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CAPITULO 4
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Resumo

Dentre os diversos compostos quimicos utilizados na industria moderna destacam-se
0S compostos nitroaromaticos, os quais sdo encontrados em pesticidas, corantes
téxteis, aditivos de polimeros, explosivos, produtos a base de plastico, entre outros;
devido as suas propriedades fisico-quimicas altamente estaveis e recalcitrantes, € de
dificil degradacédo, tornando-o um residuo importante e com capacidade de gerar
inmeros impactos ambientais; atualmente esses compostos sdo encontrados tanto em
ambientes aquéticos como na atmosfera. Hidrocarbonetos oriundos da combustao
incompleta de combustiveis fésseis, assim como processo de combustdo natural,
possibilitam o processo de nitragdo, assim formando compostos nitroaromaticos, além
dos que sédo liberados no ambiente devido a descartes incorretos e descarte de
efluentes industriais. Os compostos nitroaromaticos s&do considerados como
amplamente toxicos, mutagénicos e carcinogénicos. Nesse contexto, o0
desenvolvimento de tecnologias e técnicas para realizar a biodegradagéo de compostos
nitroaromaticos é extremamente essencial. Assim, objetivou-se realizar uma revisao
bibliografica, acerca dos principais métodos de biodegradacdo de compostos
nitroaromaticos.

Palavras-Chaves: Biodegradacéo, Fungos, Bactérias, Xenobidticos, Nitroaromaticos.

Abstract

Among the various chemical compounds used in modern industry, nitroaromatic
compounds are quite ubiquitous. They are found in pesticides, textile dyes, polymer
additives, explosives, plastic-based products, among others. Due to their highly stable
and recalcitrant physic-chemical properties, they are difficult to degrade, what makes
them important pollutants with the capacity of generating numerous environmental
impacts. Currently these compounds are found in both aquatic environments and in the
atmosphere. Hydrocarbons resulting from the incomplete combustion of fossil fuels, as
well as from the natural combustion process, enable the nitration process, thus forming
nitroaromatic compounds. To these one has to add those released into the environment
due to incorrect disposal of industrial effluents. Nitroaromatic compounds are largely
toxic, mutagenic, and carcinogenic. For this reason, the development of technologies
and procedures to carry out the biodegradation of nitroaromatic compounds is extremely
needed. In this context, the objective of this essay was to carry out a literature review
about the main methods of biodegradation of nitroaromatic compounds.
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1. Introducéo

Dentre os diversos grupos quimicos utilizados na industria moderna
destaca-se 0s compostos nitroaromaticos (NACs); constituido de moléculas
organicas integradas a no minimo um radical (-NOz2) ligado a um anel aromatico
(Figura 1). Com origem sintética e/ou bioldgica, o grupo apresenta forte
eletronegatividade derivada de dois atomos de oxigénio (com déficit elétrico)

ligados a um atomo de nitrogénio parcialmente positivado.
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Figura 1. O grupamento nitroaromatico. Fonte: Figura elaborada pelos autores

através do “software” Chemwindow ®, 2022.

Se associado a um anel aromatico (benzeno), o grupamento nitroso pode
realocar os elétrons 11 (pi) do anel aromatico, de modo a balancear a sua carga.
Desse modo, o grupamento nitroaromatico obtém propriedades fisico-quimicas
altamente estaveis e recalcitrantes, que dificultam a sua degradacéo, tornando-
0 um residuo importante e com capacidade de gerar inUmeros impactos
ambientais (TIWARI et al., 2019; BILAL et al., 2021).

Atualmente é possivel observar a ocorréncia de compostos
nitroaromaticos em ambientes aquaticos e na atmosfera. Em centros urbanos,
os hidrocarbonetos oriundos da combustdo incompleta de combustiveis fosseis,
bem como os processos de combustdo natural, possibilitam o processo de
nitracdo, através da reacao do dioxido de carbono com o diéxido de nitrogénio
presente na atmosfera (LU et al., 2019; WANG et al., 2017).

