e compostos de enxofre inorganico presentes nas
aguas da mina.

A DAM é um ecossistema oligotréfico, ou seja, com baixa
disponibilidade de elementos essenciais para o metabolismo
dos organismos, como carbono organico e o nitrogénio, e
embora a adicdo exdgena destes recursos seja possivel, a
existéncia de micro-organismos capazes de fixar estes
elementos, concomitantemente a oxidagédo de ferro e enxofre,
assegura o fornecimento constante dos mesmos no sistema
(HUA et al. 2014; CHEN et al. 2015; HAVIG et al. 2017),
indicando um papel vital destes organismos para o crescimento
e manutengdo da comunidade. De fato, os dados revelam a
predominancia de familias génicas envolvidas na fixagdo de
carbono e metabolismo de nitrogénio (como RuBisCO, prkB, e
nifHDK) e na oxidagao de ferro e enxofre (como citocromos e
Sox); mas, além isso, também tem sido identificado uma
grande quantidade de genes relacionados com a resisténcia a
estresses em ambientes extremos como baixo pH (sghC,
kdpABC, clpX e clpP), contra estresse oxidativo (ahpC, sodA e
dnaX) e resisténcia a metais (czcA, czcB e czcC) (CHEN et al,
2015; HUA et al, 2015; LILJEQVIST et al., 2015). Além da
presenca destes genes nos micro-organismos supracitados,
alguns também tém sido identificados em organismos menos
abundantes ou da “biosfera rara”, como o grupo de organismos
nao-cultivaveis ARMAN (do inglés Archaeal Richmond Mine
Acidophilic Nano-organisms) (BAKER et al. 2010).

ARMAN foi inicialmente detectado em Iron Mountain
(California) em 2004 e, subsequentemente, identificado em
diversas analises metagendmicas em sistemas de DAM
(MENDEZ-GARCIA et al., 2015; HUA et al., 2015; GOLYSHINA
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et al. 2017; MESA et al. 2017; GHUNEIM et al., 2018). HUA
et al. (2015), por exemplo, aplicaram a estratégia “divide and
conquer”, que divide um conjunto de dados metagenémicos
massivos em subconjuntos, e conseguiram montar um
‘rascunho” de 11 genomas. A maioria dos genomas foi
representado por espécies raras e/ou nao-cultivadas
(abundéancia relativa < 1%), incluindo Acidithiobacillus
ferrooxidans-like FKB1, Acidithiobacillus thiooxidans-like FKB2,
e ARMAN-lke FKA8~FKA10. O conjunto de dados de
metagenoma associado ao grupo ARMAN-like revelou a
auséncia de genes essenciais para o metabolismo deste grupo
e a presenca de genes especificos; com isso os autores
ratificam a ideia de que este grupo desempenha papel
importante na funcionalidade do sistema DAM (Hua et al,
2015). Recentemente, a auséncia destes genes essenciais em
ARMAN-like também foi verificada por Golyshina et al. (2017).
Com base em métodos de cultivo e analise metagendmica,
Golyshina et al. (2017) identificaram um co-cultivo natural da
Arqueia  Cuniculiplasma divulgatum e um organismo
relacionado com ARMAN-2 (Mia14), até entdo nao cultivado,
em amostras de biofilme da antiga mina de cobre de Parys
Mountain (llha de Anglesey, Reino Unido). Os resultados
mostraram que o genoma de Mia14 - ARMAN-2 - é altamente
deficiente de sequéncias génicas relacionadas a vias
metabolicas essenciais, indicando a dependéncia de C.
divulgatum, com ampla troca genética com seu hospedeiro in
situ. Como ja relatado em diversos artigos, é evidente a
atuagao de consoério microbiano em sistemas de DAM e estes
dados fornecem mais subsidios para investimentos em ensaios



Biorremediacéo de solos multicontaminados e de areas... 33 _

de co-cultivo de organismos presentes em DAM, a fim de
conhecer mais profundamente as interagdes e a funcionalidade
nestes sistemas complexos.

