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biorremediacéo

A biorremediacéo surge como uma estratégia promissora para lidar com a contaminagao 1 |nstituto Politécnico de Settbal, Escola
ambiental, utilizando organismos vivos ou as suas enzimas, para degradar os poluentes, Superior de Tecnologia do Barreiro,

eliminando ou diminuindo a sua toxicidade no ambiente. A aprendizagem dos conceitos Lavradio, Setdbal
de biorremediagdo assume um maior significado quando aplicada em contextos locais,
proporcionando experiéncias de aprendizagem significativas e reais. Ao utilizar o
patrimoénio da cidade do Barreiro como recurso educativo, os estudantes adquiriram
experiéncias de aprendizagem do mundo real, envolvendo-se ativamente com o0s
desafios ambientais Unicos desta cidade. A metodologia de investigagcdo dos
microrganismos presentes no meio, colocou os estudantes no centro do processo de
aprendizagem, sendo eles os responsaveis por selecionar os locais de amostragem,
determinar os poluentes, estabelecer a hipotese do estudo e definir a metodologia
experimental. Esta estratégia permitiu que os estudantes compreendessem as etapas do
método cientifico. Em todos os locais selecionados, foram identificados microrganismos,
observando-se uma redugdo no nimero de unidades formadoras de col6nias nas zonas
potencialmente contaminadas. A abordagem educativa ndo s6 melhorou a compreenséo
dos principios da biorremediacdo, como também promoveu um sentido de
responsabilidade e inovagdo na resolugdo de problemas ambientais locais. O trabalho
apresentado, embora realizado por estudantes do ensino superior, possui um potencial
significativo para ser replicado em estudos ambientais em diversos niveis de ensino. Isto
deve-se a sua abordagem acessivel e a capacidade de proporcionar uma compreensao
clara da diminuicdo da diversidade em ambientes sujeitos a uma maior influéncia de
atividades humanas.
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educacgéo ambiental e ensino experimental das ciéncias

D INTRODUGAO

O Barreiro, municipio do distrito de Setubal em Portugal, foi um importante polo industrial no século XX, com
destaque para a Companhia Unido Fabril (CUF), fundada por Alfredo da Silva em 1908, abrangendo
sectores como a quimica, os téxteis, o cimento, a metalurgia, entre outros. O grande desenvolvimento
industrial da cidade atraiu uma grande populacdo de trabalhadores, que se estabeleceram na regido,

formando uma comunidade diversa e vibrante (Almeida, 1994).

Durante muitos anos, a atividade industrial no Barreiro contribuiu para o crescimento econdmico da regiao,
tendo o encerramento do complexo industrial da CUF nos anos 80 marcado o fim da era industrial no
Barreiro. Mas a par dos beneficios econémicos e sociais, também existiu um impacto negativo no meio
ambiente e na saude da populacdo. A producéo de residuos quimicos, a contaminacgao do solo e da agua e

a emissdo de gases poluentes foram alguns dos problemas associados a intensa atividade industrial
(Medeiros, 2018; Vendas et al., 2008).

Ao longo dos ultimos anos, varias medidas tém sido tomadas para minimizar estes impactos negativos da
industria na regido. Atualmente a cidade tem procurado desenvolver uma economia mais sustentavel, com a
diversificacdo da atividade econdémica e a promogdo de projetos relacionados a economia circular e a
producdo limpa. Estas medidas visam promover um desenvolvimento mais sustentavel para a regido e

promover a sua requalificacdo (Medeiros, 2018; Valente, 2015).

Alinhada com estas preocupacdes surge a biorremediacdo, uma abordagem sustentavel para remediar
ambientes contaminados, utilizando organismos vivos e processos haturais para degradar os poluentes,
transformando-os em compostos inofensivos para o meio ambiente (Nariyal et al., 2020; Silva et al., 2020;
Singh et al., 2018). E uma estratégia muito promissora para lidar com a contaminacdo ambiental, trazendo
beneficios para todo o ecossistema, sendo também uma alternativa economicamente mais sustentavel do

gue os métodos tradicionais de remediacéo.