Nos ambientes aquaticos a luz solar catalisa reacdes de nitracdo e
halogenacdo de compostos que ocorrem naturalmente ou devido a interferéncia
humana (ZHOU et al., 2016). Desse modo, a irradiacdo solar de organicos

dissolvidos, metais, nitrato ou nitrito podem gerar radicais hidroxila, os quais
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servem entao para catalisar reacfes tanto de halogenacédo quanto nitracdo de
compostos organicos.

Ademais, a irradiagdo de aguas maritimas contendo fendis resultam na
producdo ndo apenas do 2-nitrofenol e 4-nitrofenol, mas também de clorofendis
e bromofenois (CALZA et al., 2008), que em contato com a atmosfera, produz
nitro-PAHSs e nitrofendis, que podem ser depositados no solo por chuvas ou neve
(VIONE et al.,, 2005). Quando presentes na atmosfera, 0s compostos
nitroaromaticos (NACs) também incluem os nitrofendis (NP) nitro catecol (NC),
os acidos nitrosalicilico (NSA) entre outros compostos que absorvem a luz, e que
podem afetar a visibilidade da atmosfera e equilibrio da radiagéo solar (CHOW
etal., 2015; LIN et al., 2017, 2018; TEICH et al., 2017; WANG et al., 2018, 2019).

Paralelamente, podemos encontrar compostos nitroaromaticos oriundos
de bactérias, fungos e plantas (TIWARI et al., 2019). A exemplo, as bactérias do
género Streptomyces, conhecidas por produzir uma ampla variedade de
antibiéticos, incluindo aqueles com componentes nitroaromaticos, como o
chloramphenicol (originalmente denominado cloromicetina, produzido por
Streptomyces venezuelae) (EHRLICH et al., 1948).

De modo geral, compostos nitroaromaticos sdo amplamente toxicos e
mutagénicos, sendo considerados carcinogénicos (TIWARI et al., 2019); pois as
mesmas propriedades que permitem que 0S compostos nitroaromaticos sejam
Uteis em aplicacBes quimicas, também os fazem serem nocivos a salde tanto
de humanos, quanto de animais. Em suma, as moléculas nitroaromaticas
interagem com as fitas de DNA, desestabilizando-as e provocando a ocorréncia
de mutacdes pontuais ou extensivas, gerando inUmeros danos a maquinaria
celular, que em casos extremos podem inclusive inviabilizar a sobrevivéncia do
individuo (KUMAR et al., 2017; HAO et al., 2020).

Na industria e em lavouras, 0S compostos nitroaromaticos séao
encontrados em pesticidas, corantes téxteis, aditivos de polimeros, explosivos,
produtos a base de plastico, entre outros (CAI et al.,, 2018; BAGHERI et al.,
2021). Quando descartados sem o tratamento prévio necessario, essas
moléculas sdo acumuladas em superficies aquaticas, lencois freaticos, solo,
plantas, e até mesmo em tecido animal; o que dificulta ainda mais o processo de
biorremediacao das mesmas (TIWARI et al., 2019; KUMAR et al., 2020).
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Sendo assim, torna-se essencial e imprescindivel a conscientizacdo da
populacdo acerca dos possiveis danos causados por compostos
nitroaromaticos, bem como, o investimento em pesquisa e desenvolvimento de
alternativas sustentaveis e eficientes para a biorremediacdo de tais moléculas
(TINKQV et al., 2016; BILAL et al., 2021).

Por tanto, o presente capitulo objetiva a elucidacdo dos principais
conceitos acerca dos compostos nitroaromaticos, bem como, a realizacdo de
uma revisao bibliografica integrativa e concisa sobre os principais métodos de
biodegradacéo de nitroaromaticos; a fim de fornecer suporte tedrico qualificado
para futuras pesquisas na érea de Biotecnologia Ambiental, Biorremediacdo e

Biodegradagéo.