Os biofilmes sdo uma boa representacédo da importancia destes
consorcios microbianos no estabelecimento e manutengao das
comunidades microbianas nestes ambientes adversos. Em um
estudo recente, Drewniak et al. (2016) combinaram analises
fisiologicas, metagendmica e de microscopia eletrOnica para
estudar a sor¢do e transformacdo de metais por biofilmes de
ocorréncia natural em duas minas de ouro e uranio - Zloty Stok
goldmine (ZS) e Kowary uranium mine (KOW), na Polbnia.
Essas analises fisioldgicas foram complementadas pelas
analises metagendmicas para descrever 0os micro-organismos
presentes e os provaveis mecanismos envolvidos na remogao
dos metais. As analises de MEV e EDS mostraram acumulagéo
de metais na superficie dos biofimes e que nenhum biofilme
microbiano foi completamente saturado com metais presentes
nas aguas das minas. Nas 4guas de ambas as minas foram
detectadas concentragdes de metais, na maioria dos casos,
abaixo de 1000 pg.L'1. Por outro lado, concentragdes
extremamente altas de metais foram detectadas em ambos os
biofilmes, como por exemplo, ferro (~6%), aluminio (~12%),
manganés (0,1-77%), uranio (152-195 mg.kg'1), chumbo
(49-252 mg.kg™"), zinco (415-461 mg.kg"). Estes resultados
indicam que os biofilmes apresentam um grande potencial para
absorg¢ao de quantidades significativas de metais e atua como
um biofiltro para sistemas de DAM. As analises metagenémicas
revelaram que Methylococcaceae e Methylophilaceae foram as
familias mais abundantes em ambas as comunidades. A parte
central (interior) de ambos os biofimes foi colonizada
principalmente por bactérias filamentosas, como Leptothrix
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Thiothrix e Beggiatoa. O perfil funcional dos genes
responsaveis pela formacado de biofiime e produgao de EPS
mostrou que a maioria dos representantes dos biofiimes de
KOW e ZS estdao envolvidos no processo de sorgao
(imobilizagdo), sendo Methylococcus o género mais
representativo em ambas as comunidades. Além disso, genes
de resisténcia a metais pesados (HMR) também foram
identificados em quantidades significativas nos biofilmes
analisados.

Os autores identificaram que a matriz dos biofilmes era
composta por particulas coloidais, compostos organicos e ions
metalicos, originarios do processo de lixiviagdo das rochas, e
se ligaram as substancias poliméricas extracelulares (EPS)
excretadas pelos micro-organismos, que podem ser
consideradas como uma barreira fisica para o aprisionamento
dos metais e como uma estrutura para a precipitagdo mineral.
A importancia da EPS na formacgao de biofiimes e propriedades
de biossorcao ja tem sido descrita por diversos autores, mas,
de modo geral, os resultados sao referentes a biofiimes
formados a partir de uma Unica estirpe cultivada em condigbes
laboratoriais (CAO et al. 2011; TOURNEY e NGWENYA, 2014).
No trabalho de Drewniak et al. (2016), a hipotese de que a
sorgdo desempenha um papel fundamental na remogdo de
metais das aguas das minas foi confirmada através de uma
série de experimentos. As analises de EDS e MEV mostraram
que a sorcdo de metal ocorreu em toda a superficie dos
biofiilmes o que é consistente com estudos anteriores que
mostram a distribuicdo superficial de metais como evidéncia
indireta de sor¢gdo ndo-metabdlica. Processos como adsorgao
fisica, troca ibnica e forte ligacdo com grupos carboxilicos,
sulfato, fosfato ou amino s&o considerados os principais



Biorremediacéo de solos multicontaminados e de areas... 35 _

mecanismos de sorgcdo de metais independentes do
metabolismo (KUYUCAK e VOLESKY, 1988). Os resultados
deste trabalho fornecem dados importantes sobre a atividade
das bactérias desde a formagao de biofilmes até o processo de
purificagdo das aguas das minas contaminadas com metais;
servindo como base, juntamente com outros dados da
literatura, para o desenvolvimento de novos processos para
mitigacdo dos efeitos adversos de DAM e outros ambientes
contaminados com metais.