A relacdo entre perturbacfes ambientais e a promocao da educacdo para o desenvolvimento sustentavel
(EDS) e a educacao ambiental (EA) € um tema pertinente na atualidade. A perturbagdo ambiental, como as
mudancas climaticas e a perda de biodiversidade, exige uma compreenséo sélida e uma acdo adequada. A
ciéncia desempenha um papel crucial na analise desses problemas e na procura de solugdes. As
abordagens educacionais que visam conscientizar, desenvolver competéncias e motivar a acdo ambiental
permitem a interconexao entre sistemas naturais e sociais e promovem atitudes pré-ambientais (BraBller &
Schultze, 2021; Moreira & Santos, 2020). A eficacia da aprendizagem relacionada com questdes ambientais
locais tem sido documentada em varios estudos, 0s quais indicam que este processo de aprendizagem
pode transformar o desinteresse inicial causado pelo receio de problemas ecolégicos e por uma sensacao
de autoeficacia limitada em comportamentos pré-ambientais, aumentando a sensibilizacdo para questfes
ambientais (Schneller et al., 2022; Delia & Krasny, 2017).

Devido ao seu histérico industrial, o Barreiro surge como um local de grande interesse para os estudos de
biorremediacdo, fornecendo um contexto pratico e real para aprendizagens efetivas e fortalecendo a
conexdo entre 0 municipio e as instituicbes de ensino. A Escola Superior de Tecnologia do Barreiro
(ESTBarreiro) € uma instituicdo de ensino superior que integra o Instituto Politécnico de Setlubal (IPS).

Como o nome indica, a escola localiza-se no Barreiro onde tem um papel importante na interacdo com a
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comunidade local, procurando criar uma relagdo de colaboracdo mutua entre a instituicdo e as
organizagbes, empresas e entidades da regido, bem com a populagdo. A utilizagdo do patriménio do
Barreiro como um recurso para a aprendizagem em biorremediacdo, € uma dessas iniciativas que
estabelece uma relagdo entre o municipio e a ESTBarreiro, onde ambas as partes se beneficiam
mutuamente. Os estudantes adquirem uma visdo mais ampla e integrada das questfes sociais, econdmicas
e ambientais enfrentadas pela comunidade local, assim como a oportunidade de desenvolver competéncias
especificas sobre os bioprocessos associados a descontaminacdo natural de ambientes potencialmente
poluidos e competéncias gerais de comunicacéo, colaboracdo e espirito critico tdo importantes para a vida
profissional. Por outro lado, a presenca de estudantes traz beneficios significativos para o municipio, como

o fomento a inovagao e ao empreendedorismo, contribuindo para a solugao de problemas locais.

No sentido de contribuir para estabelecer esta proficua ponte e promover os estudos de biorremediacdo no
municipio do Barreiro os estudantes da Unidade Curricular de Biocatélise e Biorremediagao do Mestrado em
Engenharia Bioldgica e Quimica foram desafiados a cocriar uma abordagem de estudo de biorremediacéo
focada na realidade do municipio e nas necessidades da comunidade local ou as espécies que habitam o
local, e deste modo desenvolver solu¢des de biorremediagéo que atendam a essas necessidades de forma

eficaz.

D METODOLOGIA

Em observancia as questdes éticas, ndo séo partilhados dados pessoais dos estudantes, ndo obstante os
envolvidos concederam o seu consentimento informado para a utilizacdo dos resultados deste estudo. A
Cémara Municipal do Barreiro tem conhecimento deste estudo, tendo manifestado um parecer favoravel e

demonstrado apoio na promocao de sinergias.

