
Missão Institucional

A missão do Centro de Tecnologia Mineral - CETEM

é desenvolver tecnologia para o uso sustentável dos 

recursos minerais brasileiros.

O CETEM

Tecnologia
Ambiental

Série

Biorremediação de solos
multicontaminados e de áreas
impactadas pela mineração:
Acessando a diversidade
microbiana através do
sequenciamento de nova geração

Sandy Sampaio Videira

Cláudia Duarte da Cunha 

105



SÉRIE TECNOLOGIA AMBIENTAL 
 

 
Biorremediação de solos multicontaminados e de 
áreas impactadas pela mineração: Acessando a 
diversidade microbiana através do sequenciamento 
de nova geração 
 

 



PRESIDÊNCIA DA REPÚBLICA 

Michel Miguel Elias Temer Lulia 
Presidente 

MINISTÉRIO DA CIÊNCIA, TECNOLOGIA, INOVAÇÕES E 
COMUNICAÇÕES 

Gilberto Kassab 
Ministro de Estado da Ciência, Tecnologia, Inovações e 
Comunicações 

Elton Santa Fé Zacarias 
Secretário Executivo 

Gustavo Zarif Frayha 
Diretor de Gestão das Unidades de Pesquisa e Organizações Sociais 

Isabela Sbampato Batista Reis de Paula 
Coordenadora-Geral das Unidades de Pesquisa e Organizações 
Sociais 

CETEM – CENTRO DE TECNOLOGIA MINERAL 

Fernando Antonio Freitas Lins 
Diretor 

Durval Costa Reis 
Coordenador de Administração - COADM 

Robson de Araújo D'Ávila 
Coordenador de Planejamento, Gestão e Inovação - COPGI 

Claudio Luiz Schneider 
Coordenador de Processamento e Tecnologias Minerais - COPTM 
Andréa Camardella de Lima Rizzo 
Coordenadora de Processos Metalúrgicos e Ambientais - COPMA 

Francisco Wilson Hollanda Vidal 
Coordenador do Núcleo Regional do Espírito Santo - CONES 

José Antônio Pires de Mello 
Coordenador de Análises Minerais - COAMI 
  



SÉRIE TECNOLOGIA AMBIENTAL 
ISSN  0103-7374                     ISBN  978-85-8261-094-7 

STA - 105 

 

 
Biorremediação de solos 
multicontaminados e de áreas impactadas 
pela mineração: Acessando a diversidade 
microbiana através do sequenciamento de 
nova geração 
 
 
Sandy Sampaio Videira 
Eng. Agrônoma – D.Sc.  em Agronomia – Ciência do Solo, 
Bolsista PCI do CETEM/MCTIC 

Cláudia Duarte da Cunha 
Eng. Química – D.Sc. em Tecnologias de Processos 
Químicos e Bioquímicos, Tecnologista sênior do 
CETEM/MCTIC 
 

 

 

 

 

 

CETEM/MCTIC 
2018



SÉRIE TECNOLOGIA AMBIENTAL 
Luis Gonzaga Santos Sobral 
Editor 

Andréa Camardella de Lima Rizzo 
Subeditora 

CONSELHO EDITORIAL 
Marisa Bezerra de M. Monte (CETEM), Paulo Sergio M. Soares 
(CETEM), Saulo Rodrigues P. Filho (CETEM), Silvia Gonçalves 
Egler (CETEM), Vicente Paulo de Souza (CETEM), Antonio 
Carlos Augusto da Costa (UERJ), Fátima Maria Zanon Zotin 
(UERJ), Jorge Rubio (UFRGS), José Ribeiro Aires (CENPES), 
Luis Enrique Sánches (EPUSP), Virginia Sampaio Ciminelli 
(UFMG). 

A Série Tecnologia Ambiental divulga trabalhos relacionados ao setor 
minerometalúrgico, nas áreas de tratamento e recuperação ambiental, 
que tenham sido desenvolvidos, ao menos em parte, no CETEM. 

O conteúdo desse trabalho é de responsabilidade exclusiva do(s) 
autor(es). 

Valéria Cristina de Souza 
Coordenação Editorial 
Editoração Eletrônica 

Sandy Sampaio Videira 
Revisão 

Ana Maria Silva Vieira de Sá 
CRB7 3982 
Catalogação na Fonte 
 
 

 

 

Videira, Sandy Sampaio 
      Biorremediação de solos multicontaminados e de áreas impactadas 
pela mineração: Acessando a diversidade microbiana através do 
sequenciamento de nova geração / Sandy Sampaio Videira, Cláudia D. 
da Cunha __Rio de Janeiro: CETEM/MCTIC, 2018. 
      57p.: il. (Série Tecnologia Ambiental, 105) 

1. Biorremediação. 2. Hidrocarbonetos. 3. Drenagem ácida de mina 
I. Centro de Tecnologia Mineral. II. Cunha, Cláudia Duarte. III. Título. 
IV. Série. 

CDD – 628.1683 

 



SUMÁRIO 

RESUMO _________________________________________ 7 

ABSTRACT _______________________________________ 8 

1 | INTRODUÇÃO __________________________________ 9 

2 | REVISÃO BIBLIOGRÁFICA _______________________ 17 

2.1 | Aplicação Ambiental ________________________ 17 

3 | CONSIDERAÇÕES FINAIS _______________________ 43 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ___________________ 45 

 



 



RESUMO 
Como resultado da capacidade imprevisível de se adaptar a 
diferentes condições ambientais, os micro-organismos habitam 
em diferentes tipos de nichos biológicos na Terra. Devido ao 
papel fundamental desses organismos em muitos processos 
biogeoquímicos, as tendências da microbiologia moderna 
enfatizam a necessidade de conhecer e compreender a 
estrutura e a função das comunidades microbianas complexas. 
Isto é particularmente importante se a estratégia se relaciona 
com comunidades microbianas que produzem tecnologias 
limpas, como, por exemplo, a remediação de ambientes 
contaminados. Até recentemente, a detecção e identificação de 
micro-organismos que habitavam ambientes em condições 
adversas baseava-se apenas em métodos dependentes de 
cultivo. Apesar de muitas vantagens, esses métodos fornecem 
informações limitadas, uma vez que identificam apenas 
organismos viáveis capazes de crescer em condições padrão 
de laboratório. No entanto, para que seja possível compreender 
e aplicar os processos microbiológicos, para fins ambientais e 
industriais, é necessário conhecer a composição real das 
comunidades microbianas e suas atividades. Mais 
recentemente, técnicas moleculares de alto desempenho, como 
o sequenciamento de nova geração, tem representado uma 
alternativa favorável aos métodos tradicionais de cultivo, 
permitindo uma avaliação mais completa da biodiversidade e a 
identificação de organismos-chave e rotas metabólicas 
essenciais envolvidas na remediação de contaminantes pelos 
micro-organismos. Vale ressaltar, ainda, que os dados 
moleculares, juntamente com as características 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 então não 
haviam sido cultivados em laboratório. Diante do exposto, esta 
revisão apresenta uma compilação de trabalhos publicados em 
revistas científicas que utilizam o sequenciamento de nova 
geração, técnica moderna de biologia molecular, para avaliar a 
diversidade microbiana, bem como sua dinâmica, em solos 
multi-contaminados e em áreas degradadas contendo 
drenagem ácida de mina.  
Palavras-chave: biorremediação; metal; hidrocarbonetos; 
drenagem ácida de mina; metagenômica. 