2. Metodologia

Visando a elaboracdo de um referencial teérico atualizado e com alta
qualidade, foi realizada uma busca de artigos cientificos e livros nas bases de
dados: Pubmed, SciElo, Google Scholar, e Periddicos Capes.

Para tanto, foram utilizados os termos “Biorremediagcao”,
“‘Nitroaromaticos”, “Biodegradagdo” e “Degradacdo TNT” (em inglés
"Bioremediation”, "Nitroaromatics", "Biodegradation" e "Degradation TNT"
respectivamente). Com base na pesquisa, foram selecionados apenas o0s
documentos que contemplavam os objetivos propostos pelo presente trabalho,
selecionando-se preferencialmente os documentos publicados entre os anos de
2016 e 2022.

3. Nitroaromaticos e meio ambiente

Compostos nitroaromaticos sdo amplamente toxicos e mutagénicos,
sendo a maioria suspeitos ou ja estabelecidos como carcinogénicos (KUMAR et
al., 2017; BILAL et al.,, 2021); considerados como poluentes prioritarios por
muitos paises (ZHANG; ZHANG, 2015). Entretanto, tais compostos sdo
amplamente utilizados na agricultura, indastria farmacéutica, industria téxtil,
como 0s compostos nitro fendlicos presentes em corantes organicos, etc. (CHEN
et al., 2015; CHENG et al., 2016; CHENG et al., 2017; ZHOU et al., 2020; XIAO
et al., 2021). Sendo assim, sdo essenciais para desenvolvimento do pais,

especialmente na area da seguranca territorial, visto que, a grande maioria dos
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explosivos e muni¢cbes bélicas utilizam nitroaromaticos como TNT (2,4,6-
trinitrotolueno), o TNP (2,4,6-trinitrofenol) e o DNT (2,4-dinitrotolueno) (Figura 2);
que consistem em uma mistura de quimicos oxidantes, que quando em
decomposicdo sofrem alta acdo exotérmica, causando sérios problemas de
poluicdo ambiental (TANYA et al., 2018).

OH OH OH
N02 N02 OQN NOQ
NO, NO;
2-nitrophenol 2 4-dinitrophenol 2 4 6-trinitrophenol
CH;
NO, OzN NO,
NO,
Nitrobenzeno 2.4 6-trinitrotolueno

Figura 2. Exemplos de compostos nitroaromaticos. Fonte: Figura elaborada

pelos autores, através do “software” Chemwindow ®, 2022.

Devido ao amplo uso e aplicabilidade dos nitroaromaticos, torna-se cada
vez mais dificil proibir a sua producéo e descarte, que eventualmente ocorre sem
o tratamento adequado; poluindo a agua, solo, reservas aquaticas subterraneas,
causando inumeros danos ao meio ambiente, fauna e flora (CHENG et al., 2016;
HUANG et al., 2016; KARIKALAN et al., 2017).

De acordo com Kumar e colaboradores (2020) existem cerca de 65 mil
categorias de poluentes nitroaromaticos que podem ser gerados por diversas
industrias quimicas. Apenas de Nitrobenzeno (NB), por exemplo, séo liberadas
cerca de 9.000 toneladas de residuos em ambientes aquaticos anualmente
(KUMAR et al., 2020).

No entanto, deve-se atentar que, as mesmas propriedades que permitem
gue 0s compostos hitroaromaticos sejam Uteis em aplicagées quimicas, também

os fazem serem nocivos a saude tanto de humanos, quanto de animais. As
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interacbes dos compostos nitroaromaticos com o DNA, bem como o resultado
da mutagenicidade foi caracterizado extensivamente e relacionado a uma
variedade de compostos nitroaromaticos monociclicos, policiclicos e
heterociclicos (PUROHIT; BASU 2000; KARIKALAN et al., 2017; LIU et al., 2019,
2021).

A natureza recalcitrante dos nitroarométicos se da devido a sua
substituicdo anormal do anel aromatico condensado, gerando insolubilidade em
fase aquosa e sua resisténcia a degradacao biotica e abiotica. Por essa razéao,
a maioria dos nitroaromaticos sdo identificados como potenciais neurotoxicos,
disruptores enddcrinos, carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos.

