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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de degradacdo do petroleo e
de producéo de biossurfactantes, além de demonstrar a dindmica da comunidade
bacteriana do sedimento de dois manguezais, com diferentes caracteristicas fisico-
quimicas e histéricos de contaminagcdo por petroderivados, durante o processo
degradativo do 6leo in vitro. Duas amostras de cada manguezal foram analisadas
quanto a quantidade de HPAs, salinidade, pH, granulometria e teores de Coq € N. As
amostras foram incubadas com 2% de petréleo submetidas a contagem de bactérias
heterotréficas totais e degradadoras de petréleo a cada 7 dias, durante 28 dias e,
novamente, apods a degradacéo visual do poluente, aos 150 dias, até 178 dias de
experimento. Aliquotas do sedimento foram obtidas nos dias 0 (antes da insercdo do
petréleo), 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120 e 150 para avaliacdo da diversidade bacteriana
pela técnica de T-RFLP. Apos a adicdo do contaminante, observou-se um aumento
significativo da contagem de bactérias heterotroficas totais, causado pelo
crescimento de linhagens degradadoras. A presencga do poluente também estimulou
o crescimento de bactérias com capacidade de produzir biossurfactantes em todas
as amostras analisadas, confirmando a capacidade degradativa das bactérias
autoctones. A andlise de T-RFLP demonstrou que, antes da incubacdo com o
petréleo, as amostras do manguezal de Gargau apresentaram maior diversidade
bacteriana do que o da Baia de Guanabara. Apds 7 dias de experimento, houve
reducdo da diversidade para trés das amostras analisadas, enquanto uma delas
apresentou aumento da diversidade bacteriana, sugerindo que os fatores ambientais
sdo determinantes para o crescimento bacteriano na presenca do petrdleo. Foi
possivel notar a presenca de filotipos sensiveis e resistentes a toxicidade do
petréleo, possibilitando a selecdo de bactérias de interesse biotecnolégico, com
capacidade de utilizar este poluente como fonte de carbono para o seu crescimento.
N&o foi possivel detectar um padrao quanto a composi¢ao de filotipos e mudanca da
diversidade, no entanto, aparentemente houve um padrado de sucessao de filotipos
que se dividiu em fases, que provavelmente, se relacionam ao estado de

degradacéo do petréleo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the degradation oil ability and production of
biosurfactants, and demonstrate the dynamics sediment of bacterial community of
two mangroves, with different physicochemical characteristics and historical
contamination petroleum contaminants during the oil degradative processe in vitro.
Two samples from each mangrove were analyzed for the amount of PAHSs, salinity,
pH, particle size and concentration of organic carbon and N. The samples were
incubated with 2% oil, submitted to the count of total heterotrophic bacteria and oll
degrading every 7 days during 28 days and again after the visual degradation of the
pollutant, at 150 days, until to 178 days of experiment. Aliquots of sediment were
taken at day O (before insertion of oil), 7, 14, 21, 28, 60, 90, 120 and 150 to assess
the bacterial diversity by T-RFLP technique. After the addition of contaminant, there
was a significant increase in total heterotrophic bacteria counts caused by the growth
of degrading strains. The pollutant presence also stimulated the growth of bacteria
capable of producing biosurfactants in all samples analyzed, confirming the
degrading capacity of indigenous bacteria. The T-RFLP analysis showed that before
incubation with the oil, samples of Gargau mangrove showed higher bacterial
diversity than the Guanabara Bay. After 7 days of experiment, there was a diversity
reduction for the three samples, while one, showed an increase in bacterial diversity,
suggesting that environmental factors are essential for bacterial growth in the oil
presence. Was observed the presence of sensitive and resistant phylotypes to oll
toxicity, allowing the selection of bacteria with biotechnological interest, due the
ability to use this pollutant as carbon source for growth. Wasn'’t detect a pattern in
phylotypes composition and diversity change, however, apparently there was a
pattern on phylotypes succession; wich was divided into phases, which probably

relate to the state of oil degradation.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes com navios petroleiros sédo 0s responsaveis por espalhar
milhares de toneladas de compostos téxicos no mar, causando a poluicdo de varias
praias e manguezais ao longo de todo o mundo. Estes desastres tém sido
registrados em um banco de dados criado pela ITOPF (International Tankers
Owners Pollution Federation Limited). Neste banco estdo contidas informacdes
desde a década de 1970, incluindo a data, o local do acidente, sua causa,
quantidade de produto derramado, tipo de 6éleo e o nome do navio. O banco de
dados registra atualmente, quase 10 mil acidentes, sendo eles, em cerca de 80%
dos casos, acidentes de pequeno porte. A maioria dos acidentes registrados resultou
de operacdes de rotina, que incluem abastecimento, carga e descarga, ocorrendo,
normalmente nos portos ou terminais, envolvendo pequenas quantidades de
poluente, enquanto quantidades superiores a 700 toneladas de Oleo, geralmente
estdo relacionadas a acidentes causados por colisbes e encalhes. Diante dos
problemas causados pela poluicédo, as empresas que trabalham com o transporte de
petréleo tém buscado meios para evitar os acidentes, assim, nos ultimos 41 anos, a
ITOPF tem registrado um decréscimo significativo nos grandes acidentes, segundo
os dados disponiveis no site, 55% dos grandes derramamentos foram registrados na
década de 1970, caindo para 20% na década seguinte, e para 17% em 1990,
enquanto na década de 2000, ocorreram apenas 7% de acidentes de grande porte.
O maior acidente registrado ocorreu em 1979, com o navio Atlantic Express, que
resultou no derramamento de 278 mil toneladas de petrdleo no mar. Em segundo
lugar, ocorrido em 1991, o acidente com o ABT Summer derramou 260 mil toneladas
de poluente, e o terceiro acidente envolveu o derrame de 252 mil toneladas de 6leo

do navio Castillo de Bellver, no ano de 1981 (Figura 1)
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Figura 1: Quantidades de petréleo derramado em acidentes com navios petroleiros, envolvendo mais
de 7 toneladas de poluente entre os aos de 1970 a 2010. Fonte: www.itopf.com

Na ocorréncia de um acidente com navio petroleiro, ou qualquer outro
acidente envolvendo vazamentos em refinarias, oleodutos ou plataformas de
exploracdo de petroleo, a aplicacdo de técnicas que auxiliem na remocdo do
poluente sdo de importancia crucial para a recuperacdo do ambiente afetado. A
escolha da estratégia de limpeza irA depender da quantidade de poluente
derramado, do seu grau de toxicidade e das caracteristicas e sensibilidade do
ambiente afetado pelo 6leo (YU et al.,, 2005a; KANALY et al., 2000;.CHOSSON et
al., 1991). Dentre as técnicas usadas para remediacdo de impactos, podemos citar
0s processos fisicos, como bombeamento e tratamento do contaminante em local
apropriado, jateamento de alta pressdo para remocdo fisica, contencdo com
barreiras, uso de absorventes e recolhimento manual do poluente. Outra forma de
remediar poluentes do petrdleo sdo os métodos quimicos, incluindo o uso de
surfactantes e dispersantes a fim de solubilizar e facilitar a degradacéo do poluente.
Por fim, os processos biologicos, envolvem métodos como a e fitorremediacdo, que
envolve o uso de plantas para remediar solos contaminados, e a biorremediacéo
microbiana, em que 0s microrganismos irdo degradar o petrdleo derramado no
ambiente, em landfarmings, laboratorios ou outros tipos de instalacdes (Jacques et
al. (2007).



No Brasil, varios grupos de pesquisa entre empresas e universidades tém
estudado a poluigdo por compostos do petroleo em diversos ambientes, que incluem
a contaminacdo da agua do mar, aguas subterraneas, costbes rochosos, praias
arenosas e manguezais. O estado brasileiro com maior niumero de grupos de
pesquisa € o Rio de Janeiro, que possui um total de doze grupos, pertencentes a
UERJ, UFRJ, UFRRJ, UENF e IFF; em segundo lugar, o estado de S&o Paulo,
possui seis grupos, distribuidos entre CNEN, UNICAMP, USP e IPT; e em terceiro
lugar, ficam empatados os estados da Bahia e Pernambuco, ambos com cinco
grupos de pesquisa. Os trabalhos desenvolvidos nas instituicdes em todo o pais tém
como objetivo conhecer a natureza dos poluentes, sua acdo no ambiente depois de
um derramamento, e o processo de degradacdo. Aléem de desenvolver técnicas e
produtos que auxiliem no processo de remediagdo, como o isolamento e
caracterizagdo de consoércios e linhagens microbianas degradadoras de
hidrocarbonetos, identificacdo e selecdo de organismos produtores de
biossurfactantes, estudo do metabolismo e diversidade de bactérias com capacidade
degradativa, entre outros. A Tabela 1 apresenta os grupos brasileiros com linhas de
pesquisa na area de degradacdo e biorremediacdo do petrdleo cadastrados no
CNPQ.

Tabela 1: Linhas de pesquisa relacionadas a degradacéo de petréleo nas instituicdes de ensino do
Brasil.

Estado Instituicio  Nome do Grupo Linhas de Pesquisa
AL UFAL Grupo de Qualidade  Biodigestdo, Biodegradacdo e Biorremedia¢ao;
Meio Ambiente e Tratamento de Efluentes
Energia
UFAL Grupo de Eletroquimica e meio ambiente: utilizacdo de
Eletroquimica metodologia eletroquimica na destruicdo e

modificacdo de derivados de  petréleo;
Empreendedorismo em setores tecnoldgicos;
Emprego da tecnologia eletroquimica no
tratamento de esgoto urbano e industrial

AM INPA Ecologia, Efeitos da acdo antrépica e ecotoxicologia sobre
monitoramento e uso as areas alagaveis amazoOnicas
sustentavel de areas
Umidas — MAUA



Tabela 1 Cont.