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 | INTRODUÇÃO 
As comunidades microbianas terrestres são conhecidas por 
serem inacreditavelmente diversas, abrigando milhares de 
espécies de procariotos e eucariotos, bem como suas 
associações. O estudo do nicho destes micro-organismos tem 
revelado que os mesmos estão envolvidos, direta ou 
indiretamente, com a grande maioria dos processos ambientais 
da biosfera, especialmente na área da geoquímica. Dentre as 
atividades nesta área, podemos destacar a formação e a 
degradação mineral, a ciclagem de material orgânico e 
inorgânico, fracionamento químico e isotópico e gênese e 
degradação de combustíveis fósseis. A degradação mineral 
microbiana inclui fenômenos como, por exemplo, a 
intemperização, biolixiviação, a formação de solos e 
sedimentos, bem como suas transformações. Com relação aos 
combustíveis fósseis, os micro-organismos se relacionam com 
a produção de metano, carvão, turfa e petróleo. Além da 
atuação em processos naturais, algumas atividades podem ser 
comercialmente exploradas em processos como a extração de 
metais a partir de minas e rejeitos, gênese de biogás, 
recuperação terciária de petróleo e biorremediação 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 laboratório. Esse tipo de abordagem tem sido 
essencial para as análises de caracterização bioquímica e 
fisiológica de culturas puras, bem como para o 
desenvolvimento e otimização de processos biotecnológicos 
que utilizam culturas celulares. Por outro lado, esses dados 
fornecem pouca informação sobre o potencial metabólico da 
comunidade de micro-organismos e, consequentemente, sobre 
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a taxonomia dos reais responsáveis pelos processos biológicos 
in situ (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2016; SUN et al., 2018). 
Neste sentido, estudos que utilizam uma abordagem 
independente de cultivo tem ganhado espaço na área da 
microbiologia e revolucionado drasticamente o campo da 
ecologia microbiana. Os primeiros relatos já identificaram, por 
exemplo, que o número de colônias bacterianas obtidas a partir 
de meios de cultivo é significativamente menor do que o 
número de células que realmente estão presentes nos 
ambientes e que os micro-organismos mais facilmente 
cultivados em laboratório não 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 condições de 
laboratório. Esse fenômeno, chamado Grande Anomalia da 
Contagem em Placa (Great Plate Count Anomaly) (Staley 
1985) resultou no desenvolvimento de diferentes técnicas de 
cultivo usando tecnologias avançadas como microfluidos 
(BOITARD et al., 2015), chips de cultivo (BOUGUELIA et al., 
2013), manipulação de células simples (PARKER et al., 2011) e 
cultivo de alta-performace denominado culturômica (LAGIER  
et al., 2012). Apesar dessas técnicas terem se expandido 
imensamente, a grande anomalia da contagem em placa 
persiste pela combinação de inúmeros fatores, conforme 
descrito por Dini-Andreote e van Elsas (2013). Esta 
constatação traz à tona a necessidade de novos métodos de 
investigação da diversidade microbiana. 
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Para enumeração e análise da diversidade microbiana, bem 
como o potencial das comunidades, as abordagens 
subsequentes ao cultivo em laboratório 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 compreensão e uma visão sistêmica da diversidade 
microbiana e de sua distribuição (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 número de biomas. 
Além dessa iniciativa, outras propostas sugiram, como o 
Projeto Microbioma Brasileiro - que visa coletar e comparar, de 
forma sistemática, informações sobre a diversidade microbiana 
em diversos ambientes (PYLRO et al., 2014). 

As abordagens moleculares ou independentes de cultivo são 
baseadas na detecção e análise de ácidos nucleicos (i.e., DNA 
ou RNA) extraídos diretamente de amostras ambientais. Este 
tipo de estudo é baseado em marcadores filogenéticos para 
identificação de espécies microbianas (gene 16S rRNA para 
bactérias e arqueias e 18S rRNA ou ITS para fungos) e genes 
funcionais como, por exemplo, os genes envolvidos na 
degradação de substâncias recalcitrantes e nos ciclos 
biogeoquímicos de C, N, P, K e S (LAURIE e LLOYD-JONES, 
2000; YANG et al., 2015). Os dados gerados por estas análises 
geram informações mais reais sobre a estrutura, abundância, 
composição e o potencial das comunidades (ANDREOTE et al., 
2009). Adicionalmente, neste tipo de abordagem tem sido 
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possível identificar tanto os membros mais abundantes como 
aqueles presentes em baixo número (biosfera “rara”), que tem 
se mostrado de grande relevância ambiental, uma vez que 
respondem rapidamente a perturbações ambientais (WANG  
et al., 2017). 

A utilização massiva das informações geradas por estas 
técnicas, juntamente com o avanço de ferramentas para 
análise dos dados (bioinformática), tem sido tão expressiva nos 
últimos anos que deu origem a um novo campo de estudo 
denominado Ômicas; que tem por finalidade ampliar a 
exploração de sistemas complexos usando uma abordagem 
holística e não reducionista à pesquisa biológica (WHITE et al., 
2017). De maneira geral, esta abordagem combina informações 
sobre o potencial genômico de diversos ambientes e as 
transformações que ocorrem em resposta a mudanças 
ambientais, uma vez que a simples presença do gene não 
implica na sua expressão e, menos ainda, na tradução e 
atividade da proteína relacionada. Este conjunto de análise de 
comunidades microbianas inclui o estudo do Metagenoma 
(DNA), Metatranscriptoma (mRNA), Metaproteoma (proteínas) 
e Metaboloma (metabólitos) (Figura 1). O termo metagenoma 
se refere à coleção de genomas dos micro-organismos 
presentes em determinado ambiente, representando o 
potencial taxonômico e funcional do ecossistema. 
Metatranscriptoma representa os genes funcionais que são 
transcritos (potencialmente ativos) num dado tempo de 
amostragem, representando a expressão funcional e 
taxonômica, bem como a regulação ao nível transcricional do 
ecossistema. Devido à complexa regulação da expressão 
gênica a nível transcricional e/ou traducional, a metaproteômica 
representa uma imagem mais clara dos genes que foram 
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expressos no momento da amostragem. Já a metabolômica, se 
refere a todos os metabólitos (açúcares, lipídios etc.) 
produzidos por uma comunidade microbiana, representando os 
produtos das vias metabólicas dentro de um ecossistema 
(WHITE et al., 2017). 

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

Figura 1. Ilustração das principais etapas nas abordagens de 
metagenômica, metatranscriptômica, metaproteômica e metabolômica.  
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Estes tipos de análise apareceram no mercado por volta de 
2005 e eram utilizadas, principalmente, na área da saúde.  
No entanto, com a otimização dos protocolos para extração de 
ácidos nucleicos e das plataformas de trabalho, o que 
acarretou numa consequente redução dos custos, sua 
utilização foi ampliada para as diferentes áreas de pesquisa 
que envolvem sistemas biológicos complexos. Mais 
recentemente, o aumento exponencial do volume de dados 
gerados pelas multi-ômicas está diretamente relacionado ao 
desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de alto-
desempenho ou de nova geração (SNG) (Box 1); que permite 
uma análise mais detalhada da diversidade, abundância e 
funcionalidade de toda a comunidade microbiana, bem como 
sua dinâmica durante e após modificações das condições 
ambientais naturais. Nesta tecnologia milhões de sequências 
de DNA podem ser analisadas paralelamente, aumentando o 
rendimento, rapidez e precisão das análises. 

Diante do exposto, torna-se claro que estas novas abordagens 
oferecem a possibilidade de explorar a diversidade genética e 
fisiológica de um ecossistema, gerando informações sobre 
Quem são os micro-organismos presentes nas comunidades, 
O que eles estão fazendo e Como interagem para manter o 
equilíbrio ou a transformação ambiental. Atualmente, essas 
técnicas inovadoras constituem a chave para estudar os micro-
organismos e suas atuações nos mais diversos processos 
biológicos, melhorando a compreensão sobre o funcionamento 
dos ecossistemas, e disponibilizando informações relevantes 
para otimização de processos biotecnológicos que podem ser 
aplicados com fins industriais e ambientais. 
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BOX 1 -Sequenciamento de nova geração (SNG)  

De maneira geral, as plataformas que realizam o SNG tem a 
capacidade de “ler” até bilhões de fragmentos de DNA ao mesmo 
tempo, permitindo a geração mais rápida e completa de perfis 
genômicos de amostras ambientais com um custo relativamente 
acessível. O lançamento 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 última década, as tecnologias 
SNG continuaram a evoluir - aumentando de 100-1000 vezes sua 
capacidade de análise (KIRCHER e KELSO, 2010) - e incorporando 
inovações para enfrentar as complexidades dos genomas e sistemas 
biológicos complexos (GOODWIN et al., 2016).  