Como podemos observar, uma grande quantidade de
pesquisas tem focado na remediagdo microbiana de ambientes
contaminados por metais em bacias de rejeitos de minas e
DAM e diferentes estratégias tém sido descritas. Mais
recentemente, a compilagdo de dados obtidos através de
técnicas dependentes e independentes de cultivo tem mostrado
que as bactérias redutoras de sulfato (BRS) apresentam
grande potencial para o processo de remediagdo destes
ambientes. Nestes processos, o sulfato é reduzido a sulfeto de
hidrogénio, e ions metalicos dissolvidos sédo precipitados como
sulfetos metalicos e a concentragao dos metais pesados em
solucao diminui (LEE et al. 2014; BARBOSA et al. 2014); ao
mesmo tempo, os ions hidrogénio sdo consumidos e o pH
aumenta. A mudanga nos parametros de DAM causada pelas
BRS ¢é benéfica ndo somente para a formagdo de um ciclo
virtuoso, mas favorece a restauragao do ambiente (MENDEZ
et al.,, 2007). Desta forma, o uso de BRS na remediagdo de
rejeitos tem sido amplamente estudado e pode ser considerado
um processo biotecnolégico atrativo para biorremediagdo de
DAM (AYANGBENRO et al., 2018).
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Devido a existéncia inerente de bactérias aciddfilas autotréficas
que oxidam o ferro e o enxofre nos rejeitos de minas, o
processo de remediacdo com BRS é também um processo de
competicdo entre BRS e bactérias acidodfilas. A deterioragédo
ambiental é favorecida quando as bactérias acidofilas se
tornam dominantes nos rejeitos; em contrapartida, as
condigdes ambientais sdo minimizadas quando BRS se tornam
dominantes. A pesquisa atual de remediagao por BRS centra-
se principalmente na pesquisa da capacidade de remediagao
das BRS; mas negligencia-se a existéncia e a competi¢do de
bactérias acidofilas. Assim, os estudos que avaliam a
competicdo microbiana e o ajuste da comunidade microbiana
sd0 essenciais e necessarios para a aplicagao pratica de
remediagdo por BRS.

Jing et al. (2017), com base na composi¢cdo da comunidade
microbiana de DAM, descrita na literatura, e na capacidade
metabdlica de seus componentes, simularam um ambiente
mineral contendo pirita, bactérias redutoras de sulfato (BRS) e
ferro (BRF) - responsaveis pela neutralizagdo do meio acido e
Acidthiobacillus ferrooxidans — principal responsavel pela
acidificagdo e liberagdo de metais no meio. Além disso, foi
adicionado extrato de levedura e diferentes concentragbes de
lactato de sodio ao meio de cultivo. Os resultados mostraram
que a adicao de lactato de sédio (>1,0 g/l) e extrato de levedura
refletiu no aumento da populacdo de BRS (T3%) e na
diminuicdo de BRF ({18%) e A. ferrooxidans ({10%). Ao longo
de 28 dias, no tratamento contendo BRS, BRF, A. ferrooxidans
e alta concentragao de lactato (>1,0 g/l), observou-se aumento
exponencial do pH, diminuigdo do potencial redox e oxidagao
nao significativa de ferro. Os autores concluiram que o ajuste
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da comunidade microbiana e dos nutrientes adequados podem
minimizar o processo de oxidacdo da pirita e,
consequentemente, reduzir a produ¢ao de DAM.