A atividade consistiu na realizagdo de uma investigacdo sobre os microrganismos envolvidos na
descontaminacao natural de solos em areas potencialmente poluidas na localidade do Barreiro. Depois de
serem sensibilizados para as atividades humanas, passadas e atuais, que podem contribuir para o aumento
da carga poluente do solo, os 12 estudantes, organizados em grupos de 4 elementos, foram desafiados a
desenvolver uma abordagem pratica para construir e aprofundar a sua compreensdo da biorremediagéo

natural. A metodologia consistiu em cinco etapas que se encontram detalhadas na Figura 1.
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FIGURA 1: Indicacao e descricdo das etapas associadas ao estudo da biorremedia¢do na cidade do Barreiro.
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Os estudantes foram acompanhados por aulas tutoriais, desde o inicio da fase preparatéria onde se
certificou a compreensdo do objetivo, da relevancia e da metodologia do estudo, até a fase da avaliagao
onde foram debatidas as ideias sobre o impacto desta metodologia no processo de aquisicdo de novas
aprendizagens. A etapa de execugdo experimental foi realizada nas aulas laboratoriais de Biocatalise e
Biorremediacdo onde se utilizaram métodos correntes, tais como, 0 crescimento microbiano em meio liquido
e em meio sélido, a caracterizacdo morfolégica por observacdo microscopica, coloracdo Gram e

caracterizacdo bioquimica de microrganismos realizando o teste da oxidase.

Em cada local proposto pelos diferentes grupos de trabalho, foram recolhidas 10 subamostras de solo, a 20
cm de profundidade e utilizando a técnica do ziguezague. As subamostras de solo foram posteriormente
misturadas e homogeneizadas para obter uma Unica amostra composta que se pretende ser representativa
do local da amostragem. Cada grupo selecionou um local controlo, onde ndo se previa risco de
contaminac¢do do solo e outro local potencialmente contaminado. Os locais de amostragem dos diferentes

grupos encontram-se na Tabela I.

TABELA I: Grupos de trabalho identificados de A a C com os respetivos locais selecionados
como controlo e como sendo potencialmente contaminados, indicando as coordenadas

GPS.
Grupo Local Controlo Local potencialmente contaminado
A Mata da Machada Terminal Fluvial
(38°37°00.1” N; 9°02'49.06” W) (38°39'10,584" N; 9° 04' 45,336" W)
B Praia da Alburrica Quimiparque
(38°39'26”N; 9°05'18”W) (38°39'54,65” N; 09°03’55,65 W)
c Parque da Cidade do Barreiro Quimiparque

(38°38'54.553" N; 9° 3' 30.744" W)  (38° 40' 15.168" N; 9° 3' 47.826" W)

O crescimento bacteriano foi realizado em meio Luria-Bertani, vulgo meio LB, que fornece um ambiente
nutricionalmente rico e favoravel e permitiu comparar o nimero de colénias cultivaveis, presentes nas
amostras de solo obtidas nos locais controlo com as obtidas nos locais potencialmente contaminados. Ja a
selecé@o dos microrganismos hidrocarbonoclasticos foi realizada promovendo o crescimento de bactérias em
meio Bushnell Haas, meio BH, que contém todos os nutrientes exceto a fonte de carbono essencial para o
crescimento microbiano. O crescimento de microrganismos em meio BH contendo um hidrocarboneto
derivado do petréleo indica que se trata de um organismo hidrocarbonocléstico capaz de metabolizar esta

fonte de carbono. As etapas associadas a selecdo e caracterizagdo dos microrganismos cultivaveis

encontram-se na Figura 2.

Os diferentes morfotipos foram identificados de acordo com as suas caracteristicas como tamanho, cor,
elevacdo, forma, margem. Estas caracteristicas morfolégicas incluem ainda a forma da célula, a sua
disposicdo (agrupamentos ou padrdes de crescimento), a presenca de estruturas externas como flagelos ou
pili. Como a morfologia € influenciada pelo tipo de meio e condi¢cGes de crescimento, foi necessario realizar
Varios ensaios para garantir uma concentracdo adequada da amostra, uma vez que é necessario que as
colénias estejam bem separadas (Badieyan et al., 2018). Apenas foram consideradas as colonias que

surgiram em pelo menos 3 dos 5 replicados efetuados.
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EN ISO 16266 (ITW Reagents)

FIGURA 2: Etapas experimentais que conduziram a selecdo e caracterizagdo dos microrganismos
hidrocarbonoclasticos cultivaveis.