Dentre as plataformas utilizadas atualmente para SNG está a Ion 
Torrent (Life Techologies), que se diferencia das demais por não 
utilizar bases marcadas por fluoróforos e câmeras de detecção a laser 
para identificar as bases que são incorporadas ao longo da reação de 
polimeração; reduzindo, dessa forma, a complexidade do equipamento 
e o custo da reação de sequenciamento. Além disso, a plataforma 
oferece diferentes tipos de chips e instrumentos que permitem maior 
ajuste às necessidades dos pesquisadores. A capacidade dos chips 
para leitura das amostras varia de 50 MG a 15 Gb, com tempos de 
execução de 2 a 7 horas, tornando-a mais rápida do que a maioria das 
outras plataformas disponíveis. 

De maneira geral, nesta tecnologia, os fragmentos de DNA 
(sequências gênicas ou fragmentos genômicos) são ligados a 
adaptadores específicos e posteriormente submetidos a PCR em 
emulsão. Nesta reação, os fragmentos de DNA se ligam a 
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microesferas através de adaptadores complementares, e em conjunto 
com os demais reagentes necessários para uma reação de PCR, onde 
são geradas milhares de cópias de cada fragmento de DNA presente 
na amostra. Após este processo de enriquecimento, as microesferas, 
os reagentes e soluções de sequenciamento são depositados em um 
chip de silício que contém milhões de poços com diâmetro suficiente 
para alojar uma única microesfera. As reações de polimeração são 
realizadas em ciclos, aos quais são incorporados um tipo de 
nucleotídeo de cada vez. A medida que cada nucleotídeo é 
incorporado, é gerado, naturalmente, um íon H+ como subproduto.  
A liberação deste próton resulta na mudança do pH da solução que é 
detectada por um semicondutor do tipo CMOS (complementary metal-
oxide-semiconductor) e um transístor do tipo ISFET (ion-sensitive 
field-effect transistor), e convertida em um sinal elétrico (Figura B1). 
Após a introdução de uma base nucleotídica, as bases não 
incorporadas são 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 geração 
usando a plataforma Ion Torrent™ Personal Genome Machine® 
(PGM) (Life Technologies).  
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2 | REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 | Aplicação Ambiental 

Os primeiros estudos de metagenômica foram focados em 
ambientes de baixa diversidade, como o intestino humano, a 
drenagem ácida de mina e amostras de água do mar, 
principalmente devido à indisponibilidade de tecnologias 
eficientes de sequenciamento de DNA e ferramentas robustas 
de bioinformática para análise 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 têm sido estudados, incluindo 
ambientes contaminados com compostos orgânicos e 
ambientes extremos com alta acidez, baixo nível de oxigênio e 
alta concentração 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 
biotecnológicos, principalmente na área de produção de 
tecnologias limpas, como, por exemplo, na biorremediação de 
ambientes contaminados por diversos poluentes, incluindo os 
orgânicos (como hidrocarbonetos e pesticidas) e/ou inorgânicos 
(como metais, tais como Mn, Cr, Cd, Zn, Pb, As etc.).  
Em função do grande número de aplicações ambientais para o 
SNG, neste documento serão abordadas somente aplicações 
de metagenômica para identificação de diversidade e 
funcionalidade microbiana em solos multi-contaminados e em 
drenagem ácida de mina. 
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2.1.1 | Solos multi-contaminados 

Devido às atividades antropogênicas, especialmente aquelas 
relacionadas à indústria petrolífera, grandes áreas em todo o 
mundo têm sido expostas a poluentes orgânicos como os 
hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs) e metálicos, 
como Cu, Zn, Pb, As e Ni. Ambos os tipos de contaminantes 
tem gerado um grande interesse nas últimas décadas devido 
as suas propriedades mutagênicas e cancerígenas e, além 
disso, são recalcitrantes e permanecem longos períodos no 
ambiente (HENTATI et al., 2013; KIM et al., 2015).   

Em função dos efeitos nocivos provocados pelos 
contaminantes em questão, muitas tecnologias têm sido 
desenvolvidas e aplicadas a fim de minimizá-los. A grande 
maioria dos métodos de remediação tradicionais (físico-
químicos) é extremamente dispendiosa, principalmente devido 
ao custo de escavação 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 eficiência limitada destes tratamentos estimularam o 
desenvolvimento de tecnologias alternativas para aplicação in 
situ baseada, particularmente, na capacidade de remediação 
biológica do próprio ambiente (biorremediação) (BELL et al., 
2014; VARJANI et al., 2017).  

A estratégia de biorremediação consiste na utilização de 
processo ou atividade biológica por meio de organismos vivos 
(micro-organismos ou plantas), que possuam a capacidade de 
modificar ou decompor determinados poluentes, 
transformando, assim, estes contaminantes em substâncias 
inertes ou compostos menos nocivos (WOLICKA et al., 2009). 
No âmbito microbiológico, estes processos podem ser 
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realizados naturalmente por micro-organismos endógenos 
(atenuação natural), por manejo do ambiente para estimulação 
de micro-organismos endógenos (bioestimulação) e/ou pela 
adição de micro-organismos exógenos (bioaumento) (VARJANI 
e UPASANI, 2016). 

Estas técnicas têm sido desenvolvidas desde 1940, mas só 
ganharam popularidade em 1980 devido ao derramamento de 
petróleo da Exxon Valdez (BRAGG et al., 1994). Mais 
recentemente esta tecnologia vem sendo utilizada em vários 
países e, em certos casos, apresenta menor custo, maior 
eficiência na remoção dos contaminantes quando comparada 
às técnicas físicas e químicas, além de ser considerada uma 
técnica ambientalmente amigável (LU et al., 2014). Em função 
dos resultados promissores, já tem sido utilizada em escala 
comercial no tratamento de diversos resíduos e na remediação 
de áreas contaminadas com óleo (QIN et al., 2013; FUENTES 
et al., 2014; HELMY et al., 2015).  

Na aplicação das diversas tecnologias de biorremediação  
torna-se evidente que uma das primeiras etapas para definir a 
melhor estratégia a ser aplicada é 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 
clássicos de isolamento e cultivo em laboratório; nos quais se  
determinavam a taxonomia e a habilidade de degradação dos 
poluentes pelos micro-organismos. Estes ensaios têm a 
capacidade de inferir sobre o potencial metabólico da 
comunidade microbiana com base na taxonomia e ensaios 
controlados dos micro-organismos de forma isolada.  
No entanto, os solos são ambientes extremamente complexos, 
onde ocorrem diferentes formas de interação 
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geomicrobiológica. Por isso, os estudos independentes de 
cultivo que revelam, de forma mais ampla, a estrutura e 
funcionalidade das comunidades, bem como sua dinâmica, têm 
ganhado espaço na área de biorremediação.  

Mais recentemente, os trabalhos têm revelado que a 
diversidade microbiana dos ambientes contaminados, avaliada 
pelos métodos cultiváveis, é extremamente subestimada 
(MENDES et al., 2013; STEFANI et al., 2015), e ignoram 
informações sobre a dinâmica da população durante o 
processo, bem como a identidade e atividade de micro-
organismos-chave para os processos de remediação, que nem 
sempre são cultiváveis (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2016). 
Diante destas evidências, as ferramentas moleculares, 
especialmente a metagenômica, têm sido aplicada e ampliado, 
significativamente, o conhecimento da ecologia microbiana em 
ambientes contaminados, servindo como base para otimização 
de estratégias de biorremediação.  