Estado Instituicio  Nome do Grupo Linhas de Pesquisa
UFBA Petréleo, Gas Adsorcao; Biodiesel, Biossurfactantes;
BA Natural e Desenvolvimento de campos de petréleo e gas;
Biocombustiveis Membranas ceramicas; Microemulsdo; Reatores
de Membrana.
UFBA Remediacéo de Biorremediacao; Geoquimica do petroleo
Areas Impactadas
por Petroleo
UFBA Engenharia de Eliminacdo de poluentes quimicos em sistemas
sistemas reativos contaminados; Modelagem, simulacdo de
processos quimicos e escoamentos reativos;
Transformacédo da biomassa em bio-6leo
UESC Bioenergia e Meio Andlise do Ciclo de vida de produtos, sistemas e
Ambiente processos energéticos; Avaliacdo de impactos
ambientais; Biodegradacdo e bioremediacdo de
petroleo, biodiesel e derivados; Catalise
heterogénea; Controle de qualidade de biodiesel;
Economia dos recursos naturais e meio ambiente;
Energia renovavel; Uso de co-produtos da
producéo de biodiesel para producéo de biogas
UESB Grupo de Pesquisa Quimica do petréleo
em Quimica
Analitica
CE UFC Transferéncia de Caracterizagdo da contaminacdo advinda do
Materiais agro-negocio em larga escala e da atividade
Continente-Oceano petrolifera
Microbiologia Bactérias degradadoras de compostos derivados
UFC ambiental e do de petréleo
pescado
UFC Aguas Residuérias e  Biodegradabilidade anaerébia dos residuos
Qualidade de Agua oriundos das cadeias produtivas  dos
biocombustiveis; Producédo de biogas a partir de
residuos da agroinduistria; Qualidade de Agua;
Tratamento biologico de aguas residuéarias de
refinarias de petroleo
ES UFES Pesquisa & Degradacdo de poluentes organicos usando a
Desenvolvimento em  eletroquimica
Eletroquimica
GO UFG Métodos de extracdo Quimica e Bioquimica de Petréleo e

e separagao

Combustiveis






Tabela 1 Cont.

Estado Instituicio  Nome do Grupo Linhas de Pesquisa
MG UFMG Biotecnologia Biodegradacdo de fendis; De-emulsificacdo de
Ambiental efluentes industriais emulsionados por culturas
microbianas; Desenvolvimento de novos produtos
a partir da glicerina; Producéao de
Biossurfactantes por Microrganismos; Prospecc¢ao
de produtos de leveduras com aplicacdo na
producéo de biocombustiveis; Tecnologias para o
tratamento biolégico de solos contaminados com
produtos do petréleo refinado.
UFMG Cristalografia de Abordagem estrutural para o0 estudo da
proteinas estabilidade de proteinas envolvidas em
biorremediacéo do petroleo; Relacéo estrutura 3D
e funcdo de proteinas: Aplicacdes diretas sobre
alvos de interesse biotecnolégico
UFV Ecologia Microbiana  Biodiversidade e bioindicadores de qualidade
ambiental; Biotecnologia aplicada a energias
renovaveis; Microbiologia do Petroleo
PE UFPE Caracterizacao Deteccdo e sequenciamento do gene sfp
Molecular de responsavel pela sintese de Sufarctina em
Microrganismos de Bacillus spp
Interesse
Biotecnoldégico,
Médico e de
Bioengenharia
UFPE Engenharia Qualidade da aguas; Avaliagdo e Tratamento de
Ambiental e da Contaminantes Emergentes; Construcdo se
Qualidade sensores e nanosensores; energia de biodiesel e
bioalcool; Instrumentacao Analitica;
Monitoramento  Ambiental; Preparacdo de
fotocalisadores nanoparticulados e
microparticulados  para  tratar compostos
recalcitrantes; Tratatamento de areas degradadas
e compostos recalcitrantes utilizando Processos
Oxidativos Avancados.; Utilizacdo de adsorventes
naturais; Valorizacdo de residuos
UFPE InvestigacBes em Biorremediacdo de ambientes poluidos por
microbiologia petroleo ou seus derivados
aplicada e molecular
na salde e no meio
ambiente
UFPE Processos Processos de Biodegradacdo e Biorremediacao;
Biotecnolégicos Producéo de Bioetanol e Biorrefinarias
UFPE Materiais Polimeros biodegradaveis

Poliméricos e
Caracterizacéo



Tabela 1 Cont.

Estado Instituicio  Nome do Grupo Linhas de Pesquisa
PR UEL RPE aplicada em Monitoramento e remediacdo de areas
materiais e recursos  impactadas por derrame de petréleo e derivados;
naturais RPE no estudo da estrutura molecular de
petrdleo, derivados e solos; RPE no estudo de
bio-6leo e carvao
UFPR Sintese e Aditivos poliméricos para as industrias do petroleo
caracterizacdo de e de biocombustiveis; Biodiesel: sintese,
polimeros caracterizagdo e propriedades. Modificacéo
guimica de polimeros; Polimeros biodegradaveis:
sintese, caracterizagdo e avaliacdo da
degradacgédo; Reciclagem quimica e mecanica de
polimeros; Sintese, caracterizacdo e estudo da
relacdo estrutura-atividade de polimeros para
variadas aplicacdes
UFPR Estudos de Avaliacdo de solventes na extracéo de asfaltenos;
Emulsfes na Desenvolvimento de correlacdes entre
IndUstria Quimica—  composicdo das fases e suas caracteristicas;
EMULTEC Efeito da composicdo e caracteristicas da agua
adicionada nas emulsdes; Emulsdes e o
Biodiesel; Estudo de Emuls6es em Alimentos;
Estudo sobre inversdo de emulsdes; Influéncia
dos acidos nafténicos nas emulsdes agua/éleo; O
efeito dos asfaltenos nas emulsées de Petroleo;
Remediacdo de solos contaminados utilizando
surfatantes e biossurfatantes
RJ UERJ BioProcess- Biorremediacdo e fitorremediacdo e de solos
Biorremediacéo e contaminados; Diagnostico ambiental e avaliagdo
Fitorremediacéo de ecotoxicolégica; Ecotecnologias no tratamento de
Solos aguas residuarias
Contaminados,
Tratamento de
Efluentes e de
Residuos e
Avaliacéo
Ecotoxicoldgica
UERJ Grupo de Tecnologia Biodiesel; Catalise; Inventario e neutralizacao de
Quimica e Ambiental carbono; Microbiologia aplicada ao meio
ambiente; Modelagem Matematica e Simulagao
Computacional de Processos; Modelagem
Molecular; Poluicdo Atmosférica; Processos
Cataliticos Oxidativos; Quimica do Petrdleo;
Remediagéo de solos contaminados com petréleo
e derivados; Tecnologias de Tratamento e
Controle de Aguas e Efluentes Industriais
UERJ Caracterizacéo de Avaliacdo da influéncia de diferentes 6éleos

materiais poliméricos

extensores nas propriedades de borrachas a base
de butadieno e estireno (SBR); Caracterizacéo
fisico-quimica de polimeros em solugdo; Emprego
de materiais reciclados na contengéo de areia em
pocos de petroleoEstudo da degradacdo térmica
de materiais poliméricos



Tabela 1 Cont.

Estado Instituicio  Nome do Grupo Linhas de Pesquisa
UFRJ Geoquimica do Biogeoquimica;  Geoquimica do  Petroleo;
Petroleo e Ambiental Geoquimica Organica Ambiental
UFRJ Palinofacies & Palinofacies & Facies Organica; Petrografia do
Facies Organica Carvéo; Petrografia Organica
UFRJ Ecologia Microbiana  Avaliacdo da diversidade microbiana como
Molecular indicador da qualidade do solo através de
Eletroforese em Gel com Gradiente de
Desnaturantes (DGGE); Bioprospec¢do da
diversidade microbiana de ambientes impactados
por acdo antrépica; Biorremediacdo de petrdleo;
Ecologia Molecular de Microrganismos do solo;
Microbiologia e Biotecnologia do Petréleo
UFRJ Francisca Pess6a de Aproveitamento de residuo a base de glicerol
Franca proveniente da fabricacdo de biodiesel: producéo
de biossurfactante; utilizacdo como solvente para
polimeros hidrossoluveis; Biodegradagcdo de
biodiesel, 6leo diesel e BX; Biodegradacao de
glicerol; Biorremediacdo de areas contaminadas
com  hidrocarbonetos;  Biotecnologia  para
Recuperacdo Avancada de Petréleo; Manejo e
Gestdo de Areas Impactadas; Producdo de
biopolimeros; Producéo de bioprodutos a partir de
glicerol; Producéo de Biossurfactante; Tratamento
de Efluentes Gasosos
UFRJ Grupo de Aplicacdo de biossurfactantes na industria do
biotecnologia petroleo; Melhoramento genético de cepas
aplicada ao setor de  produtoras de biosurfactantes; Producdo de
petréleo biosurfactantes para biorremediacdo de solos
impactados com petréleo
UFRJ Tratamento de Relso de Efluentes; Tratamento de Residuos
aguas e efluentes Industriais; Tratamentos de Aguas e Efluentes
industriais Industriais
UFRRJ Processos e Biodegradacdo de misturas poliméricas;
Tecnologia de Degradacao catalitica de polimeros; Polimeros
Polimeros aplicados a industria de petréleo
UENF Biogeoquimica de Ecologia e Biogeoquimica de Manguezais;
Ecossistemas Ecologia molecular
Aquaticos
IFF Nucleo Biorremediacdo de Ambientes Poluidos por
Multidisciplinar de Hidrocarbonetos do Petréleo; Caracterizacdo e
Pesquisa quantificacao de hidrocarbonetos do petréleo
RN UFRN Quimica Analitica e Estudo de materiais anédicos para aplicacdo em