Zhang et al. (2017) também mostram um experimento de
competicdo envolvendo bactérias aciddfilas e redutoras de
sulfato em meio suplementado com extrato de levedura,
triptona, lactato e glucose. Além das propriedades fisico-
quimicas do meio, a estrutura da comunidade microbiana e a
biomassa formada foram determinadas por sequenciamento e
gPCR. Os resultados mostraram que extrato de levedura
(na concentragédo >1,6g/L), seguido por triptona, favoreceram a
populagio de BRS e inibiram as bactérias aciddfilas.
Os resultados da difragdo de raios X (XRD) indicaram que o
sulfeto ferroso foi gerado em todos os tratamentos
suplementados com matéria organica, sendo o extrato de
levedura aquele que mostrou maior rendimento. Quanto as
andlises metagenémicas, foi observado que os diferentes
nutrientes tiveram grande efeito na mudanca da composicédo
das comunidades microbianas; sendo o maior efeito referente a
aplicagdo de extrato de levedura. Este composto promoveu o
crescimento do filo Firmicutes, incluindo os géneros
Desulfosporosinus e Desulfotomaculum. Por outro lado, a
adicdo de glucose promoveu o grupo das Proteobacterias,
especialmente bactérias acidéfilas como Acidithiobacillus, nao
sendo indicada para a imobilizacdo de metais pesados e,
portanto, da remediagdo. Nos experimentos de remediagao
biolégica, os autores identificaram que nos tratamentos
contendo extrato de levedura houve aumento de
Desulfotomaculum, aumento de pH, diminuigdo do potencial de
oxi-redugdo e das concentragdes de S, Fe, Cu, Zn e Pbh.
A analise conjunta dos resultados mostra que, nas condigbes
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testadas, o extrato de levedura, seguido por triptona, foram os
substratos orgénicos mais indicados para ajuste das
populagdes presentes na comunidade microbiana e melhora
das propriedades fisicas e quimicas da DAM tanto em
experimentos de laboratério como em condi¢ées naturais.

Nas ultimas décadas, além da busca por estratégias para
diminuir a produgédo e os efeitos da DAM, tem-se procurado,
também, promover a recuperagdo de metais presentes nestes
rejeitos; o que reduz a carga de elementos tdéxicos no ambiente
(metais) e gera nova fonte de matéria prima. De maneira geral
os trabalhos s&o baseados em ensaios experimentais que
utilizam estirpes de bactérias comumente isoladas de
ambientes contendo DAM ou ambientes com caracteristicas
semelhantes; no entanto, a ampliagdo do conhecimento das
comunidades microbianas e seus potenciais metabdlicos,
associados as demandas crescentes por metais e o
esgotamento progressivo dos depdsitos minerais, tem
estimulado inovagbes na area de recuperagido de metais,
assistida por micro-organismos a partir dos residuos, e
revelado novas vias metabdlicas para esta finalidade.

Grande parte dos estudos tem sido direcionada as analises de
genes microbianos relacionados a fungbes especificas como,
por exemplo, a resisténcia a metais. Recentemente, Li et al.
(2015) utilizaram analise metagendmica para acessar a
diversidade de genes de resisténcia a cobre em amostras de
rejeitos de uma mina abandonada de Pb-Zn em Mount Isa
(Queensland, Australia). As amostras eram ricas em pirita, Cu,
Pb, Zn e As, e os resultados mostraram que estes metais
residuais foram considerados fatores determinantes para a
mudanca na estrutura da comunidade microbiana; além disso,
a analise metagendmica das amostras do residuo revelou



Biorremediacéo de solos multicontaminados e de areas... 39 _

abundancia dos genes cop, czc (codificam para resisténcia de
multiplos metais) e ars (codifica para resisténcia a arsénio) 2,8,
2,5 e 1,7 vezes maior, respectivamente, do que aquelas
encontradas na amostra controle (sem residuo da mina Mount
Isa). Quanto a classificagdo, os genes copA-like identificados
nas amostras de DAM foram mais relacionados a genomas de
Acidithiobacillus ferrooxidans, Rubrobacter radiotolerans e
Thioalkalivibrio sulfidophilus.

Posteriormente, Li et al. (2017) analisaram a diversidade de
genes funcionais associados ao metabolismo de arsénio (aioA,
arrA, arsC e arsM) a partir de amostras de rejeitos de uma mina
abandonada de Pb-Zn. As andlises de similaridade das
sequéncias do gene arsC foram estreitamente relacionadas
com Rubrobacter sp., Thioalkalivibrio sp., Pseudomonas sp.,
Deinococcus sp., Streptomyces sp., Burkholderia sp. e
Novosphingobium sp.. Os grupos supracitados também
apresentaram resultado positivo para o gene arsM, com
excecao do género Deinococcus. A sequéncia do gene arrA
apresentou maior similaridade com sequéncias da espécie
Thioalkalivibrio sulfidophilus; enquanto as do gene aioA foram
relacionadas com o0s géneros menos abundantes incluindo
Cupriavidus, Rhizobium e Polymorphum. Baseados na
detecgdo dos genes funcionais e nas caracteristicas de cada
género identificado neste trabalho os autores propuseram uma
via que descreve o ciclo do As no rejeito. Embora os genes
arsC e arsM tenham sido distribuidos entre os organismos
dominantes nos rejeitos, Thioalkalivibrio sp. merece destaque,
pois contém n&o s6 arsC e arsM, mas também arrA. Estes
resultados destacam a diversidade inesperada dos genes do
metabolismo de As nos rejeitos, especialmente considerando a
diversidade de espécies extremamente baixa. Os autores
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sugerem que o ciclo de As mediado pelos micro-organismos
tem potencial de wuso para orientar a manipulagao
biogeoquimica de As nos rejeitos.