Ademais, Nitro-PAHs formados na atmosfera através de reacdes
radicalares também contribuem para poluicdo aérea em areas urbanas, visto
que, a exaustdo dos motores de combustdo contém hidrocarbonetos sujeitos a
nitracao, sendo a maior fonte de poluicdo atmosférica, os veiculos motorizados
movidos a diesel. O processo de exaustdo do diesel libera PAHs como o
naftaleno, acenafteno, fluoreno, antraceno e pireno, 0s quais possuem
propriedades mutagénicas e carcinogénicas; e a adicdo do grupo nitro nesses
compostos aumenta sua toxicidade e o nivel de ameaca a salde humana
(WANG et al., 2017; LU et al., 2019; LIU et al., 2019, 2021).

4. Decomposicao nitroaromatica

Ha muitos métodos quimicos e fisicos que podem ser utilizados para
degradacdo dos nitroaromaticos, como adsorcdo, processos de oxidagao
avancada (AOPs), reducdo eletroquimica e micro eletrélise. Entretanto, esses
processos de tratamento apresentam altos custos, bem como, a formacéo de
subprodutos  eventualmente mais téxicos, tornando-se ineficientes,
principalmente quando aplicados a moléculas grandes e complexas como de
pesticidas (JIANG et al., 2016; YUAN et al., 2017 PARTE et al. 2017).

Sendo assim, foram desenvolvidas pesquisas com modelos bioldgicos
gue consistem em um melhor custo-beneficio sendo considerados
ecologicamente corretos e eficientes na remocdo de NACs de areas
contaminadas; tanto por bioaumentacdo, bioestimulacdo, atenuacdo natural,
“biosparging”, in situ, ex situ, "landfarming” ou compostagem. Destaca-se aqui,

gue por se tratar de sistemas bioldgicos complexos, o tempo necessario para a
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completa descontaminacdo pode ser maior, quando comparado aos métodos
fisico-quimicos (SHAER et al. 2013; ISHAG et al. 2017).

Contudo, a transformacéo por reducéo, especialmente bio-reducéo, tem
sido considerada como uma alternativa confiavel e com bom custo-beneficio
para remocao de NACs (WANG et al. 2016). De acordo com Bilal et al. (2021)
linhagens microbianas selvagens podem utilizar os NACs através de suas vias
metabolicas, utilizando o carbono e nitrogénio presentes nas moléculas
nitroaromaticas como fonte de energia, convertendo-as em moléculas néo
toxicas. Segundo Bilal, et al., 2021; Xiao et al., 2021; Wang et al., 2021, os
fungos, algas e bactérias seriam, portanto, uma opcdo viavel para

biorremediac&o de xenobioticos nitroaromaticos.

5. Biorremediacao de nitroaromaticos por fungos

A biorremediacdo de nitroaromaticos por fungos tem ganhado destaque
nas ultimas décadas devido aos excelentes custos e beneficios encontrados no
cultivo dos seus representantes, sejam uni ou pluricelulares. A exemplo, Kist et
al. (2020) relataram que as variaveis de maior influéncia na degradacéo de 2,4
e 2,6-dinitrotolueno sao a concentracdo do co-substrato (Glicose) e as espécies
de fungo empregadas (Pleurotus ostreatus e Pleurotus floridae). Em seus
estudos, conduzidos em uma condicdo otimizada (Pleurotus floridae, pH inicial
de 6.0 e 10 g L glucose), os autores obtiveram resultados significativos na
reducdo da demanda quimica de oxigénio (DQO), no fator de toxicidade para
Daphnia magna, bem como, na remocéao total de compostos dinitroaromaticos
(DNTs) constituintes do efluente Red Water. Também foi possivel elucidar o
mecanismo de degradacdo dos DNTs, observando a significativa relacdo do
percentual de degradacdo com a atividade de enzimas oxidases, especialmente
as peroxidases e Mn-peroxidases.