Meio Ambiente

eletroquimica ambiental
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Estado Instituicio  Nome do Grupo Linhas de Pesquisa
SC UFSC Biorremediacédo de Biorremediacdo natural e acelerada de
residuos organicos compostos organicos toéxicos; Fitorremediacao;
perigosos Gerenciamento ambiental de areas impactadas
por misturas de biocombustiveis e derivados de
petréleo; Remediacdo de aquiferos contaminados
por misturas de biocombustiveis e derivados de
petroleo
UFSC Geoquimica Avaliacdo de contaminantes organicos em
Organica e Quimica regides estuarinas de Santa Catarina;
Ambiental Classificagdo de residuos soélidos; Estudo sobre
fotodegradacdo de derivados de petréleo;
Origem, degradacdo e preservacdo da matéria
organica na interface continente-oceano.
FURB Grupo de Aplicacdo de enzimas em Sintese Organica:
Biotransformacéo e catalise enantiosseletiva e preparacdo de
Catalise Enziméatica  biossurfactantes; cinética quimica e catalise na
(BIOTRANS) degradacdo de compostos organicos; Selecédo e
isolamento de microorganismos de interesse
industrial; Tratamento de residuos industriais por
processos biotecnologicos
SE UNIT Engenharia de Bioprocessos Aplicados ao Meio Ambiente
Bioprocessos
UFS Desenvolvimento e Ciéncia e engenharia de petréleo
caracterizacdo de
materiais
SP CNEN Aplicacdes Degradacéo de poluentes organicos em efluentes
ambientais da industriais utilizando acelerador de elétrons;
radiacéo ionizante Degradacéo de Poluentes originados de Atividade
no tratamento de Petrolifera pelo processo de oxidagdo avancada
poluentes organicos  por ra Radiacdo lonizante
e no pré-tratamento
da biomassa de
cana-de-acUcar
UNICAMP  Colec¢éao Brasileira Bases de informacdo sobre diversidade
de Micro-organismos microbiana; Biodiversidade e bioprospeccdo de
de Ambiente e fungos; Ecologia microbiana; Metagenémica
Industria — CBMAI funcional; Preservacdo de microrganismos;
Sistematica, taxonomia e filogenia de bactérias;
Sistematica, taxonomia e filogenia de fungos
UNICAMP  Microbiologia de Biodegradacéo de hidrorcabonetos;
Petréleo Caracterizacdo de biomarcadores em amostras
de petréleo; Caracterizacdo de comunidades
microbianas associadas ao petréleo; Screening
de metagenoma em amostras de petréleo;
Sistematica e ecologia microbiana
UNICAMP  Ecologia e Biodegradacao de hidrocarbonetos do petréleo;
Metagen6mica Caracterizacdo da diversidade microbiana de
Microbiana biomas especificos; Ecologia e metagenémica

microbiana; Sistematica de Bactérias



Tabela 1 Cont.

Estado Instituicio  Nome do Grupo Linhas de Pesquisa
USP Grupo de Pesquisa Degradacdo de espécies quimicas poluentes;
em Quimica Verde e Degradacao/remediacdo de espécies poluentes
Ambiental empregando-se processos quimicos redutivos;

Destoxificacao de Poluentes Organicos
Persistentes; Otimizacéao de Processos
Quimicos/Refino de Petréleo; Sintese,
caracterizacdo e aplicacdo de novos materiais
cataliticos na degradacao de espécies poluentes;
Toxicologia Ambiental

IPT Desenvolvimento e Biorremedacdo de éareas contaminadas com
Otimizacéo de petroleo e seus derivados ou residuos;
Processos Desenvolvimento e otimizagdo de processos
Biotecnolégicos biotecnolégicos

Este trabalho de tese de doutorado foi desenvolvido no grupo de
Biogeoquimica de Ecossistemas Aquaticos, e a pesquisa realizada apresentou como
foco o ecossistema de manguezal. Este ambiente foi escolhido devido a sua grande
importancia ecoldgica e econdmica e pela sua vulnerabilidade a disturbios
antropicos (Dinesh et al., 2004; Burns et al., 2000). Adicionalmente, os sedimentos
de manguezal possuem uma grande quantidade de hidrocarbonetos aromaticos de
origem natural, provenientes das folhas e troncos das arvores, e funcionam como
acumuladores de hidrocarbonetos do petréleo, propiciando a selecdo de bactérias
degradadoras destes poluentes e produtoras de biossurfactantes (Cury, 2002),
tornando este ecossistema favoravel as pesquisas de prospeccao de bactérias com
capacidade degradativa e estudos sobre diversidade bacteriana diante da poluicdo
por petroleo. Pesquisas envolvendo a biorremediacdo de petréleo por
microrganismos, além da producdo de biossurfactantes bacterianos, sdo de grande
interesse, uma vez que podem fornecer novas estratégias de biorremediacdo para
diversos tipos de ambientes, em especial para os ecossistemas de mangue, que séo

muito sensiveis as técnicas de limpeza fisicas e quimicas.
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RESUMO

O petroleo é um composto organico, formado por processos biogeoquimicos,
constituido em sua maior parte por uma mistura complexa de hidrocarbonetos. A
contaminacdo ambiental por esta substancia e por seus derivados causa grande
impacto ecoldgico e as técnicas para sua remediacdo tém recebido destaque nas
tltimas décadas. Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) de origem
petrogénica estdo entre os poluentes de maior persisténcia, apresentando
propriedades téxicas, mutagénicas e carcinogénicas aos seres humanos. A maior
parte dos componentes do petrdleo € passivel de biodegradacéo, no entanto, trata-
se de um processo lento, podendo levar décadas até a total descontaminacéo do
ambiente. Assim, técnicas de biorremediacdo tem sido alvo de diversos estudos a

fim de acelerar o processo de descontaminacdo com menor custo e menor dano
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ambiental. Neste contexto, bactérias aerdbicas e anaerdbicas tém demonstrado
grande potencial para a remediacdo de poluentes do petrdleo, sendo utilizadas com
sucesso em diversas técnicas, como atenuacdo natural, bioaumentacao,
bioestimualac&o, producéo de biossurfactantes, entre outras. Este trabalho descreve
algumas destas técnicas, bem como as vias aerObicas e anaerObicas para o

metabolismo de hidrocarbonetos por bactérias e seus fatores intervenientes.

Palavras-chave: HAP; biossurfactante; metabolismo aerdbico; metabolismo

anaerobico; biodegradacao

ABSTRACT

BACTERIAL DEGRADATION AND BIORREMEDIATION OF PETROL EUM
COMPOUNDS: A REVIEW

Petroleum is an organic compound formed by biogeochemical processes,
consisting mostly of a complex mixture of hydrocarbons. Environmental
contamination by this substance and its derivatives cause major ecological impact,
and techniques for their remediation have been highlighted in recent decades.
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) from petrogenic origin are among the most
persistent pollutants, with toxic, mutagenic and carcinogenic properties to humans.
Most components of oil are biodegradable, however, it is a slow process and may
take decades until complete environmental decontamination. Thus, bioremediation
techniques have been the target of several studies in order to accelerate the
decontamination process with less cost and less environmental damage. In this
context, aerobic and anaerobic bacteria have shown great remediation potential of olil
pollutants, being successfully used in various techniques, such as natural
attenuation, bioaugmentation, bioestimualation, biosurfactants production, among
others. This review describes some of these bioremediation techniques, as well as
aerobic and anaerobic pathways for bacterial hydrocarbons metabolism and factors

involved in its activity.

Keywords: PAH; biosurfactant; aerobic metabolism; anaerobic metabolism;
biodegradation
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CARACTERISTICAS DO PETROLEO E SEUS DERIVADOS

7

O petréleo € constituido por uma mistura complexa de hidrocarbonetos
(alifaticos ou aromaticos), e em menores quantidades, por compostos nao
hidrocarb6nicos e outros componentes organicos, alguns constituintes
organometalicos, especialmente complexos de vanadio e niquel. E oleoso,
inflamavel, menos denso que a agua, com cor variando entre negro e castanho
escuro e odor caracteristico. Sua composicdo varia em funcdo da localizacéo
geografica e das condigdes fisicas, quimicas e biolégicas que o originaram ( Crapez
et al. 2002, Van Hamme et al. 2003).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) séo contaminantes
ambientais ubiquos, de origem petrogénica, pirogénica ou biogénica (Widdel &
Rabus 2001, Foght 2008, Seo et al. 2009). HAPs de origem petrogénica sao
comprovada ou potencialmente toxicos, mutagénicos ou carcinogénicos, entrando
no ambiente principalmente por deposicdo atmosférica, escoamento urbano,
efluentes municipais, aguas residuais de industrias e derramamentos de 6leo (Seo et
al. 2009, Zhou et al. 2009). Assim, a poluicdo por petrdleo constitui um grande risco
ambiental e sanitdrio e, consequentemente, a degradacdo microbiana de
hidrocarbonetos € um tema que permanece em destaque (Seo et al. 2009).

BIODEGRADACAO DE COMPOSTOS DO PETROLEO

A maior parte dos componentes do petréleo (de 60% a 90%) é biodegradavel.
Entretanto, o restante (de 10% a 40%), em estado bruto ou refinado, é recalcitrante.
Mesmo tratando-se de uma porcdo menor, deve-se ressaltar que isto representa
toneladas de poluentes impactando ecossistemas e sendo bioacumulados e
biomagnificados na cadeia tréfica. O destino destes compostos apds um derrame ira
depender da interacdo entre varios fatores, podendo-se destacar a degradacao

microbiana (Crapez et al. 2002).