Inicialmente, os estudos eram focados, basicamente, na 
determinação da diversidade microbiana dos solos 
contaminados e os resultados revelavam grandes mudanças da 
comunidade, principalmente a diminuição significativa da 
diversidade. Por muitos anos, este fato foi utilizado como 
principal fator responsável pela baixa eficiência de degradação 
dos poluentes (RON e ROSENBERG, 2014); no entanto, mais 
recentemente, com o grande volume de dados relacionados à 
taxonomia das comunidades e à composição de genes 
presentes, tem-se verificado que a diminuição da diversidade 
microbiana pode não afetar a eficiência de degradação dos 
elementos tóxicos.  
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Jung et al. (2016), através de ensaios em microcosmos, 
identificaram a redução ou alteração da diversidade bacteriana 
pela contaminação com hidrocarbonetos (óleo diesel) e, assim 
como outros autores, atribuíram este fato à toxicidade do 
diesel. Entretanto, quando os autores avaliaram o efeito da 
perda de diversidade no potencial da comunidade para 
degradar o diesel, através da detecção de genes relacionados 
à oxidação de alcanos, observaram que a redução da 
diversidade não modificou a abundância dos genes funcionais, 
que foi 13 vezes maior nas comunidades onde havia menor 
diversidade. Esses resultados mostraram correlação positiva 
com os dados encontrados nos testes de degradação do 
diesel, que foi mais eficiente nas comunidades de menor 
diversidade bacteriana. Neste mesmo trabalho, os autores 
mostram que, com relação às mudanças na comunidade, os 
grupos Proteobacteria e Actinobacteria foram os mais 
abundantes. Levando em conta sua prevalência e capacidade 
de degradação, a redução da diversidade microbiana, causada 
pela adição de hidrocarboneto, que é tóxico para a maioria dos 
micro-organismos, pode ter proporcionado condições mais 
favoráveis para aumento de Proteobacteria e Actinobacteria, 
refletindo, positivamente, na degradação dos poluentes. Esses 
grupos bacterianos são comumente encontrados em ambientes 
contaminados e tem demonstrado alto potencial de degradação 
de substâncias recalcitrantes (ALVAREZ et al., 2017).  
De maneira geral, os autores concluem que a mudança na 
abundância dos organismos pode produzir condições ótimas 
para grupos microbianos com funções ecológicas específicas 
(JUNG et al., 2016).  
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Morais et al. (2016) avaliando o efeito da contaminação de 
petróleo na mudança da comunidade microbiana (arqueia, 
bacteria e fungo) de solos da Ilha de Trindade, usando SNG, 
também identificaram uma redução significativa na diversidade 
dos micro-organismos após adição de óleo, sendo a 
comunidade de fungos a mais sensível, com redução de quase 
40% do total das espécies observadas. As comparações 
taxonômicas mostraram que, com adição do óleo cru, houve 
aumento significativo na abundância do filo Actinobacteria, 
principalmente do gênero Nocardia, que representava menos 
de 0,01% do total de sequências nas amostras controle e 
aumentou para 9,4% das sequências nas amostras contendo 
óleo cru. Mudanças menos expressivas também foram 
identificas em diversas classes de Proteobacteria e Archeae, 
principalmente Nitrososphaerales. Esses resultados 
corroboram outros dados da literatura, e reforçam a premissa 
de que Actinobacteria é uma opção promissora para 
degradação de hidrocarbonetos recalcitrantes, uma vez que 
produzem enzimas extracelulares que degradam uma grande 
variedade de hidrocarbonetos complexos. Além disso, muitas 
espécies de Actinobacteria são capazes de produzir 
biossurfatantes que aumentam a solubilidade e 
biodisponibilidades de hidrocarbonetos (SILVA et al., 2015; 
MORAIS et al., 2016). Estes resultados têm sido tão 
expressivos que diversas estratégias de uso de Actinobacteria 
têm sido aplicadas como, por exemplo, a bioestimulação e o 
bioaumento, com e sem o uso de culturas mistas (ALVAREZ  
et al., 2017). Estas estratégias tem sido eficientes para 
biorremediação de diversos ambientes contaminados, 
principalmente para os multicontaminados com compostos 
orgânicos e inorgânicos. Estes ambientes são difíceis de 
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remediar uma vez que os metais pesados, por exemplo, podem 
inibir a biodegradação dos compostos orgânicos. No entanto, 
trabalhos recentes têm 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 biodegradação em 
amostras de solo contendo uma mistura de diesel e biodiesel 
(9:1) durante 28 dias em microcosmos. A abundância de cada 
grupo variou de acordo com a técnica aplicada; na atenuação 
natural, por exemplo, Actinobacteria foi a mais abundante, 
seguida por Bacteriodetes e Firmicutes. Quanto aos testes de 
biodegradação, os autores verificaram que o tratamento de 
bioaumento com bactérias autóctones, ou seja, obtidas do 
próprio local contaminado, mostrou maior redução de TPH 
(25%) quando comparado tanto com a atenuação natural 
quanto com a bioestimulação e bioaumento com bactérias 
exógenas, oriundas de outros ambientes. Estes resultados 
encontram-se em consonância com outros da literatura, que 
mostram que os indivíduos autóctones são mais adaptados 
àquela condição e, por isso, apresentam melhor eficiência 
metabólica e competitividade na degradação 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 níveis de 
interações, o que pode influenciar diretamente a eficiência de 
degradação de poluentes, incluindo os hidrocarbonetos 
(ZAFRA et al., 2016).  Além disso, por se tratar de um sistema 
complexo com muitas interações, o sucesso da biorremediação 



24 Videira, S.S. & Cunha, C.D. da 

 

 

não depende somente das características metabólicas e 
atividade dos micro-organismos; também devem ser 
consideradas as características de cada solo, tais como 
umidade, temperatura, pH, disponibilidade de oxigênio, 
nutrientes e concentração de hidrocarbonetos e metais 
pesados, por exemplo (SUJA et al., 2014; VARJANI e 
UPASANI, 2017). 

Além da estrutura, composição e dinâmica das comunidades 
microbianas, as abordagens metagenômicas de ambientes 
poluídos têm levado à descoberta de um número crescente de 
novas famílias gênicas e à existência de vias metabólicas 
desconhecidas de degradação em comunidades microbianas, 
principalmente relacionadas com bactérias ainda não cultivadas 
(BOUHAJJA et al., 2016; WANG et al., 2017). Embora o 
avanço nesta área seja evidente e indiscutível, e apesar do 
custo decrescente do sequenciamento de nova geração e do 
aumento da sofisticação de métodos computacionais para 
análise de dados, a metagenômica ambiental continua 
dominada por estudos descritivos "instantâneos" (com base em 
amostras de um único ponto e local) que fornecem informações 
sobre a composição da comunidade e a atividade potencial, 
mas não sobre a estabilidade da comunidade, resiliência e 
resistência à mudança (PROSSER et al., 2015). Além da 
necessidade de expandir as amostragens para estudo da 
dinâmica de populações, a metagenômica por si descreve o 
potencial funcional das comunidades na presença de 
poluentes; por isso, estes estudos devem ser utilizados em 
conjunto com metatranscriptomica (análise do grupo de mRNA 
de uma comunidade por sequenciamento de cDNA) 
(PROSSER, 2015), metaproteômica (Análise do grupo de 
proteínas de uma comunidade) (PAN e BANFIELD, 2014) e 
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metabolômica (análise do grupo de metabólitos em uma 
comunidade) (LONGNECKER et al., 2015), a fim de ter uma 
visão global da dinâmica e funcionalidade microbiana em 
ambientes poluídos e, consequentemente, servir de base  
para o desenvolvimento e otimização de estratégias de 
biorremediação. 

2.1.2 | Drenagem ácida de mina 

A indústria de mineração beneficia e processa milhões de 
toneladas de minérios todos os anos, e deste total, mais de 
90% é considerado resíduo; que são dispostos em forma de 
pilhas (rocha residual) ou barragens (DUNBAR, 2017, 
FALAGÁN et al., 2017). As características destes resíduos 
variam em função da composição química do material de 
origem, do tipo de mineração e da forma como o mineral foi 
processado. De maneira geral, estes materiais tem pouco valor 
econômico quando comparados com as rochas brutas; no 
entanto, podem conter metais de transição como ferro, cobre, 
arsênio, níquel e zinco, em teores relativamente elevados e, 
ocasionalmente, metais preciosos como ouro e prata, que não 
tenham sido separados na etapa de flotação (AHMADDI et al., 
2015). Além disso, quando estes rejeitos são expostos ao 
oxigênio e a água, é desencadeada a dissolução oxidativa dos 
minerais, gerando a drenagem ácida de mina (DAM), que é um 
grave problema ambiental com distribuição global (CHEN et al., 
2016). 