Similarmente, Levin e colaboradores (2016) obtiveram em sua pesquisa
98,4% de remocéo de 4-nitrophenol (70 mg L solucédo aquosa) através do fungo
Trametes versicolor (cepa BAFC 2234) em 4 dias de tratamento; onde a
linhagem de fungo produziu lacase como a principal enzima ligninolitica, seguida
de Mn-peroxidases (MnP) e peroxidases versateis (VP). Segundo os autores,
MnP e VP presentes no fungo, conseguiram degradar o 4-nitrophenol de maneira

eficiente e segura, reduzindo significativamente a sua fitotoxicidade.
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Anasomye et al. (2015) em pesquisas visando a biorremediacdo do TNT
utiizando fungos pertencentes as linhagens Gymnopilus Iluteofolius,
Phanerochaete velutina e Kuehneromyces mutabilis, apontaram o0s mesmos
como capazes de produzir altas quantidades da enzima manganés peroxidases,
remediando assim, o TNT em solo contaminado. Segundo os autores, as
linhagens de P. velutina conseguiram degradar 80% do TNT em menos de 2,5
meses, sendo essas, utilizadas posteriormente, em estudos de maior escala de
solos contaminados. Ademais, Lacases e Manganés peroxidases foram
encontradas como enzimas proeminentes na degradacdo de TNT em todas as
linhagens, consideradas, portanto, as principalmente enzimas de fungos,
capazes de catalisar a biorremediacdo de compostos nitroaromaticos. Estudos
envolvendo os fungos do género Phanerochaete, Trichoderma, Gymnopilus e
Kuehneromyces, objetivando a degradacdo de nitroaromaticos, também foram

realizados por Alothman et al., 2020 e Kong et al., 2015.

6. Biorremediacao de nitroaromaticos por bactérias

Ainda no campo da microbiologia, pesquisas envolvendo a
biorremediacdo por bactérias aerdbicas e anaerdbicas obtiveram resultados
positivos na degradacdo de explosivos; sendo as linhagens bacterianas
pertencentes ao género Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Staphylococcus,
Achromobacter, Enterobacter, Rhodococcus, Klebsiella, Clostridium,
Methanococcus e Desulfovibrio as mais efetivas na degradacdo do TNT
(MAKSIMOVA et al., 2018).

De acordo com Bilal e colaboradores (2021) as linhagens microbianas
anaerobicas de Desulfovibrio sp. e Clostridium sp. conseguem utilizar os
nitroaromaticos como Unica fonte de carbono e nitrogénio na producdo de
energia, mesmo sob condi¢cdes ambientais extremas; mineralizando o TNT e
2,4,6-triaminotolueno (TAT). J& as linhagens de Geobacter sp. KT17 e Thauera
aromatica KT9 foram comprovadas como degradadoras do 2-cloro-4-nitroanilina
em condi¢des anaerdbicas, onde a taxa de degradacao do 2-cloro-4-nitroanilina
foi melhorada na presenca da Geobacter sp. em cultura mista (Geobacter sp.
KT17 e Thauera aromatica KT9). Conforme os autores, o aumento da
degradacéo foi alcangado devido aos efeitos sinérgicos da cultura mista (Duc,

2019). De outra maneira, Farsi e colaboradores (2021) comprovaram em seus
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estudos que a linhagem Enterococcus thailandicus RF isolada das aguas da
costa do Mar Vermelho apresentou a capacidade de degradar o 2,4,6-
trinitrofenol (TNP) (FARSI, et al. 2021).

Estudos realizados por Zhang e colaboradores (2019) em solo
contaminado com NACs e sob cultivo de milho, comprovaram que a linhagem de
Pseudomonas monteilli PN1 conseguiu remover o p-nitrofenol (PNP) do solo;
favorecendo o crescimento do milho (Zea mays L.) apos o tratamento (ZHANG,
et al. 2019). Além disso, utilizando-se técnicas de engenharia genética, Jing Xu
e colaboradores (2021) determinaram que a linhagem da bactéria Escherichia
coli BL21-Al conseguiu degradar completamente o PNP.