A presenca de hidrocarbonetos em toda a biosfera pode explicar a
capacidade de muitas espécies microbianas em utilizar estes compostos como

substrato de crescimento, degradando poluentes do petréleo e utilizando-os como
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fonte de carbono e energia (Boopathy 2000, Ramsay et al. 2000, Widdel & Rabus
2001, Diaz 2004, Mandri & Lin 2007). Para tal, € necessario quebrar ao menos parte
da molécula, em um composto mais simples, intermediario na via metabdlica
(Boopathy 2000, Widdel & Rabus 2001, Van Hamme et al. 2003, Diaz 2004,
Ferguson et al. 2007, Jacques et al. 2007, Mandri & Lin, 2007).

Algumas caracteristicas das bactérias propiciam sua adaptacdo a varias
condicbes ambientais, como seu crescimento rapido, versatilidade metabdlica,
plasticidade genética e rapida adaptacdo a variacbes do meio. Para sua
sobrevivéncia e crescimento, bactérias necessitam basicamente de energia, carbono
e nutrientes (N, P, S, K, Ca, Mg, etc.) (Martins 2004). Varias vias metabdlicas de
degradacdo dos HAPs foram identificadas em diferentes bactérias. A quebra de
compostos aromaticos pode ser feita aerobicamente ou anaerobicamente, conforme
demonstrado na Figura 2 (Dagley 1975, Bugg & Winfield 1998, Boopathy 2000,
Widdel & Rabus 2001, Diaz 2004, Jacques et al. 2007).

RESPIRAGCAO
co,
QUIMIOTROFICOS .
AEROBIOS Aerdbica, .-
| QUIMIOTROFICOS
H ZQE —>Biomassa - ANAEROBIOS
- 0, e
FOTOTROFICOS | ™., .~ Desnitrificagao
ANOXIGENICOS " NOz N
v "'~.,"‘. ..,:"“ M 2 > (:o2
Luz
/ \ Redugao do ion Férrico—
C.H, Fe3€ 9Fe2*
Biomassa ¢ Hidrocarboneto > CO,

Aromatico

Sulfato Reducgao —> Biomassa

..... SO% ,H,S

» CO,

e organicos

............... Biomassa Metanogenese

_____ g 3 + 2
----- iy .00 o
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Figura 2- Utilizacdo microbiana de compostos aromaticos por via aerébia e anaerébia, demonstrando
os diferentes aceptores de elétrons na respiracao. Figura adaptada de Diaz (2004).
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Nos ambientes naturais, a maior parte da matéria organica € mineralizada
aerobicamente, porém este processo pode ocorrer também na auséncia de oxigénio
(Smith 1990, Hopper 1991). Entretanto, de acordo com Diaz (2004), a degradacao
microbiana do petroleo e seus produtos refinados € muito mais rapida em condi¢cbes

aerdbicas do que em anaerdbicas.

A susceptibilidade dos componentes do petrdleo a biodegradacéo varia de
acordo com a concentracdo do poluente e com o tamanho da molécula do
hidrocarboneto (Chosson et al. 1991). Geralmente, um aumento no numero de anéis
aumenta a estabilidade quimica e a hidrofobicidade da molécula de HAP, tornando-o
menos susceptivel a biodegradacdo (Kanaly et al. 2000, Yu et al. 2005b). A
solubilidade dos HAPs em &agua €, geralmente, baixa e decresce quando o peso
molecular aumenta. Compostos de alto peso molecular sdo, entdo, considerados
recalcitrantes (Seo et al. 2009, Zhou et al. 2009).

A caracteristica comum de todas as fragbes do petrdleo € a sua baixa
solubilidade em agua, dificultando a agdo microbiana em degradé-los (Kanaly et al.
2000, Yu et al. 2005a, Cameotra & Singh 2009, Seo et al. 2009). O primeiro passo
da degradacdo microbiana consiste em obter melhor contato da superficie celular
com o0 Oleo e entdo, o transporte através da membrana celular. Apesar das muitas
pesquisas nesta area, 0 mecanismo de transporte e assimilacao do 6leo dentro das
células bacterianas ainda néo é totalmente conhecido (Cameotra & Singh 2009). A
aplicacdo de surfactantes pode aumentar a disponibilidade dos HAPs aos
microrganismos degradadores, auxiliando na solubilizacdo do poluente
(Ganeshlingam et al. 1994, Ron e Rosenberg 2001, Mariano et al. 2007, Cameotra &
Singh 2009, Seo et al. 2009).

SURFACTANTES E SUA ACAO NA DEGRADACAO DE COMPOSTOS DO
PETROLEO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas, que podem ser obtidos por processos
guimicos (sintéticos), ou produzidos por microrganismos (biossurfactantes) (Mulligan
et al. 2001, Colla & Costa 2003). Surfactantes sintéticos tém sido utilizados na
industria do petréleo, ajudando na limpeza de derramamentos e na recuperacao de

petréleo em reservatérios. Entretanto, estes produtos podem ser tdxicos ao
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ambiente e ndo séo biodegradaveis. Por outro lado, os biossurfactantes apresentam
vantagens como baixa toxicidade, natureza biodegradavel e eficacia em amplas
variacbes de temperatura, pH e salinidade, além da facilidade de sintese
(Tabatabaee et al. 2005).

Os biossurfactantes sdo metabdlitos produzidos por uma grande variedade de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos e possuem caracteristicas de
detergéncia, emulsificacdo, solubilizacdo, diminuicdo da tensdo superficial e
interfacial e dispersdo de fases ( Desai & Banat 1997, Maniasso 2001, Ron &
Rosenberg 2001, Nitschke & Pastore, 2002, Colla & Costa 2003, Yakubu 2007).
Estes produtos alteram a hidrofobicidade e aumentam a dispersdao de compostos
imisciveis em agua, aumentando a degradacédo microbiana (Ron & Rosenberg 2001,
Mariano et al. 2007, Seo et al. 2009, Cameotra & Singh 2009). A maioria dos
biossurfactantes conhecidos € sintetizada por microrganismos cultivados em
hidrocarbonetos imisciveis em agua, mas alguns sao produzidos em substratos
sollveis como glicose, glicerol e etanol (Tabatabaee et al. 2005). Eles podem se
encontrar como moléculas intracelulares, serem secretados pelas células
microbianas ou ficarem aderidos a sua superficie (Ron & Rosenberg 2001, Mariano
et al. 2007, Cameotra & Singh 2009, Seo et al. 2009).

Estudos indicam que a producédo de biossurfactantes por bactérias esta ligada
a alta densidade celular; a presenca de biossurfactantes no ambiente desempenha
um papel natural, aumentando a degradacdo de compostos hidrofébicos, uma vez
gue aumentam a area superficial das gotas de 6leo, permitindo o acesso de mais
bactérias ao substrato, otimizando, por conseguinte, a producdo de biomassa
bacteriana (Mulligan et al. 2001, Ron & Rosenberg 2001, Yakubu 2007, Cameotra &
Singh 2009).

DEGRADACAO BACTERIANA DE HIDROCARBONETOS POR VIA AE ROBICA

Em bactérias aerdbicas, o oxigénio ndo € apenas aceptor terminal de elétrons
para a conservacao da energia respiratoria, mas também um reagente indispensavel
no mecanismo de ativagao (Widdel & Rabus 2001). As vias bacterianas de
degradacéo aerdbia de hidrocarbonetos aromaticos podem ser geralmente, divididas

em trés partes: (1) O composto aromatico € transformado em um metabdlito
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intermediario central da via de degradacdo dos HAPs, normalmente um catecol,
através da introducdo de grupos hidroxila por enzimas periféricas, com fungcédo de
reconhecer as moléculas dos HAPs e converté-las em intermediarios centrais (Bugg
& Winfield 1998, Kanaly & Harayama 2000, Widdel & Rabus 2001,Scramin et al.
2003, Diaz 2004, Jacques et al. 2007); (2) As enzimas de fissdo convertem o0s
intermediarios centrais em compostos que sao utilizados nas vias comuns de
geracdo de carbono e energia da bactéria. Ocorre, entdo, a abertura do anel do
catecol por di-oxigenases, que catalisam a adicdo de oxigénio molecular ao anel.
Esta abertura pode ocorrer em duas posi¢des: entre os grupos hidroxila (clivagem
intradiol ou orto), ou adjacente a um dos grupos hidroxila (clivagem extradiol ou
meta) (Heider & Fuchs 1997, Bugg & Winfield 1998, Kanaly & Harayama 2000,
Scramin et al. 2003, Diaz 2004, Jacques et al. 2007). As di-oxigenases intradiol,
possuem como cofator o Fe** e produzem o &cido cis-cis-mucdnico. Enquanto as di-
oxigenases extradiol, dependem do Fe?, produzindo o semialdeido 2-
hidroximucoénico e podem ser subdivididas em proximais e distais, para caracterizar
a posicao da clivagem do anel em relacéo ao radical (Bugg & Winfield 1998, Kanaly
& Harayama 2000, Scramin et al. 2003, Diaz 2004, Jacques et al. 2007); (3) O
produto resultante da abertura do anel é convertido em produtos que entram no
cliclo de Krebs. O acido cis-cis-muconico sera convertido em succinato e acetil-Co-A
e 0 semialdeido 2-hidroximucdnico, sera transformado em acido piravico e
acetaldeido (Kanaly & Harayama 2000, Scramin et al. 2003, Diaz 2004, Jacques et
al. 2007).

DEGRADACAO BACTERIANA DE HIDROCARBONETOS POR VIA
ANAEROBICA

A degradacdo de hidrocarbonetos em condicdes estritamente andxicas foi
confirmada no final da década de 1980 (Widdel & Rabus 2001, Diaz 2004).
Enquanto a biodegradacdo aerdbica de hidrocarbonetos tem sido bem estudada
desde o inicio do século XX, os registros sobre a biodegradacdo anaerdbica sdo
relativamente recentes, tratando-se de uma area emergente, que tem sofrido rapidas
mudancas (Widdel & Rabus 2001, Meckenstock et al. 2004, Foght 2008). Estudos

tém mostrado que alguns passos enzimaticos chave na biodegradacdo de
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hidrocarbonetos anaerébios envolvem microrganismos versateis e singulares
bioquimicamente, ativando hidrocarbonetos por mecanismos novos, que diferem
completamente daqueles utilizados no metabolismo aerébico ( Widdel & Rabus
2001, Foght 2008).