No final do estudo, cada grupo apresentou as suas principais descobertas, propostas de melhoria e
solugcdes numa aula aberta a comunidade e elaboraram um relatério final. Os estudantes avaliaram
gualitativamente a metodologia aplicada neste estudo, utilizando um cddigo de gestos manuais (Arneiros et
al., 2022):

Polegar - "Concordo" para indicar algo que foi particularmente apreciado;

Indicador - "Apontar" para destacar aspetos especificos;

Médio - "Melhorar" para sugerir areas de melhoria;

Anelar - "Compromisso" para indicar algo com o qual os estudantes se identificaram fortemente;

Mindinho - "Outros" para indicar quaisquer comentarios ou observacdes adicionais.

D RESULTADOS

Os morfotipos bacterianos indicam um grupo especifico de bactérias que partilham caracteristicas visuais
semelhantes em termos de forma e estrutura, e permite a identificacdo e classificagdo preliminar destes
microrganismos. No entanto, a identificacdo precisa de cada espécie necessitava de uma analise do seu
genoma, razao pela qual os resultados apresentados na Figura 3 indicam o numero de diferentes morfotipos

bacterianos identificados em cada local.

A analise dos resultados ilustrados na Figura 3 conduziu a conclusdao de que a diversidade de
microrganismos cultivaveis é menor nos ambientes que foram identificados como potencialmente
contaminados. Além disso, essa diversidade diminui consistentemente quando a amostra € cultivada em
meio BH, utilizando a gasolina como Unica fonte de carbono, em comparagdo com os resultados obtidos em

meio LB.
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FIGURA 3: NUimero de morfotipos dos microrganismos cultivaveis nos dois meios LB e BH
+ gasolina, obtidos pelos trés grupos de trabalhos nos locais estudados.

O menor namero de colénias bacterianas pode sugerir que o solo nos locais considerados potencialmente
contaminados se tornou menos propicio ao crescimento microbiano diverso. A predominancia de apenas
duas a uma colénia bacteriana, nos meios de cultura com meio BH e gasolina indica a prevaléncia de

organismos hidrocarbonoclasticos especificos, adaptados a sobreviver nestas condi¢des alteradas.

Os microrganismos que prosperaram no meio BH+gasolina demonstraram ser membros do género
Pseudomonas. Estas bactérias, de natureza Gram negativa, tém a capacidade de crescer no meio seletivo
CN Agar Base (conforme norma EN ISO 16266) e apresentam um teste positivo para a enzima oxidase. O
género Pseudomonas € reconhecido pela sua versatilidade e ampla distribuicdo em diversos habitats,
desde ambientes terrestres até aquaticos. A sua habilidade de metabolizar uma variedade de substratos,
incluindo hidrocarbonetos, como os encontrados na gasolina, real¢ga o seu papel notavel na degradacgéo de

compostos poluentes.

A utilizac@o do cddigo de gestos manuais ofereceu uma abordagem interativa e visual para a avaliagao da
metodologia. Cada gesto apresentou um significado claro e distintivo, facilitando a comunicacdo das

opinides dos estudantes de forma rapida e direta. Os resultados desta avaliagdo encontram-se na Figura 4.

A avaliacdo da metodologia refor¢cou a importancia das aprendizagens ativas, com 70% dos estudantes a
concordar com o trabalho de campo como uma estratégia a seguir e apontarem o desafio apresentado
como sendo muito motivador. A colaboracdo no trabalho, o convivio e a pertinéncia da aprendizagem em
relacdo a realidade foram também aspetos destacados de forma positiva. Destaca-se 0 compromisso com o
observar mais para compreender os fendmenos que acontecem a nossa volta. Como oportunidade de

melhoria, surgiu a sugestao de ajustar o tempo disponivel para a realizacdo deste estudo.
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FIGURA 4: Resultados da avaliagédo qualitativa da metodologia aplicada com base no coédigo atribuido a cada dedo
da mao.

D DISCUSSAO

A avaliagcdo dos diferentes aspetos visuais das coldnias bacterianas proporcionou uma compreenséao geral
da diversidade bacteriana que pode prosperar num meio de cultura especifico. No entanto, é fundamental
salientar que esta abordagem nao permite identificar com precisdo as bactérias, principalmente até ao nivel
da espécie. Neste estudo, a utilizacdo do mesmo procedimento experimental possibilitou a comparacao dos
resultados, destacando uma reducdo no niumero de morfotipos que conseguiram crescer em diferentes
amostras de solo.