Outra importante enzima observada nos processos de biodegradacéo e
biorremediacdo de nitroaromaticos € a nitrorredutase. Em estudos recentes, foi
possivel observar a capacidade de bactérias da linhagem Cupriavidus a3 de
degradar compostos moni-toluenos (2NT, 3NT e 4NT) e o acido nitrobenzoico
(2NBA) mediante a enzima nitrorredutase, convertendo o grupamento nitro em
grupo amino (TIWARI et al. 2020).

Além dessas, as bactérias pertencentes a Geobacter, Bacillus,
Pseudomonas, Acinetobacter, Staphiloccocus, Achromobacter, Enterobacter,
Rhodococcus, Klebsiella, Clostridium, Methanococcus, Desulfovibrio,
Rhodoferas, Acetobacterium, Thiobacillus, Truepera, Pandoraea,
Hyphomicrobium, Lautropia e Shweanella também conseguiram realizar a
biorremediacdo de compostos nitroaromaticos (MAJEWSKA et al.,, 2021;
NAWAZ et al., 2021; LU et al., 2021).

7. Biorremediacao de nitroaromaticos por plantas

Outra possivel solucdo para biorremediacao ex situ é a fitorremediacéo, a
qual explora a habilidade de vegetais de remover os poluentes de solos
contaminados. A principal limitacdo desse método é a toxicidade do
contaminante, onde o tratamento sé € possivel se a toxicidade néo for um fator
limitante para a espécie candidata. A absor¢cdo dos poluentes e acdo dos
metabolitos dependem da locomoc¢ao do contaminante do solo para zona de
influéncia proxima as raizes para que ocorra a fitorremediacao, o que exige uma
boa solubilidade dos residuos toxicos (AGUERO, 2019).
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De acordo com Zhu et al. (2018) realizaram estudos com um sistema de
fitorremediacdo utilizando plantas do género Arabidopsis thaliana, onde foi
realizada tanto a degradacéo utilizando plantas selvagens, quanto com plantas
geneticamente modificadas as quais apresentavam a superexpressdo do
NAD(P)H-flavin nitroreductase (NFSB) das bactérias Sulfurimonas denitrificans
DSM1251, obtiveram como resultados, que a espécie geneticamente modificada
teve uma maior atividade da nitroredutase e que as plantas mostraram uma
maior tolerancia ao TNT as plantas transgénicas também apresentaram maior
capacidade de remocéo o TNT do meio e maior eficiéncia nas transformacoes.

Similarmente, Zhang et al. (2018) empregou modificacbes genéticas em
western wheatgrass (Pascopyrum smithii) visando a remocao e desintoxicacao
de RDX e TNT. Segundo os autores, as plantas transformadas removeram de
forma significante o0 RDX e exibiram uma retencdo menor em seus tecidos
quando comparadas com espécies selvagens, as plantas também demostraram
maior resisténcia a toxicidade do TNT, bem como, maior taxa de desintoxicar do

nitroaromatico quando comparado as espécies selvagens.

8. Considerac0es finais

O uso da biorremediacgéo por fungos, bactérias e plantas demonstrou-se
uma ferramenta robusta no tratamento de diversas categorias de xenobiéticos
nitroaromaticos; pois, apresentam um baixo custo, processos relativamente
simples, bem como, alta eficiéncia na remoc¢édo dos nitroarométicos; com
excecao de quando ha aplicacdo de técnicas de melhoramento genético onde
ha custos elevados e maior complexidade.

Tendo em vista, 0s perigos e impactos ambientais oriundos do uso e
descarte indiscriminado de NACs, faz-se necessario o continuo aprimoramento
de técnicas de biorremediacdo, de modo a minimizar os custos e assim, tornar a
pratica acessivel e aplicAvel mesmo em paises de baixa renda ou de dificil

acesso.
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