A DAM é resultante da oxidação de pirita (FeS2) e outros 
sulfetos minerais que ocorre quando, no processamento 
mineral, estes minerais são expostos ao ar e/ou a água.  
A formação de DAM ocorre naturalmente, mas a atividade 
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microbiana aumenta sua taxa de formação e parece ser 
responsável pela maior parte da drenagem gerada. Este 
sistema se caracteriza pela elevada acidez (pH <3,5), altas 
concentrações de ânions sulfato (~2000 ml L-1) e cátions 
metálicos como Mn, Cr, Cd, Pb, As etc. (CHEN et al., 2016). 
Esse percolado, DAM, é capaz de contaminar solos, águas 
superficiais e subterrâneas, permanecendo por um longo 
período nesses ecossistemas. Diante deste fato, o principal 
desafio tem sido buscar uma forma de impedir a acidificação 
dos rejeitos de minas ao longo da operação e recuperar os 
rejeitos já acidificados, em minas abandonadas (KALINA et al. 
2011). 

A remediação desses ambientes inclui diferentes estratégias 
físico-químicas e biológicas. A neutralização química da acidez 
das águas residuais é, sem dúvida, a mais utilizada; no 
entanto, o calcário utilizado neste processo pode formar uma 
camada impermeável de hidróxido metálico que diminui a 
eficiência de precipitação. Já a utilização de processo biológico 
no tratamento de DAM tem sido considerada uma estratégia 
promissora, visto que (i) apresenta menor custo e maior 
facilidade de implantação quando comparada as tecnologias 
convencionais, (ii) os contaminantes são geralmente 
degradados por completo, não sendo transferido para outros 
meios, além de (iii) permitir a precipitação e, consequente, 
recuperação diferencial de metais (MUYZER et al., 2008).  

Apesar da acidez extrema, calor e altas concentrações de 
sulfato e metais tóxicos, os sistemas contendo DAM abrigam 
micro-organismos metabolicamente ativos, que são muito bem 
adaptados e desempenham papéis essenciais nestes 
ecossistemas (UTGIKAR et al., 2002). Estes organismos 
formam uma biosfera quimiolitotrófica sustentada por doadores 
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de elétrons derivados de sulfetos, CO2, O2 e N2 do ar, e sua 
diversidade varia de acordo com pH, temperatura, constituição 
do minério e concentrações de metais (BAKER e BANFIELD, 
2003). Em função de seu metabolismo cosmopolita e, 
consequentemente, à sua capacidade de sobrevivência em 
ambientes extremos, esses micro-organismos apresentam 
grande potencial para a biomineração e a remediação biológica 
de DAM. Em geral, enquanto a biomineração se beneficia com 
a atuação de micro-organismos que oxidam ferro e enxofre, as 
atividades dos redutores de sulfato são vitais em sistemas de 
tratamento biológico de efluentes (DAM). A biomineração foi 
bem estabelecida e é amplamente aplicada mundialmente, o 
que não acontece na remediação biológica de DAM (HEDRICH 
e JOHNSON, 2014). Embora muitas tentativas tenham sido 
desenvolvidas para DAM, e existam alguns processos com 
resultados satisfatórios (JOHNSON e HALBERG, 2005), é 
necessário um conhecimento mais amplo da estrutura e 
dinâmica da comunidade microbiana para que seja possível 
produzir opções biotecnológicas mais viáveis, tanto do ponto 
de vista ambiental como econômico. 

Vale ressaltar, ainda, que os sistemas biológicos são 
complexos e sua funcionalidade está diretamente relacionada 
ao consórcio microbiano, ou seja, conjunto de diferentes 
grupos de micro-organismos. Este fato torna mais difícil a 
identificação de organismos-chave que executam funções 
específicas como, por exemplo, a degradação de compostos 
recalcitrantes ou a transformação de metais (ZAFRA et al., 
2017). Na DAM, o consórcio microbiano, para uma função 
específica, pode incluir várias espécies e/ou diferentes estirpes 
de uma única espécie, com diferenças nos potenciais 
metabólicos, provavelmente devido aos múltiplos micro-nichos 
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formados neste tipo de ecossistema; mas, os estudos 
envolvendo micro-habitats em DAM ainda são escassos (MESA 
et al., 2017; TENG et al., 2017). 

A riqueza de espécies relativamente baixa, a fonte de recursos 
limitados e a estreita relação entre os processos biológicos e 
geoquímicos tornam o sistema contendo DAM um modelo 
promissor para estudos de ecologia microbiana, especialmente 
com base nas análises moleculares (independentes de cultivo). 
O primeiro estudo usando abordagens moleculares associado 
à DAM foi feito por Tyson et al. (2004) com biofilme em 
diferentes regiões de Richmond Mine em Iron Mountain, 
Califórnia. Nesse trabalho, os autores identificaram a 
dominância de poucas espécies e genes de resistência a 
metais e vias metabólicas relacionadas a ambientes adversos. 
Além disso, reconstruíram o genoma de um membro ainda não 
cultivado de Nitrospirae a partir do metagenoma do biofilme de 
DAM. A reconstrução do genoma revelou um único operon para 
fixação de nitrogênio. Baseados nesta informação, Tyson et al. 
(2005) desenvolveram um meio de cultivo livre de nitrogênio e 
utilizaram condições de cultivo similares às ambientais, com 
altas concentrações de metais pesados, pH 0,8 e 37ºC. Desta 
forma, eles obtiveram sucesso na obtenção de culturas puras 
de um membro do grupo III de Leptospirillum, que 
posteriormente foi descrito como uma nova espécie, L. 
ferrodiazotrophum. 

Posteriormente, com o avanço das técnicas moleculares, um 
grande volume de informações vem sendo agregado ao nosso 
conhecimento, incluindo a detecção de raras e novas espécies, 
novas famílias gênicas e vias metabólicas, além dos fatores 
ambientais que, direta ou indiretamente, determinam os 
padrões das comunidades microbianas em sistemas complexos 
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como minas de níquel, 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 geração  para análise da diversidade 
microbiana em micro-habitats de uma mina abandonada de 
mercúrio em Los Rueldos (Espanha),  identificaram a presença 
dominante de Leptospirillum sp no domínio Bacteria e da classe 
Thermoplasmata em Archeae. Com base na composição da 
comunidade microbiana total, os autores fizeram uma análise 
de predição funcional da comunidade em Los Rueldos, inferida 
pelas capacidades metabólicas previamente descritas dos 
micro-organismos detectados. A partir da análise destes dados, 
Mesa et al. (2017) propuseram um modelo que integra a 
diversidade e a função prevista nos micro-habitats de Los 
Rueldos (mineral, água e biofilme). De maneira geral, os 
autores descrevem que Leptospirillum spp., Acidithiobacillales e 
Betaproteobacteria são os prováveis responsáveis pela 
oxidação do ferro e enxofre dos minerais (S e ST), água 
(WOUT, WEN e WIN) e amostras de biofilme (BS, B1A, B1B, 
B2 e BF). A distribuição do oxidante de ferro neutrofílico, 
Gallionella, foi restrita a estalactite (ST). Os fixadores de 
carbono foram previsivelmente fotossintéticos em lagoas de 
água fora da galeria e foram principalmente representados por 
cianobactérias. Sugere-se que espécies/estirpes de 
Leptospirillum spp. sejam as responsáveis pela fixação 
inorgânica de carbono e nitrogênio em todos os micro-habitats 
dentro da galeria. A decomposição de matéria orgânica na 
drenagem acumulada fora da galeria (WEN) apoiaria a vida de 
membros da comunidade heterotrófica (Fungos, Protozoários, 
Proteobactérias e Arqueia) neste compartimento. A matriz 
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polimérica extracelular dos biofilmes constituirá a principal fonte 
de carbono dentro da galeria, apoiando o estilo de vida 
heterotrófico dos grupos microbianos mais abundantes 
presentes na caverna (Ciliados, Proteobacterias e Archeae).  
Os ciliados presentes no biofilme podem ter um impacto na 
estrutura populacional dos membros bacterianos da 
comunidade e a presença de diferentes gêneros em distintos 
estratos do biofilme provavelmente se relaciona com a 
composição diferencial da comunidade bacteriana, sugerindo 
adaptação a variáveis 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 e uma 
grande diversidade de espécies raras (SOGIN et al. 2006, 
LILJEQVIST et al., 2015). Estudos mais recentes, baseados em 
sequenciamento de DNA, ratificam a existência de espécies 
raras em vários ambientes de DAM. Liljeqvist et al. (2015), por 
exemplo, analisaram o DNA total associado à mina 
Kristineberg, no norte da Suécia, com o objetivo de identificar 
os micro-organismos e evidenciar, com base em análises 
metagenômicas, como os acidófilos eram capazes de crescer 
em baixas temperaturas. Nas amostras de biofilme e plânctons 
eles identificaram que o ambiente era dominado por poucas 
espécies, e o micro-organismo mais abundante apresentou 
similaridade com o acidófilo psicrotolerante, Acidithiobacillus 
ferrivorans. Com relação às sequencias metagenômicas 
funcionais, houve maior similaridade com sequências de 
Acidithiobacillus-like, Acidobacteria-like e Gallionellaceae-like 
relacionadas a proteínas de choque-frio, vias para produção de 
solutos e proteínas anti-congelamento. Além disso, também 
identificaram micro-organismos capazes de fixar nitrogênio e 
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carbono, com estilo de vida autotrófico dirigido pela oxidação 
de Fe2+ e compostos de enxofre inorgânico presentes nas 
águas da mina. 