Muitos ambientes poluidos por hidrocarbonetos sdo andxicos, como por
exemplo, aquiferos, sedimentos aquéticos e solos submersos. Em tais condic¢des, a
biodegradacao € realizada por microrganismos anaerobicos estritos ou facultativos,
utilizando aceptores de elétrons como o nitrato (desnitrificantes), sulfato redutores,
redutores de Fe®*", CO, (organismos metanogénicos), ou outros aceptores (Mn, Cr,
U, etc.) (Widdel & Rabus 2001, Diaz 2004, Chakraborty & Coates 2004, Foght 2008).

Condicdes metanogénicas e de sulfato reducdo fornecem pouca energia as
bactérias, entretanto, sdo fundamentais no metabolismo de linhagens fermentativas,
pois estas, em geral, ndo fazem a biodegradacdo completa dos HAPs, tornando-se
energeticamente favoraveis apenas quando microrganismos metanogénicos ou
bactérias redutoras de sulfato estdo presentes no substrato, a fim de usar os
produtos gerados durante a fermentacdo. Diferentemente, bactérias fotossintéticas
obtém energia da luz e degradam o0s compostos aromaticos anaerobicamente para
formar metabdlitos intermediarios, como acetil-CoA, que sado posteriormente

utilizados em reacgdes biossintéticas (Diaz 2004).

O catabolismo anaerobico de compostos aromaticos pode ser dividido em trés
fases: (1) Os caminhos periféricos convergem para uma via central, formando um
intermediario aromatico, normalmente benzoil-CoA (Heider & Fuchs 1997,
Chakraborty & Coates 2004, Diaz 2004, Foght 2008); (2) Ocorre a abertura do anel
aromatico, convertendo o composto em 3-hidroxipimelil-CoA, que sofre a acédo de
uma desidrogenase sendo formado predominantemente glutaril-CoA ou,
alternativamente, acetil-CoA (Heider & Fuchs 1997); (3) A enzima glutaril-CoA
desidrogenase produz crotonil-CoA, e libera CO,. Segue-se entdo a transformacao
de crotonil-CoA em Acetil-CoA, que é oxidado, normalmente, via ciclo do acido
citrico (Heider & Fuchs 1997).

Informacdes detalhadas sobre a degradagdo anaerébia da HAPs sao
escassas, e ha um debate se HAPs com trés ou mais anéis podem servir de
substrato de crescimento ou se sdo apenas parcialmente oxidados através de co-

metabolismo com outros substratos ( Meckenstock et al. 2004, Foght 2008).
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Na ultima década, algumas culturas puras e mistas de anaerdbios foram
obtidas, permitindo os primeiros estudos das vias de degradacdo anaerdbias.
Métodos de cultivo de microrganismos anaerébios com HAPs como Unica fonte de
carbono e energia foram estabelecidos em 2003, porém, mais bactérias precisam
ser isoladas e suas vias degradativas estudadas, uma vez que 0S processos
metabdlicos se diferenciam entre as linhagens (Meckenstock et al. 2004, Foght
2008).

Um importante fator a ser investigado é se a capacidade degradativa dos
organismos isolados em laboratério apresenta a mesma eficiéncia em condicfes de
campo. Assim, técnicas moleculares podem auxiliar na identificacdo das linhagens
ou comunidades microbianas que agem na degradacdo de HAPs in situ
(Meckenstock et al. 2004, Foght 2008).

BIORREMEDIACAO MICROBIANA E SUAS VANTAGENS

O termo biorremediacdo pode ser definido como um processo que utiliza a
biotecnologia na aceleragédo da transformac&o dos poluentes em produtos menos
toxicos. Normalmente utiliza-se o metabolismo de microrganismos para eliminagéo
rapida de poluentes, para reduzir sua concentragcdo para niveis aceitaveis,
transforma-los em compostos de baixa toxicidade, ou mesmo mineraliza-los
completamente (Torsvik et al. 1990, Colla & Costa 2003, Mandri & Lin 2007, Yakubu
2007). Os processos de biorremediacdo baseiam-se nas atividades aerdbicas ou
anaerobicas de microrganismos denominados “petrofilos” (Boopathy 2000, Mandri &
Lin 2007). Assim, varios tipos de microrganismos utilizam vias bioquimicas
complexas para transformar os hidrocarbonetos em intermediarios comuns do seu
catabolismo e, a partir dai, em fonte de carbono e energia para seu crescimento
(Diaz 2004, Jacques et al. 2007, Mandri & Lin 2007, Seo et al. 2009).

Varios aspectos da biorremediacdo a tornam uma opc¢ao atraente na
degradacdo de petréleo, demonstrando vantagens sobre outros meétodos de
tratamento, pois consiste em um processo natural; algumas técnicas podem ser
aplicadas in situ com perturbacdo ambiental minima, sendo muitas vezes mais
baratas e mais seguras. Além disso, muitos microrganismos degradam varios

poluentes permanentemente, podendo, ainda, ser associados a métodos de
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tratamento fisicos ou quimicos (Boopathy 2000, Mandri & Lin 2007, Yakubu 2007).
Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém indicado que a biorremediacdo € uma
alternativa segura e eficaz de remocéo de petréleo do ambiente ( Diaz 2004, Yakubu
2007).

TECNICAS DE BIORREMEDIACAO E RESPECTIVAS APLICACOES

As estratégias usadas para a biorremediacdo dos HAPs podem ser divididas
entre as técnicas in situ, em que ndo ha necessidade de remocdo do substrato
contaminado, realizando-se a biorremediacdo no préprio local poluido; e as técnicas
ex situ, em que € necessario remover o0 substrato, procedendo-se a biorremediacdo
em instalacdes apropriadas, fora do local contaminado (Boopathy 2000, Ramsay et
al. 2000).

A técnica de bioaumentagéo consiste na adicdo de culturas bacterianas com
comprovada atividade degradadora dos poluentes a um local, garantindo que o
consorcio adequado de microrganismos estara presente em suficientes tipos,
namero e compatibilidade a fim de metabolizar o poluente de forma eficaz. Esta
técnica pode ser utilizada tanto in situ quanto ex situ; sendo particularmente
importante para tratamentos in situ, quando ndo h& popula¢cdes microbianas
indigenas capazes de degradar o contaminante (Jorgensen et al. 2000, Jacques et
al. 2007, Mariano et al. 2007, Yakubu 2007, Foght 2008).

Outro método que pode ser realizado tanto in situ quanto ex situ € a
bioestimulacédo. Entretanto, este s0 é eficaz quando ha populacdes microbianas
degradadoras no substrato (Yakubu 2007). A técnica é realizada estimulando-se a
microbiota indigena, otimizando suas condi¢cdes de crescimento por meio da adi¢ao
de nutrientes organicos e inorganicos, regulacdo de pH, temperatura e aeracéo
(Jorgensen et al. 2000, Ramsay et al. 2000, Ebuehi et al. 2005, Jacques et al. 2007,
Mandri & Lin 2007, Mariano et al. 2007, Yakubu 2007,Foght 2008).

A biorremediagéo intrinseca € uma técnica realizada in situ, sendo conhecida,
também, como atenuacdo natural ou biorremediacdo passiva. Nesta técnica, o
contaminante permanece no local e a descontaminagdo ocorre através de processos

fisicos, quimicos e biolégicos naturais, como volatilizacdo, diluicdo, sorcdo e
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biodegradagdo. Normalmente, ocorre de maneira muito lenta, exigindo o
monitoramento do local em longo prazo, visando a prote¢cdo da saude humana e
ambiental (Boopathy 2000, Diaz 2004, Jacques et al. 2007, Fogh, 2008).

O sistema de landfarming € aplicado para o tratamento da fase solida de
solos contaminados e pode ser realizado in situ ou ex situ (Boopathy 2000). Nesta
técnica, os microrganismos da camada superficial do solo sdo estimulados a
degradar os poluentes transformando-os em substancias inertes como CO; e agua,
por meio do revolvimento do solo e uso de aracao, além da adicdo de nutrientes e,
se necessario, de irrigacdo, bioaumentacdo e surfactantes (Doelman & Breedvelk
1999 citado em Jacques et al. 2007, Jorgensen et al. 2000).

A técnica de bioventing ou bioventilacdo € normalmente utilizada para o
tratamento de solos contaminados e baseia-se na introducdo de oxigénio no
substrato para estimular a atividade dos microrganismos aerébios, podendo ser

aplicada in situ ou ex situ, de acordo com o local a ser tratado (Boopathy 2000).

A compostagem é outro processo de descontaminacgéo de solos, realizado por
microrganismos aerébios ex situ. No emprego desta técnica, 0 substrato
contaminado é removido do local de origem e colocado em pilhas, com ou sem
aeracdo, controlando-se a lixiviagdo e o0 escoamento superficial dos liquidos
provenientes dessas pilhas (Jorgensen et al. 2000, Jacques et al. 2007).