Além disso, a comparacéo dos resultados obtidos em meios de cultura completos com aqueles obtidos em
meios seletivos contendo gasolina, permitiu avaliar a presenca de microrganismos capazes de degradar
hidrocarbonetos, pertencentes ao género Pseudomonas. A diminuicdo no nimero de colénias bacterianas
em locais potencialmente contaminados e em meios contendo gasolina como unica fonte de carbono,
sugere que esse ambiente € menos propicio ao crescimento de uma variedade de microrganismos, o que
pode ser um indicativo importante para a analise do ecossistema.

A avaliacéo, por parte dos estudantes, da metodologia utilizada, com base em gestos manuais, real¢cou a
importancia das aprendizagens ativas, com a maioria dos estudantes a indicar o trabalho de campo como
motivador. A colaboracdo, pertinéncia da aprendizagem e a ligacdo com a realidade também foram

destacadas. A principal sugestdo de melhoria foi 0 ajuste do tempo disponivel para o estudo.

D CONCLUSAO

As condi¢cbes ambientais tém um impacto significativo na composicdo e diversidade dos microrganismos
presentes nos ecossistemas. A exposi¢cdo a poluentes pode resultar em pressdes seletivas que favorecem
determinados tipos de microrganismos capazes de tolerar ou degradar os poluentes especificos. Este

processo pode levar a supresséo de outros microrganismos e a reducao da diversidade.

Por outro lado, ambientes mais preservados fornecem condi¢cdes propicias para uma maior diversidade

microbiana. A vegetacdo, o solo e outros fatores do ambiente podem criar nichos ecoldgicos diversos que
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suportam uma variedade de microrganismos. Além disso, o enfoque na educagdo ambiental pode levar a
praticas mais conscientes e sustentaveis, contribuindo para a manutencéo de ecossistemas mais saudaveis

e diversificados.

A metodologia aplicada permitiu que os estudantes se envolvessem ativamente na sua aprendizagem,
tornando-se protagonistas da investigacdo, e promoveu a aquisicdo de competéncias praticas, a
colaboracdo entre os estudantes e a aplicacdo dos conhecimentos adquiridos teoricamente a situacdes

reais.

A implementacdo do estudo na Unidade Curricular de Biocatalise e Biorremediacdo do Mestrado em
Engenharia Biolégica e Quimica da Escola Superior de Tecnologia do Barreiro do Instituto Politécnico de
Setdbal permitiu uma abordagem inovadora e eficaz para o ensino e aprendizagem, proporcionando aos
estudantes uma experiéncia de aprendizagem pratica e significativa, bem como a oportunidade de
desenvolver competéncias criticas essenciais. A sua adaptacdo para outros contextos educacionais nao
apenas facilitaria a compreensédo dos conceitos chave relacionados a influéncia humana nos ecossistemas,
mas também forneceria uma oportunidade préatica para os estudantes explorarem a interacdo entre a

biodiversidade e as a¢6es humanas indo de encontro ao preconizado pelos EDS.

D APLICACOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A compreensdo aprofundada das interacdes entre microrganismos e ambiente pode informar abordagens

de biorremediacédo, auxiliando na recuperacao de ecossistemas afetados por poluicdo e degradacao.

No &dmbito da educacdo, este estudo pode ser integrado em curriculos de ciéncias naturais e ambientais,
oferecendo aos estudantes uma visdo pratica das complexas relacdes entre organismos microscépicos e o
meio ambiente. Isso pode inspirar futuros cientistas e tomadores de decisdo a adotar praticas sustentaveis e

responsaveis.

Perspetivas futuras incluem a expansdo deste estudo para uma escala mais ampla, abrangendo diversos
tipos de ecossistemas e diferentes fontes de poluigdo. A investigacdo continua podera também explorar a
potencialidade de aplicagBes biotecnolégicas baseadas nos microrganismos identificados, como a producao
de enzimas degradadoras de poluentes ou a utilizacdo de microrganismos como bioindicadores da
qualidade ambiental.
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