A DAM é um ecossistema oligotrófico, ou seja, com baixa 
disponibilidade de elementos essenciais para o metabolismo 
dos organismos, como carbono orgânico e o nitrogênio, e 
embora a adição exógena destes recursos seja possível, a 
existência de micro-organismos capazes de fixar estes 
elementos, concomitantemente à oxidação 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 manutenção da comunidade. De fato, os dados revelam a 
predominância de famílias gênicas envolvidas na fixação de 
carbono e metabolismo de nitrogênio (como RuBisCO, prkB, e 
nifHDK) e na oxidação de ferro e enxofre (como citocromos e 
Sox); mas, além isso, também tem sido identificado uma 
grande quantidade de genes relacionados com a resistência a 
estresses em ambientes extremos como baixo pH (sqhC, 
kdpABC, clpX e clpP),  contra estresse oxidativo (ahpC, sodA e 
dnaX) e resistência a metais (czcA, czcB e czcC) (CHEN et al, 
2015; HUA et al, 2015; LILJEQVIST et al., 2015). Além da 
presença destes genes nos micro-organismos supracitados, 
alguns também têm sido identificados em organismos menos 
abundantes ou da “biosfera rara”, como o grupo de organismos 
não-cultiváveis ARMAN (do inglês 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 análises metagenômicas em sistemas de DAM 
(MÉNDEZ-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 metagenômicos 
massivos em subconjuntos, e conseguiram montar um 
“rascunho” de 11 genomas. A maioria dos genomas foi 
representado por espécies raras e/ou não-cultivadas 
(abundância relativa < 1%), incluindo Acidithiobacillus 
ferrooxidans-like FKB1, Acidithiobacillus thiooxidans-like FKB2, 
e ARMAN-like FKA8~FKA10. O conjunto de dados de 
metagenoma associado ao grupo ARMAN-like revelou a 
ausência de genes essenciais para o metabolismo deste grupo 
e a presença de genes específicos; 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 ausência destes genes essenciais em 
ARMAN-like também foi verificada por Golyshina et al. (2017). 
Com base em métodos de cultivo e análise metagenômica, 
Golyshina et al. (2017) identificaram um co-cultivo natural da 
Arqueia Cuniculiplasma divulgatum e um organismo 
relacionado com ARMAN-2 (Mia14), até então não cultivado, 
em amostras de biofilme da antiga mina de cobre de Parys 
Mountain (Ilha de Anglesey, Reino Unido). Os resultados 
mostraram que o genoma de Mia14 - ARMAN-2 - é altamente 
deficiente de sequências gênicas relacionadas a vias 
metabólicas essenciais, indicando a dependência de C. 
divulgatum, com ampla troca genética com seu hospedeiro in 
situ. Como já relatado em diversos artigos, é evidente a 
atuação de consório microbiano em sistemas de DAM e estes 
dados fornecem mais subsídios para investimentos em ensaios  
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de co-cultivo de organismos presentes em DAM, a fim de 
conhecer mais profundamente as interações e a funcionalidade 
nestes sistemas complexos.  

Os biofilmes são uma boa representação da importância destes 
consórcios microbianos no estabelecimento e manutenção das 
comunidades microbianas nestes ambientes adversos. Em um 
estudo recente, Drewniak et al. (2016) combinaram análises 
fisiológicas, metagenômica e de microscopia eletrônica para 
estudar a sorção e transformação de metais por biofilmes de 
ocorrência natural em duas minas de ouro e urânio - Zloty Stok 
goldmine (ZS) e Kowary uranium mine (KOW), na Polônia. 
Essas análises fisiológicas foram complementadas pelas 
análises metagenômicas para descrever os micro-organismos 
presentes e os prováveis mecanismos envolvidos na remoção 
dos metais. As análises de MEV e EDS mostraram acumulação 
de metais na superfície dos biofilmes e que nenhum biofilme 
microbiano foi completamente saturado com metais presentes 
nas águas das minas. Nas águas de ambas as minas foram 
detectadas concentrações de metais, na maioria dos casos, 
abaixo de 1000 µg.L-1. Por outro lado, concentrações 
extremamente altas de metais foram detectadas em ambos os 
biofilmes, como por exemplo, ferro (~6%), alumínio (~12%), 
manganês (0,1-77%), urânio (152-195 mg.kg-1), chumbo  
(49-252 mg.kg-1), zinco (415-461 mg.kg-1). Estes resultados 
indicam que os biofilmes apresentam um grande potencial para 
absorção de quantidades significativas de metais e atua como 
um biofiltro para sistemas de DAM. As análises metagenômicas 
revelaram que Methylococcaceae e Methylophilaceae foram as 
famílias mais abundantes em ambas as comunidades. A parte 
central (interior) de ambos os biofilmes foi colonizada 
principalmente por bactérias filamentosas, como Leptothrix 
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Thiothrix e Beggiatoa. O perfil funcional dos genes 
responsáveis pela formação de biofilme e produção de EPS 
mostrou que a maioria dos representantes dos biofilmes de 
KOW e ZS estão envolvidos no processo de sorção 
(imobilização), sendo Methylococcus o gênero mais 
representativo em ambas as comunidades. Além disso, genes 
de resistência a metais pesados (HMR) também foram 
identificados em quantidades significativas nos biofilmes 
analisados. 

Os autores identificaram que a matriz dos biofilmes era 
composta por partículas coloidais, compostos orgânicos e íons 
metálicos, originários do processo de lixiviação das rochas, e 
se ligaram às substâncias poliméricas extracelulares (EPS) 
excretadas pelos micro-organismos, que podem ser 
consideradas como uma barreira física para o aprisionamento 
dos metais e como uma estrutura para a precipitação mineral. 
A importância da EPS na formação de biofilmes e propriedades 
de biossorção já tem sido descrita por diversos autores, mas, 
de modo geral, os resultados são referentes a biofilmes 
formados a partir de uma única estirpe cultivada em condições 
laboratoriais (CAO et al. 2011; TOURNEY e NGWENYA, 2014). 
No trabalho de Drewniak et al. (2016), a hipótese de que a 
sorção desempenha um papel fundamental na remoção de 
metais das águas das minas foi confirmada através de uma 
série de experimentos. As análises de EDS e MEV mostraram 
que a sorção de metal ocorreu em toda a superfície dos 
biofilmes o que é consistente com estudos anteriores que 
mostram a distribuição superficial de metais como evidência 
indireta de sorção não-metabólica. Processos como adsorção 
física, troca iônica e forte ligação com grupos carboxílicos, 
sulfato, fosfato ou amino são considerados os principais 
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mecanismos de sorção de metais independentes do 
metabolismo (KUYUCAK e VOLESKY, 1988). Os resultados 
deste trabalho fornecem dados importantes sobre a atividade 
das bactérias desde a formação de biofilmes até o processo de 
purificação das águas das minas contaminadas com metais; 
servindo como base, juntamente com outros dados da 
literatura, para o desenvolvimento de novos processos para 
mitigação dos efeitos adversos de DAM e outros ambientes 
contaminados com metais. 