Para o tratamento de liquidos ou suspensdes ex situ, pode-se utilizar
biorreatores. Neste método, a biodegradagdo ocorre em um recipiente ou reator
(Boopathy 2000), onde o material contaminado é misturado com agua formando uma
suspensao, com 5 a 50% de sdlidos, que é agitada mecanicamente, aumentando a
aeracdo, a homogeneidade dos poluentes e sua disponibilidade aos
microrganismos. Parametros fisicos e quimicos, como pH, disponibilidade de
nutrientes, aeracdo e temperatura sdo ajustados para a maxima producdo de
biomassa, sendo possivel, ainda, bioaumentar o substrato. Apds a reducdo dos
contaminantes aos niveis desejados, a suspenséo € desidratada e a agua pode ser
reutilizada no biorreator (Doelman & Breedvelk 1999 citado em Jacques et al. 2007,
Woo & Park 1999, Van Hamme et al. 2003). A técnica possui a vantagem de
degradar poluentes de maneira muito rapida. Deve-se, entretanto, considerar que
qguantidade de substrato tratado é limitada pelo tamanho dos biorreatores; em alguns

casos, € necessario o pré-tratamento do substrato para remoc¢do de compostos
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toxicos aos microrganismos; além do custo elevado, devido a alta tecnologia
empregada. Estes fatores restringem sua aplicagdo aos casos em que outras
técnicas provavelmente ndo trariam resultados satisfatérios (Woo & Park 1999,

Doelman & Breedvelk 1999 citado em Jacques et al. 2007, Van Hamme et al. 2003).

E possivel utilizar biofiltros para realizar o tratamento de poluentes volateis
por meio da utilizacdo de colunas de captacdo microbiana, evitando que o0s

contaminantes sejam emitidos na atmosfera (Boopathy 2000).

O método conhecido como pump and treat é utilizado para o tratamento de
aguas subterrdneas, consistindo no seu bombeamento para a superficie,
procedendo-se a descontaminacéo ex situ e posteriormente, pela reinjecdo da agua
tratada (Boopathy 2000).

Segundo Mulligan et al. (2001), a utilizagcado de biossurfactantes em diversos
tipos de substrato contaminados proporciona altas taxas de remocao de poluentes.
A adicdo destas substancias a culturas puras ou em solo tem demonstrado
aumentar a biodegradacdo de varios hidrocarbonetos, acelerando o processo de
reparacao (Ganeshlingam et al. 1994, Cameotra & Singh 2009). Assim, existe uma
clara correlagéo entre producéo de biossurfactante e utilizagdo de hidrocarbonetos
por microrganismos(Cameotra & Singh 2009). Estes compostos tém demonstrado
maior versatilidade do que muitos surfactantes sintéticos, auxiliando na remediacao
da poluicdo ambiental por petréleo tanto in situ quanto ex situ (Mulligan et al. 2001,
Yakubu 2007).

FATORES INTERVENIENTES NA EFICIENCIA E APLICABILIDA DE DA
BIORREMEDIACAO

A eficiéncia de cada processo de degradacdo depende de fatores fisicos,
quimicos e biolégicos como a biomassa microbiana, diversidade populacional,
atividades enzimaticas, caracteristicas fisico-quimicas do substrato, estrutura
molecular do poluente e sua concentracdo. Diversos fatores ambientais que
abrangem pH, temperatura, umidade, atividade de agua, oxigénio dissolvido,
nutrientes, fontes de carbono e energia a disponibilidade de receptores de elétrons,

e a presenca de co-metabdlitos influenciam a utilizacdo de poluentes pelos
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microrganismos (Boopathy 2000, Van Hamme et al. 2003, Jacques et al. 2007, Seo
et al. 2009).

A umidade é considerada por Haider (1999), o fator ambiental mais critico na
biodegradacdo, uma vez que uma atividade microbiana elevada ocorre apenas com
disponibilidade de &gua adequada. Entretanto, o teor de agua no substrato tem
relacdo inversa com a disponibilidade de oxigénio, ou seja, um alto teor de agua,
resulta em baixa concentracdo de O,, causando prejuizos diretos a atividade dos
microrganismos aerobios, que sdo importantes agentes na degradacdo dos HAPs,
(Leahy e Colwell 1990, Jacques et al. 2007). No entanto, em condi¢cGes de hipoxia
ou anoxia, as bactérias anaerdbicas ou aerdbicas facultativas se tornam dominantes
na comunidade microbiana devido a sua capacidade de usar aceptores de elétrons
alternativos em substituicdo ao oxigénio (Johnsen et al. 2005, Cameotra & Singh
2009).

A temperatura é um fator fisico que influencia o consumo de substrato pela
microbiota, sua atividade metabdlica, e por consequéncia, a biodegradacdo dos
HAPs (Haider 1999). De acordo com Leahy & Colwell (1990), baixas temperaturas
limitam a degradacao destes poluentes, uma vez que o metabolismo microbiano
diminui e a viscosidade dos HAPs aumenta nestas condi¢cdes. Em contrapartida, em
altas temperaturas, a toxicidade destes compostos aumenta. Assim, a degradacao
dos HAPs €& melhorada na faixa de temperatura entre 30°C e 40°C, diminuindo a

viscosidade dos compostos e aumentando o metabolismo microbiano.

O pH é um fator quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido
aos efeitos dos ions H" na permeabilidade celular e na atividade enzimatica, e,
indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na
solubilidade do aluminio e demais metais pesados, que podem ser tOxicos aos

microrganismos (Jacques et al. 2007).

A presenca e o teor de nutrientes inorganicos exercem influéncia na atividade
da microbiana. Os efeitos da adicdo de N e P demonstram resultados conflitantes,
provavelmente devido as caracteristicas de cada ambiente em relacdo aos teores de
nutrientes, tipo de contaminante e populacdo microbiana indigena (Leys et al. 2005).
O ferro e o enxofre sdo outros nutrientes que podem influenciar na biodegradacéo

de HAPs, pois desempenham func¢des celulares relacionadas ao seu metabolismo,
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como a participagdo na estrutura das enzimas que realizam sua degradagdo nas

células microbianas (Jacques 2005).

A matéria organica consiste na fonte de carbono e energia para 0s
microrganismos, ou seja, um alto teor de matéria organica esta associado a uma
maior abundancia e diversidade microbiana. Niveis mais baixos de matéria organica,
normalmente, relacionam-se com uma menor abundancia bacteriana (Boopathy
2000). Em contrapartida, uma grande quantidade de matéria organica, esta
normalmente relacionada a substratos de particulas finas, que propiciam a sorcao
dos HAPs. Em virtude da baixa solubilidade em agua e da forte tendéncia de sorcao
dos HAPs as particulas soélidas, sua biodisponibilidade aos microrganismos

degradadores é reduzida

A biodegradacdo pode ainda, ser limitada pela incapacidade dos
microrganismos autéctones em metabolizar os poluentes ou por condigbes
ambientais desfavoraveis a sobrevivéncia e atividade dos microrganismos
degradadores (Johnsen et al. 2005, Jacques et al. 2007). A producao de metabdlitos
toxicos, repressdo de enzimas, presenca de substratos preferenciais, e a falta de
substratos indutores podem, também, ser considerados como fatores limitantes (
Boopathy 2000, Van Hamme et al. 2003, Jacques et al. 2007).

A biorremediacdo deve ser adaptada as condi¢cdes locais especificas,
havendo necessidade caracterizar o ambiente a ser tratado e de fazer estudos
prévios em pequena escala antes da limpeza do local contaminado ( Boopathy 2000,
Mariano et al. 2007), com a finalidade de esclarecer alguns fatores a se considerar
antes de escolher e aplicar uma técnica de biorremediacdo, dentre os quais,
podemos citar: (i) se o contaminante é biodegradavel; (ii) se a biodegradacao esta
ocorrendo naturalmente no local contaminado; (iii) se as condicdes ambientais séo
adequadas para a biodegradacgéo; (iv) se o poluente ndo for completamente
degradado, qual sera o comportamento do material residual (Boopathy 2000).

Alguns dos critérios ndo-técnicos que afetam a aplicabilidade das técnicas de
biorremediacdo também devem ser considerados, pois a técnica escolhida deve ser
capaz de alcancar a limpeza necessaria; possuir custo vantajoso em relacdo a
outras opcdes de remediacdo; possibilidade de contaminantes residuais apés a
biorremediacdo em niveis aceitaveis; percepcdo publica e regulatoria favoravel,

capacidade de cumprir as limitacdes de tempo e espaco (Boopathy 2000).
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Outros fatores constituem limitacdes ao uso da biorremediacdo, como a
guestdo econdmica e a responsabilidade ambiental. Clientes e agéncias
reguladoras, normalmente, avaliam a biorremediacdo de forma rigorosa, uma vez
que se trata da aplicacéo de técnicas inovadoras, ha imposi¢cdo de normas rigidas e
exigéncia de maior desempenho do que para tecnologias convencionais. Assim, o
investimento em biorremediacdo tem sido lento e, por conseguinte, esta atividade

em escala comercial ainda fica aquém de outros setores industriais (Boopathy 2000).

PRINCIPAIS BACTERIAS ENVOLVIDAS NA DEGRADACAO DE CO MPOSTOS
DO PETROLEO

Desde a década de 1950, bactérias degradadoras de compostos do petrdleo
vém sendo isoladas. Os principais géneros s&o Acidovorans, Acinetobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia, Burkholderia,
Bacillus, Comomonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia,
Microbacterium, Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Nocardia,
Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Rhodococcus,
Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces e Vibrio (Crapez et al. 2002,
Jacques et al. 2007, Mandri & Lin 2007, Seo et al. 2009).

A biodegradacéo do petréleo em ambientes naturais ou em laboratério, ndo
pode ser realizada por uma Unica espécie microbiana, uma vez que este poluente é
constituido por varios tipos de hidrocarbonetos e nenhum microrganismo é capaz de
degradar sozinho todos os compostos ali presentes. A complexidade dos processos
metabdlicos necessarios a essa degradacao leva a formacédo de consorcios, com
microrganismos de diferentes géneros e espécies, cada um especializado em
degradar uma ou varias fracdes do Oleo (Crapez et al. 2002, Tiburtius et al. 2004,

Jacques et al. 2007).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas comecaram a se voltar ao estudo de
tais consorcios, que tém demonstrado maior eficiéncia do que as culturas puras na
degradacdo de poluentes do petroleo, podendo mineralizar completamente estes
compostos devido a complementaridade metabolica entre seus membros (Crapez et
al. 2002, Van Hamme et al. 2003, Tiburtius et al. 2004, Jacques et al. 2007).
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A complementaridade metabdlica em consoércios microbianos é essencial para
a degradacdo de alguns hidrocarbonetos, uma vez que estes podem apresentar
toxicidade para certos microrganismos e, em contrapartida, servir de fonte de
carbono para outros. Assim, o metabolismo de compostos téxicos por alguns
microrganismos resistentes, gera subprodutos que serdo utilizados por outras
espécies como substrato de crescimento (Van Hamme et al. 2003, Tiburtius et al.
2004).

CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de biorremediacdo constituem uma boa alternativa na
descontaminacdo de ambientes poluidos por petrdleo e seus derivados,
apresentando, na maioria das vezes, baixo custo de implementacdo, e menor risco
ambiental do que técnicas de limpeza que envolvem processos fisicos e quimicos.
Para a biorremediacdo ser bem sucedida, as técnicas utilizadas necessitam da
presenca de microrganismos com capacidade fisioldégica e metabdlica para degradar
os poluentes do local, além de alguns fatores fisico-quimicos do ambiente que
favorecam sua atividade (Boopathy 2000). Compreender como estes fatores afetam
a transformacdo de um determinado HAP é dificil e entender os processos em
ambientes naturais onde misturas de HAPs estédo presentes é ainda mais complexo
(Van Hamme et al. 2003). A contaminac&o pode ocorrer em substratos multifasicos,
heterogéneos, haver associagdo do contaminante com particulas e sua dissolucéo
em liquidos. Assim, o estudo da ecologia microbiana tem aumentado nos ultimos
anos, e, com uma abordagem interdisciplinar, envolvendo microbiologia, biologia
molecular, engenharia, ecologia, geologia e quimica, tem fornecido informacdes
Uteis para a melhoria das estratégias de biorremediacdo, além de permitir avaliar o
impacto da técnica utilizada sobre os ecossistemas (Boopathy 2000).
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Resumo

Componentes do petrdleo podem ser degradados por diversas espécies bacterianas.
Assim, estes microrganismos sdo de grande interesse para a industria e para
aplicacao na recuperacao de ambientes contaminados. Métodos de isolar, cultivar e
identificar bactérias degradadoras destes poluentes tém sido desenvolvidos no
campo da quimica, bioquimica, microbiologia e biologia molecular, possibilitando
conhecer melhor a ecologia e dinamica das comunidades bacterianas no contexto
ambiental e em laboratorio. Por fim, observa-se a necessidade crescente de
pesquisas multidisciplinares a fim de conhecer o maior numero possivel de espécies,
das suas caracteristicas metabdlicas e das suas respectivas fun¢bes dentro do
processo de degradacdo de petroderivados e, com estas informacgfes, desenvolver

estratégias de descontaminacao de ambientes poluidos por estes compostos.

palavras-chave: ecologia microbiana; biodegradacao de petrdleo; métodos de
identificag&o bacteriana
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Oil compound biodegradation and identification meth ods for degrading

bacteria

Abstract : Petroleum compounds can be degraded by several bacterial
species. Thus, these microorganisms are of great interest to the industry and to the
recovery of contaminated environments. Methods to isolate, cultivate and identify
bacteria able to degrade these pollutants have been developed in the field of
chemistry, biochemistry, microbiology and molecular biology, allowing for a better
understanding of bacterial communities ecology and dynamics in the environmental
context and in the laboratory. Finally, there is a growing need for multidisciplinary
research in order to meet the greatest possible number of species, their metabolic
properties and their respective roles in the degradation process of oil compounds
and, with this information, develop strategies for decontamination of environments

polluted with these substances.

Keywords: microbial ecology; petroleum biodegradation; bacterial identification

methods
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1. Biodegradacao de petroleo

O petroleo pode ser utilizado por diversos microrganismos como fonte de
carbono e energia, uma vez que exibem grande versatilidade fisiolégica e
bioquimica, degradando seus compostos tanto por via aerdbia, quanto anaerodbia.
Uma grande quantidade de substratos e metabdlitos presentes em solos impactados
por hidrocarbonetos, fornece condi¢cdes para o desenvolvimento de uma complexa

comunidade microbiana .l %3 4567

Segundo Braddock et al. (1996),% as populacdes de bactérias degradadoras

de hidrocarbonetos em sedimentos marinhos contaminados com petréleo sé&o
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maiores do que nos nao contaminados. Normalmente, as populacdes destes
microrganismos constituem menos de 1% do total das comunidades microbianas em
ambientes naturais. Entretanto, quando poluentes derivados do petroleo estdo
presentes, as populacdes degradadoras destes compostos aumentam para 10% da
comunidade.” Derrames sucessivos de petroderivados no mesmo ambiente
aceleram o aumento da biomassa bacteriana degradadora de hidrocarbonetos.
Desta forma, uma alta concentracdo dessas bactérias pode ser utilizada como um
indicador de ambiente impactado cronicamente por petréleo.’® Portanto, o estudo da
diversidade microbiana autéctone torna-se fundamental para a compreensdo das
funcdes exercidas pelos microrganismos diante da contaminacdo dos habitats por

petréleo e seus derivados.™

Ecologicamente, microrganismos degradadores de hidrocarbonetos sao
amplamente distribuidos. As dificuldades encontradas para caracterizar
comunidades microbianas de ambientes impactados por hidrocarbonetos do petréleo
sdo agravadas pela grande quantidade de substratos especificos e interacdes
metabdlicas possiveis. Apesar da complexidade destas comunidades, ferramentas
estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de caracterizar a abundancia e
distribuicdo microbiana em ambientes naturais, a fim de associar estruturas
comunitarias com as funcdes do ecossistema. Métodos baseados em cultura e
independentes de cultura tém sido desenvolvidos e aplicados para fornecer uma
compreensao destas comunidades microbianas e a evolugdo nas pesquisas tem
gerado e disponibilizado listas-referéncia de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos para consulta, uma vez que técnicas para isolar e identificar
microrganismos responsaveis pelo metabolismo destes compostos sao

fundamentais de um ponto de vista aplicado.’

2. Deteccédo de microrganismos degradadores de polue  ntes do petroleo

2.1. Pesquisa de indicadores fisico-quimicos de pol  uicdo no solo

As taxas de infiltracdo de agua estdo sujeitas as caracteristicas fisicas (ex.:

granulometria) e quimicas (ex.: conteudo da matéria organica) dos solos e,
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consequentemente, controlam a distribuicdo de poluentes e dos microrganismos
degradadores. ** 7’ Os intervalos de densidade do solo, em geral, variam de <1,0 (em
solos organicos) a 1,7 g cm™® e sdo dependentes das rochas formadoras dos
sedimentos e das caracteristicas das particulas (areia, silte, argila e matéria
organica). Camadas de solo compactado tém densidades elevadas, e inibem o
movimento do ar e da agua através do solo, dificultando a agcdo de microrganismos
degradadores aerdbios. Neste caso, deve-se direcionar a prospeccado para
microrganismos anaerobios. Os solos com texturas mais finas tendem a agregar
particulas de matéria organica e possuir maior quantidade de bactérias

degradadoras aerébias. **’

Caracteristicas quimicas como o pH, a condutividade elétrica e a presenca de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) devem ser levados em consideracao,
pois 0 pH pode ser alterado pela presenca de poluentes e influencia diretamente na
solubilidade dos minerais e da matéria organica do solo, na disponibilidade de
nutrientes e na atividade de microrganismos.**’ A condutividade elétrica é uma
indicacdo da quantidade de ions (sais dissolvidos) presentes na solu¢édo do solo e o
excesso de sais afeta diretamente a atividade microbiana.'? A deteccéo de HAPs de
origem petrogénica, pirogénica ou biogénica pode ser utilizada como indicadora da
presenca de microrganismos degradadores de petrdleo, uma vez que estes
possuem vias metabolicas para a degradacdo de compostos organicos

aromaticos.'® 14 7

3. Enumeracéo e identificacdo de microrganismos deg radadores

Abordagens para a deteccéo da diversidade microbiana e as fun¢des de cada
microrganismo na comunidade podem ser divididas em métodos dependentes de

cultura e independentes de cultura.”

3.1. Métodos dependentes de cultura

Os métodos tradicionais, dependentes de cultura, sdo os mais conhecidos e

baseiam-se na diferenciacdo morfolégica, metabdlica e fisiologica dos
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microrganismos. As técnicas incluem o isolamento e cultivo em meios solidos
contendo compostos do petrdleo como Unica fonte de carbono, nimero mais
provavel (NMP), que € feito em culturas liquidas e, mais recentemente, Biolog que

emprega placas de utilizacdo do substrato.

Técnicas de cultura tradicionais produziram informagfes essenciais sobre
interagdes microbianas com hidrocarbonetos no ambiente. Isto pode ser
demonstrado em estudos, onde catalogos de microrganismos foram compilados com
base no isolamento convencional e técnicas de plagueamento. Estas pesquisas
documentaram que ha uma colecdo diversa amplamente distribuida de bactérias,
leveduras e fungos, capazes de utilizar hidrocarbonetos. Outras investigacbes
contemporaneas continuam registrando comunidades microbianas em ambientes
impactados por hidrocarbonetos em todo o mundo.> > Embora possibilitem isolar e
identificar microrganismos presentes em ambientes impactados por hidrocarbonetos,
as descricbes de comunidades microbianas por métodos dependentes de cultivo sdo

baseadas apenas nas caracteristicas morfolégicas e funcionais.”