Como ¢é possivel observar nos trabalhos supracitados a
presenga de genes relacionados a resisténcia de metais
pesados, e consequentemente sua atuagao nos mecanismos
de transformacgdo destes elementos, tem sido detectada em
uma variedade de bactérias presentes em DAM, ratificando a
hipotese de consorcio bacteriano em diferentes processos que
ocorrem em DAM. Le pape et al. (2017), com base nestas
premissas, demonstraram que um efluente de DAM rico em As
pode ser descontaminado por um consércio de bactérias
redutoras de sulfato indigenas. Neste trabalho aguas da mina
de Carnoulés (Gard, Franga) foram incubadas com um
consoércio enriquecido de BRS sob condi¢gdes andxicas e as
concentragdes de As, Zn e Fe, pH e atividade microbiana foram
monitoradas durante 94 dias. Foi observada a remocéo total de
As e Zn na solucéo (1,06 e 0,23 mmol.L”, respectivamente).
Enquanto zinco foi precipitado como nanoparticulas de ZnS,
arsénio precipitou como As(lll) (14-23%) e am-Aslli2S3
(33-37%) e AsllIS (0-34%). Os autores sugerem que a
formagéo de AsllIS resulta da redugédo de AsllI2S3 por H,S
biogénico, aumentando a eficiéncia da remocgédo de As.
De acordo com os autores o processo de imobilizagao descrito
neste trabalho pode ser considerado promissor para mitigar os
efeitos adversos de As; além disso, pode servir de base para
novas estratégias de remediacdo biolégica de ambientes
contaminados com As.

Como evidenciado nos trabalhos supracitados, a aplicagdo de
analises metagenOdmicas nos sistemas contendo DAM é mais
expressiva em paises da Europa, EUA, Chile, entre outros.
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No Brasil, o numero de trabalhos com esta abordagem ainda é
bastante incipiente. Em 2016, Leite utilizou sequenciamentos
shotgun e amplicon (16S rDNA) para explorar a diversidade
metabdlica e funcional dos procariotos presentes em uma
barragem de rejeitos e uma drenagem acida (DAM) da mina de
Sossego em Carajas, Para. Com relagcdo a comunidade
microbiana da é&gua da barragem, o grupo taxondmico
predominante foi Actinobacteria, seguido de Betaproteobacteria
e Bacteroidetes. Ja em drenagem acida de mina e no
sedimento da barragem foram encontradas importantes
familias de bactérias redutoras de sulfato como
Peptococcaceae, Thermodesulfovibrionaceae, Desulfobacteria-
ceae, Desulfobulbaceae e Nitrospinaceae. A atividade destas
bactérias estd diretamente relacionada ao aumento da
alcalinidade e a formacado de sulfetos, que sdo aspectos de
grande interesse nos processos de remediagao bioldgica.