Como podemos observar, uma grande quantidade de 
pesquisas tem focado na remediação microbiana de ambientes 
contaminados por metais em bacias de rejeitos de minas e 
DAM e diferentes estratégias têm sido descritas. Mais 
recentemente, a compilação 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 remediação destes 
ambientes. Nestes processos, o sulfato é reduzido a sulfeto de 
hidrogênio, e íons metálicos dissolvidos são precipitados como 
sulfetos metálicos e a concentração dos metais pesados em 
solução diminui (LEE et al. 2014; BARBOSA et al. 2014); ao 
mesmo tempo, os íons hidrogênio são consumidos e o pH 
aumenta. A mudança nos parâmetros de DAM causada pelas 
BRS é benéfica não somente para a formação de um ciclo 
virtuoso, mas favorece a restauração do ambiente (MENDEZ  
et al., 2007). Desta forma, o uso de BRS na remediação de 
rejeitos tem sido amplamente estudado e pode ser considerado 
um processo biotecnológico atrativo para biorremediação de 
DAM (AYANGBENRO et al., 2018). 
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Devido à existência inerente de bactérias acidófilas autotróficas 
que oxidam o ferro e o enxofre nos rejeitos de minas, o 
processo de remediação com BRS é também um processo de 
competição entre BRS e bactérias acidófilas. A deterioração 
ambiental é favorecida quando as bactérias acidófilas se 
tornam dominantes nos rejeitos; em contrapartida, as 
condições ambientais são minimizadas quando BRS se tornam 
dominantes. A pesquisa atual de remediação por BRS centra-
se principalmente na pesquisa da capacidade de remediação 
das BRS; mas negligencia-se a existência e a competição de 
bactérias acidófilas. Assim, os estudos que avaliam a 
competição microbiana e o ajuste da comunidade microbiana 
são essenciais e necessários para a aplicação prática de 
remediação por BRS.  

Jing et al. (2017), com base na composição da comunidade 
microbiana de DAM, descrita na literatura, e na capacidade 
metabólica de seus componentes, simularam um ambiente 
mineral contendo pirita, bactérias redutoras de sulfato (BRS) e 
ferro (BRF) - responsáveis pela neutralização do meio ácido e 
Acidthiobacillus ferrooxidans – principal responsável pela 
acidificação e liberação de metais no meio. Além disso, foi 
adicionado extrato de levedura e diferentes concentrações de 
lactato de sódio ao meio de cultivo. Os resultados mostraram 
que a adição de lactato de sódio (>1,0 g/l) e extrato de levedura 
refletiu no aumento da população de BRS (13%) e na 
diminuição de BRF (18%) e A. ferrooxidans (10%). Ao longo 
de 28 dias, no tratamento contendo BRS, BRF, A. ferrooxidans 
e alta concentração de lactato (>1,0 g/l), observou-se aumento 
exponencial do pH, diminuição do potencial redox e oxidação 
não significativa de ferro. Os autores concluíram que o ajuste  
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da comunidade microbiana e dos nutrientes adequados podem 
minimizar o processo de oxidação da pirita e, 
consequentemente, reduzir a produção de DAM. 

Zhang et al. (2017) também mostram um experimento de 
competição envolvendo bactérias acidófilas e redutoras de 
sulfato em meio suplementado com extrato de levedura, 
triptona, lactato e glucose. Além das propriedades físico-
químicas do meio, a estrutura da comunidade microbiana e a 
biomassa formada foram determinadas por sequenciamento e 
qPCR. Os resultados mostraram que extrato de levedura  
(na concentração >1,6g/L), seguido por triptona, favoreceram a 
população de BRS e inibiram as bactérias acidófilas.  
Os resultados da difração de raios X (XRD) indicaram que o 
sulfeto ferroso foi gerado em todos os tratamentos 
suplementados com matéria orgânica, sendo o extrato de 
levedura aquele que mostrou maior rendimento. Quanto às 
análises metagenômicas, foi observado que os diferentes 
nutrientes tiveram grande efeito na mudança da composição 
das comunidades microbianas; sendo o maior efeito referente a 
aplicação de extrato de levedura. Este composto promoveu o 
crescimento do filo Firmicutes, incluindo os gêneros 
Desulfosporosinus e Desulfotomaculum. Por outro lado, a 
adição de glucose promoveu o grupo das Proteobacterias, 
especialmente bactérias acidófilas como Acidithiobacillus, não 
sendo indicada para a imobilização de metais pesados e, 
portanto, da remediação. Nos experimentos de remediação 
biológica, os autores identificaram que nos tratamentos 
contendo extrato de levedura houve aumento de 
Desulfotomaculum, aumento de pH, diminuição do potencial de 
oxi-redução e das concentrações de S, Fe, Cu, Zn e Pb.  
A análise conjunta dos resultados mostra que, nas condições 
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testadas, o extrato de levedura, seguido por triptona, foram os 
substratos orgânicos mais indicados para ajuste das 
populações presentes na comunidade microbiana e melhora 
das propriedades físicas e químicas da DAM tanto em 
experimentos de laboratório como em condições naturais. 

Nas últimas décadas, além da busca por estratégias para 
diminuir a produção e os efeitos da DAM, tem-se procurado, 
também, promover a recuperação de metais presentes nestes 
rejeitos; o que reduz a carga de elementos tóxicos no ambiente 
(metais) e gera nova fonte de matéria prima. De maneira geral 
os trabalhos são baseados em ensaios experimentais que 
utilizam estirpes de bactérias comumente isoladas de 
ambientes contendo DAM ou ambientes com características 
semelhantes; no entanto, a ampliação do conhecimento das 
comunidades microbianas e seus potenciais metabólicos, 
associados às demandas crescentes por metais e o 
esgotamento progressivo dos depósitos minerais, tem 
estimulado inovações na área de recuperação de metais, 
assistida por micro-organismos a partir dos resíduos, e 
revelado novas vias metabólicas para esta finalidade.  

Grande parte dos estudos tem sido direcionada às análises de 
genes microbianos relacionados a funções específicas como, 
por exemplo, a resistência a metais. Recentemente, Li et al. 
(2015) utilizaram análise metagenômica para acessar a 
diversidade de genes de resistência a cobre em amostras de 
rejeitos de uma mina abandonada de Pb-Zn em Mount Isa 
(Queensland, Austrália). 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 
mudança na estrutura da comunidade microbiana; além disso, 
a análise metagenômica das amostras do resíduo revelou 
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abundância dos genes cop, czc (codificam para resistência de 
múltiplos metais) e ars (codifica para resistência a arsênio) 2,8, 
2,5 e 1,7 vezes maior, respectivamente,  do que aquelas 
encontradas na amostra controle (sem resíduo da mina Mount 
Isa). Quanto à classificação, 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 arsênio (aioA, 
arrA, arsC e arsM) a partir de amostras de rejeitos de uma mina 
abandonada de Pb-Zn. As análises de similaridade das 
sequências 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 
exceção do gênero Deinococcus. A sequência do gene arrA 
apresentou maior similaridade com sequências da espécie 
Thioalkalivibrio sulfidophilus; enquanto as do gene aioA foram 
relacionadas com os gêneros menos abundantes incluindo 
Cupriavidus, Rhizobium e Polymorphum. Baseados na 
detecção dos genes funcionais e nas características de cada 
gênero identificado neste trabalho os autores propuseram uma 
via que descreve o ciclo do As no rejeito. Embora os genes 
arsC e arsM tenham sido distribuídos entre os organismos 
dominantes nos rejeitos, Thioalkalivibrio sp. merece destaque, 
pois contém não só 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 uso para orientar a manipulação 
biogeoquímica de As nos rejeitos. 

Como é possível observar nos trabalhos supracitados a 
presença de genes relacionados à resistência de metais 
pesados, e consequentemente sua atuação nos mecanismos 
de transformação destes elementos, tem sido detectada em 
uma variedade de bactérias presentes em DAM, ratificando a 
hipótese de consórcio 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 consórcio de bactérias 
redutoras de sulfato indígenas. Neste trabalho águas da mina 
de Carnoulès (Gard, França) foram incubadas com um 
consórcio enriquecido de BRS sob condições anóxicas e as 
concentrações de As, Zn e Fe, pH e atividade microbiana foram 
monitoradas durante 94 dias. Foi observada a remoção total de 
As e Zn na solução (1,06 e 0,23 mmol.L-1, respectivamente). 
Enquanto zinco foi precipitado como nanopartículas de ZnS, 
arsênio precipitou como As(III) (14-23%) e am-AsIII2S3  
(33-37%) e AsIIIS (0-34%). Os autores sugerem que a 
formação de AsIIIS resulta da redução de AsIII2S3 por H2S 
biogênico, aumentando a eficiência da remoção de As.  
De acordo com os autores o processo de imobilização descrito 
neste trabalho pode ser considerado promissor para mitigar os 
efeitos adversos de As; além disso, pode servir de base para 
novas estratégias de remediação biológica de ambientes 
contaminados com As. 

Como evidenciado nos trabalhos supracitados, a aplicação de 
análises metagenômicas nos sistemas contendo DAM é mais 
expressiva em países da Europa, EUA, Chile, entre outros.  
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No Brasil, o número de trabalhos com esta abordagem ainda é 
bastante incipiente. Em 2016, Leite utilizou sequenciamentos 
shotgun e amplicon (16S rDNA) para explorar a diversidade 
metabólica e funcional dos procariotos presentes em uma 
barragem de rejeitos e uma drenagem ácida (DAM) da mina de 
Sossego em Carajás, Pará. Com relação à comunidade 
microbiana da água da barragem, o grupo taxonômico 
predominante foi Actinobacteria, seguido de Betaproteobacteria 
e Bacteroidetes. Já em drenagem ácida de mina e no 
sedimento da barragem foram encontradas importantes 
famílias de bactérias redutoras de sulfato como 
Peptococcaceae, Thermodesulfovibrionaceae, Desulfobacteria-
ceae, Desulfobulbaceae e Nitrospinaceae. A atividade destas 
bactérias está diretamente relacionada ao aumento da 
alcalinidade e a formação de sulfetos, que são aspectos de 
grande interesse nos processos de remediação biológica. 

De maneira geral, a análise funcional das amostras de Carajás 
evidenciou vias metabólicas relacionadas à fixação de carbono, 
metabolismo de nitrogênio, oxidação de ferro ferroso e 
metabolismo de enxofre. Além disso, foram identificados 
diversos mecanismos adaptativos ligados à resistência a 
metais pesados, tolerância a solventes orgânicos, adaptação 
ao baixo pH e à oligotrofia. No presente estudo Leite (2016) 
estabeleceu um novo fluxo de trabalho para análise de 
bibliotecas metagenômicas do tipo shotgun, que foi aplicado na 
construção de um catálogo inédito do potencial biotecnológico 
dos micro-organismos associados a minas brasileiras de cobre, 
incluindo genes e rotas metabólicas 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 ocorrência, diversidade, interação, 
capacidade metabólica e funcionalidade de organismos 
promissores que não seriam acessados por métodos de 
cultivos tradicionais. O uso conjunto destes dados é de extrema 
importância 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 reconstrução dos 
genomas individuais e o acesso ao seu potencial metabólico 
podem gerar produtos biotecnológicos de grande interesse 
para aplicação comercial. 
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3 | CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A introdução e o avanço das plataformas de SNG têm 
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 genômica e o potencial 
metabólico das comunidades microbianas. Desta forma, é 
possível identificar os principais micro-organismos, dominantes 
e raros, que ocorrem nos ambientes, bem como os processos 
biológicos que são desencadeados durante alterações 
ambientais.  

De maneira geral, os resultados de metagenômica têm 
mostrado que a introdução de substâncias e/ou elementos 
tóxicos nos ambientes naturais provocam a redução da 
diversidade microbiana, mas não necessariamente altera a 
capacidade da comunidade nas atividades de degradação e/ou 
transformação de poluentes. Estas mudanças da comunidade 
podem ser explicadas pela diminuição abrupta da abundância, 
ou até extinção, da maioria das espécies - que são sensíveis 
ao efeito tóxico dos poluentes; por outro lado, tem se 
observado nestes ambientes a predominância de novos grupos 
(menos abundantes) que possuem vias metabólicas 
específicas relacionadas à tolerância às condições adversas e 
transformação dos poluentes. Estes grupos microbianos 
apresentam características promissoras para os processos de 
biorremediação, mas a grande maioria compreende 
organismos ainda não cultiváveis em laboratório. 

Diante destes novos fatos revelados pelas análises 
metagenômicas, uma nova atribuição tem sido dada a estas 
abordagens: guiar o desenvolvimento de novas estratégias de 
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cultivo e reduzir o espaço de tempo inerente às tentativas e 
erros de técnicas tradicionais de cultivo. Recentemente, 
Gutleben et al. (2018) apresentam uma revisão sobre uma 
nova era de uso das informações das Ômicas para auxiliar as 
tecnologias de cultivo microbiano. Os autores resumem os 
estudos pioneiros que usaram informações provenientes das 
multi-ômicas para seleção de formulações e enriquecimentos 
seletivos na obtenção de novos isolados microbianos 
específicos. Pela integração dos exemplos apresentados os 
autores propõem um fluxograma para facilitar futuras 
estratégias de cultivo que se inspiram na complexidade 
microbiana do ambiente.  

Diante do exposto torna-se evidente que as informações 
geradas pelas abordagens independentes de cultivo, 
principalmente pelo uso de SNG, podem ser utilizadas para 
diversas finalidades, incluindo inferências ecológicas e 
funcionais sobre os micro-organismos presentes nos ambientes 
e a prospecção de produtos biotecnológicos que possam ser 
empregados para fins ambientais e industriais. Se os 
microbiomas forem mais bem descritos e entendidos, tais 
informações estarão disponíveis para o desenvolvimento de 
novas tecnologias, especialmente aquelas que se concentrarão 
em uma melhor exploração das características microbianas 
locais. Mais precisamente, além de obter novos isolados 
microbianos, pode ser possível alterar a estrutura da 
comunidade, seja pela estimulação de organismos endógenos, 
pela inoculação de organismos exógenos ou pelo controle de 
condições ambientais, de modo a beneficiar grupos específicos 
que atuam de forma significativa nos ambientes. 
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competências visando superar dasafios nacionais do setor mineral.

O CETEM

O Centro de Tecnologia Mineral - CETEM é um instituto de pesquisas, vinculado 

ao Ministério da Ciência, Tecnologia, Inovações e Comunicações - MCTIC, 

dedicado ao desenvolvimento, à adaptação e à difusão de tecnologias 

nas áreas minerometalúrgica, de materiais e de meio ambiente.

Cr iado em 1978,  o Centro está local izado no campus da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, na Cidade Universitária, no Rio 

de Janeiro e ocupa 20.000m² de área construída, que inclui 25 laboratórios, 

4 plantas-piloto, biblioteca especializada e outras facilidades.

Durante seus 40 anos de atividade, o CETEM desenvolveu mais de 800 

projetos tecnológicos e prestou centenas de  serviços para empresas atuantes 

nos setores minerometalúrgico, químico e de materiais.

MINISTÉRIO DA
CIÊNCIA, TECNOLOGIA,

INOVAÇÕES E COMUNICAÇÕES
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