De maneira geral, a andlise funcional das amostras de Carajas
evidenciou vias metabdlicas relacionadas a fixagao de carbono,
metabolismo de nitrogénio, oxidagcdo de ferro ferroso e
metabolismo de enxofre. Além disso, foram identificados
diversos mecanismos adaptativos ligados a resisténcia a
metais pesados, tolerancia a solventes organicos, adaptagao
ao baixo pH e a oligotrofia. No presente estudo Leite (2016)
estabeleceu um novo fluxo de trabalho para analise de
bibliotecas metagendmicas do tipo shotgun, que foi aplicado na
construgdo de um catalogo inédito do potencial biotecnolégico
dos micro-organismos associados a minas brasileiras de cobre,
incluindo genes e rotas metabdlicas de interesse industrial e
ambiental.
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O uso de abordagens moleculares em estudos de
comunidades microbianas de DAM tem gerado resultados
surpreendentes sobre a ocorréncia, diversidade, interagao,
capacidade metabdlica e funcionalidade de organismos
promissores que nao seriam acessados por métodos de
cultivos tradicionais. O uso conjunto destes dados é de extrema
importdncia para o melhor entendimento dos processos
microbianos que ocorrem na DAM, podendo ser estratégico
para o manejo adequado destes ambientes a fim de minimizar
seus efeitos adversos. Além disso, a reconstrugdo dos
genomas individuais e o acesso ao seu potencial metabdlico
podem gerar produtos biotecnolégicos de grande interesse
para aplicagao comercial.
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3 | CONSIDERAGOES FINAIS

A introdugdo e o avango das plataformas de SNG tém
revolucionado as pesquisas em amostras de DNA ambiental
nos mais variados ecossistemas, incluindo os naturais e
contaminados. A grande maioria dos estudos visa analisar, de
forma mais realista, a estrutura gendmica e o potencial
metabdlico das comunidades microbianas. Desta forma, é
possivel identificar os principais micro-organismos, dominantes
e raros, que ocorrem nos ambientes, bem como os processos
biolégicos que sdo desencadeados durante alteragdes

ambientais.

De maneira geral, os resultados de metagendmica tém
mostrado que a introdugdo de substancias e/ou elementos
téxicos nos ambientes naturais provocam a redugdo da
diversidade microbiana, mas ndo necessariamente altera a
capacidade da comunidade nas atividades de degradagao e/ou
transformagéo de poluentes. Estas mudangas da comunidade
podem ser explicadas pela diminuigdo abrupta da abundancia,
ou até extingdo, da maioria das espécies - que sdo sensiveis
ao efeito téxico dos poluentes; por outro lado, tem se
observado nestes ambientes a predominancia de novos grupos
(menos abundantes) que possuem vias metabdlicas
especificas relacionadas a tolerancia as condi¢cbes adversas e
transformagdo dos poluentes. Estes grupos microbianos
apresentam caracteristicas promissoras para os processos de
biorremediagdo, mas a grande maioria compreende
organismos ainda nao cultivaveis em laboratério.

Diante destes novos fatos revelados pelas analises
metagendmicas, uma nova atribuicdo tem sido dada a estas
abordagens: guiar o desenvolvimento de novas estratégias de
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cultivo e reduzir o espaco de tempo inerente as tentativas e
erros de técnicas tradicionais de cultivo. Recentemente,
Gutleben et al. (2018) apresentam uma revisdo sobre uma
nova era de uso das informagées das Omicas para auxiliar as
tecnologias de cultivo microbiano. Os autores resumem os
estudos pioneiros que usaram informagdes provenientes das
multi-6micas para selegcao de formulagbes e enriquecimentos
seletivos na obtencdo de novos isolados microbianos
especificos. Pela integracdo dos exemplos apresentados os
autores propdéem um fluxograma para facilitar futuras
estratégias de cultivo que se inspiram na complexidade
microbiana do ambiente.

Diante do exposto torna-se evidente que as informagbes
geradas pelas abordagens independentes de cultivo,
principalmente pelo uso de SNG, podem ser utilizadas para
diversas finalidades, incluindo inferéncias ecolégicas e
funcionais sobre os micro-organismos presentes nos ambientes
e a prospecgao de produtos biotecnolégicos que possam ser
empregados para fins ambientais e industriais. Se os
microbiomas forem mais bem descritos e entendidos, tais
informagdes estardo disponiveis para o desenvolvimento de
novas tecnologias, especialmente aquelas que se concentrardo
em uma melhor exploragdo das caracteristicas microbianas
locais. Mais precisamente, além de obter novos isolados
microbianos, pode ser possivel alterar a estrutura da
comunidade, seja pela estimulagdo de organismos enddgenos,
pela inoculagdo de organismos exdgenos ou pelo controle de
condigdes ambientais, de modo a beneficiar grupos especificos
que atuam de forma significativa nos ambientes.
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