ApOs o isolamento, séo feitas analises morfoldgicas e testes bioquimicos para
a identificacdo das bactérias degradadoras ao nivel de género. O primeiro passo
consiste na caracterizagcdo morfologica da colbnia, coloracdo de Gram, visualizacdo
e descricdo das bactérias coradas em microscopio. A seguir, sdo feitos testes
bioquimicos priméarios, a saber: catalase e oxidase, oxidagcdo-fermentacdo e
motilidade. Testes secundarios consistem na avaliacdo do crescimento em meios
especificos (MacConkey®, DNAse e Marine Agar), susceptibilidade a penicilina,
utilizacdo de hidrocarbonetos como uUnica fonte de carbono e energia, hidrolise do
amido, requerimento de ions de sédio, teste de utilizacdo de citrato, fermentacéo e

producéo de gas a partir da glicose e fermentacdo de D-manitol.*®

Para estudos em que ndo h& necessidade de obtencéo de isolados para os
hidrocarbonetos néo-volateis com base na formacédo das emulsdes, pode-se aplicar
a técnica de NMP (numero mais provavel) em placas de cultura de tecidos ou placas
de ELISA, utilizando-se um programa de computador para estimar o nimero de
microrganismos degradadores no meio de cultivo. Ensaios de NMP dividem
comunidades em tipos fisiolégicos, podendo apresentar maior eficiéncia com o uso
de varios meios seletivos em associacdo com uma detalhada caracterizacéo do local

de estudo. Esta técnica tem se mostrado particularmente Gtil para estudar sistemas
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anaerobios, pois se mostra sensivel, mesmo quando anaerdbios de crescimento
lento estdo sendo analisados. A técnica de NMP também se mostra bastante util
para uma abordagem visando a caracterizacdo de comunidades microbianas de
ambientes impactados por petroleo e tem sido utilizada a fim de avaliar o papel de

grupos microbianos especificos e durante o processo de remediacgéo.> ** 1°

A técnica de Biolog pode ser aplicada para verificar padrées na utilizacdo de
substrato para avaliar a diversidade funcional de comunidades microbianas. Neste
teste, a amostra € incubada com até 95 diferentes fontes de carbono em micro-
placas e o corante azul de tetrazdlio € usado para indicar a atividade microbiana. O
resultado do ensaio é um perfil qualitativo fisiolégico das potenciais funcgdes
metabdlicas exercidas pela porcado cultivavel da comunidade microbiana. As
diferencas nos perfis podem entdo ser analisadas por estatistica multivariada. **> No
entanto, algumas identificagbes incorretas e a constatagcdo de que o tempo de
incubacédo pode causar modificacdes prejudica a confiabilidade do sistema. Parte
das falhas encontradas na identificacdo de organismos pode ser amenizada
complementando o Biolog com testes bioquimicos quando a microplaca € inoculada.
De maneira resumida, pode-se inferir que o sistema Biolog oferece grandes

avancos, no entanto, a sua identificacdo deve ser analisada com cautela.®

Com base em estudos de cultivo de bactérias utilizando hidrocarbonetos
como Uunica fonte de carbono, observou-se que os isolados obtidos apresentaram
especificidade quanto ao uso de substratos e, foram identificadas varias vias
metabdlicas de degradacdo de HAPs para diferentes microrganismos.” ** % Para
utilizar estes compostos, o microrganismo deve ter a capacidade de quebrar pelo
menos parte da molécula de hidrocarboneto, transformando-o em outro composto
intermediario da via degradativa.”> ** ?° Em laboratério, utilizando-se culturas puras,
as condicdes de crescimento podem ser controladas para otimizar a capacidade de
biodegradacdo, uma vez que é possivel controlar fatores fisicos e quimicos
intervenientes na atividade microbiana, como pH, temperatura, umidade e

concentracéo de nutrientes.’

z

A presenca de co-metabolismo é essencial para a degradacdo de alguns
hidrocarbonetos em condi¢cfes laboratoriais, uma vez que estes podem apresentar
toxicidade para certos microrganismos e, em contrapartida, servir de fonte de

carbono para outros. Assim, o metabolismo de compostos téxicos por alguns
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microrganismos resistentes gera subprodutos que serdo utilizados por outras
espécies como substrato de crescimento. A biodegradacdo do petrdleo em
ambientes naturais ou em laboratdrio, ndo pode ser realizada por uma Unica espécie
microbiana, uma vez que este poluente é constituido por varios tipos de
hidrocarbonetos. Nenhum microrganismo € capaz de degradar sozinho todos 0s
compostos ali presentes, exigindo a formagédo de consércios compostos por varias
espécies microbianas, os quais tém demonstrado maior eficiéncia na degradacao,
podendo chegar a mineralizacgdo completa do poluente em funcdo da

complementaridade metabédlica entre seus membros. % 2% > 1

Diversas pesquisas tém tentado descrever as interagbes entre
microrganismos e entre os hidrocarbonetos e microrganismos, por extrapolacdo de
estudos detalhados em laboratorio com isolados de ambientes contaminados por
hidrocarbonetos. Por exemplo, as avaliagées funcionais e fisiologicas de grupos de
isolados, objetivando quantificar a capacidade de emulsificacdo do 6leo e a forma
utilizada por isolados ambientais para assimilar hidrocarbonetos.®> Os pesquisadores
também tém elaborado consorcios microbianos, contendo varias linhagens ja
estudadas com a finalidade de descrever processos ecoldgicos especificos de varios

ambientes naturais.®

Nos ultimos anos, os métodos dependentes apenas de cultivo microbiano tém
demonstrado que a contagem utilizando estas técnicas apresenta discrepancias
guando comparadas a comunidade de microrganismos no ambiente , uma vez que,
as células bacterianas se mostraram sensiveis ao cultivo. Deve-se considerar que
apenas uma pequena fracdo dos microrganismos pode ser cultivada a partir de
amostras ambientais, e mesmo que um microrganismo seja cultivado, o seu papel e
funcdo na comunidade e sua contribuicAo para 0 ecossistema ndo sao,

necessariamente, identificados. > %2

Outro aspecto a ser ressaltado é que a contagem microscépica direta excede
as contagens de células viaveis em meio de cultura em varias ordens de grandeza.*
Algumas explicacbes podem incluir i) a presenca de um grande numero de células
muito pequenas e, provavelmente, inativas, que ndo sao capazes de crescer em
condi¢cdes laboratoriais; ii) normalmente, o cultivo em laboratério apresenta
seletividade, permitindo o crescimento de algumas espécies e reprimindo o

crescimento de outras; iii) a composi¢cao da fracdo cultivavel da comunidade pode
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ser distorcida pelo método de cultura, uma vez que o tempo de replicacdo varia de
acordo com a espécie microbiana, e, com o crescimento rapido de algumas
espécies, outras de replicacdo mais lenta sdo excluidas por competicao; iv) 0os meios
de cultura sdo extremamente ricos em fontes de carbono quando comparados aos
substratos encontrados em ambientes naturais, podendo falsear a composicao da
comunidade original. Assim, devido as limitagdes dos meios de cultura em reproduzir
as condi¢cdes adequadas, a diversidade e equitabilidade obtidas por cultivo nao

podem representar com precisédo a comunidade real encontrada in situ.?* 24 %

De acordo com Felske et al. (1999)?% apesar das limitacdes supracitadas, é
possivel cultivar varios tipos de bactérias em laboratério com o0 uso de nutrientes e
condicbes adequadas. Membros de varios grupos microbianos onipresentes dificeis
de cultivar ja foram isolados por ajustes das condi¢cdes de cultura, até mesmo por
modificacdes simples, tais como o uso de formula¢des solidas em lugar de liquidas,
redugéo das concentragdes de nutrientes e minerais, ou aumento do tempo de

incubacao. %°

A diversidade de microrganismos é muito ampla, no entanto, ainda pouco
conhecida. Estima-se que um grama de solo pode conter de 10 a 20 bilhdes de
microrganismos, representando milhares de espécies de fungos, bactérias e
leveduras. Com 0s avangos nas pesquisas, 0 numero de espécies microbianas
identificadas cresce a cada ano, indicando que foram descobertas e nomeadas,
talvez, menos de 0,1% e no maximo 10% das espécies microbianas existentes,
dependendo do habitat estudado. Acredita-se que menos de 1% de todas as células
bacterianas do solo podem ser cultivadas pelos métodos tradicionais. > " 2% A
extracdo direta de acidos nucléicos de amostras ambientais tém comprovado que
uma grande proporcao de microrganismos (90-99,9%) nao € facilmente cultivada em
laboratério, mas que pode ser responsavel pela maior parte da atividade

biodegradativa de interesse biotecnolégico. %*

Microrganismos nao cultivaveis compdem a maior parte da comunidade
microbiana, no entanto, até pouco tempo, o cultivo era indispensavel para sua
identificacdo. Além disso, a frequéncia de ocorréncia das populagbes, a
sazonalidade, e em muitos casos, a dependéncia de hospedeiros e/ou substratos
especificos para sua sobrevivéncia e replicagcdo também consistiam em importantes

limitagSes & identificacdo. 1" %2
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O uso de técnicas de cultivo é indispenséavel aos estudos de microrganismos
ambientais, auxiliando no isolamento e proporcionando a compreensao detalhada
das caracteristicas e do metabolismo dos organismos separadamente. Entretanto,
na analise de comunidades, ndo sdo capazes de reproduzir a alta diversidade
existente, 0s nichos ecoldgicos e as relagdes simbiodticas encontradas em ambientes
naturais complexos. Neste contexto, a identificacdo direta de bactérias do solo por
meio de técnicas que independem de cultura prévia, com o0 uso do gene 16S rDNA,
indicou a presenca de muitas espécies bacterianas ndo cultivaveis.”> ** ?> No
entanto, existe a hipétese de que as bactérias cultivaveis representem as células
vidveis, enquanto as sequéncias de 16S rDNA podem ser obtidas a partir de células
mortas presentes na amostra. Esta possibilidade, indicaria que a analise de
sequencias clonadas do 16S rDNA fornece informacdes, principalmente de interesse
taxondmico, podendo néo indicar as principais bactérias vivas agindo nos processos

biogeoquimicos dos solos e sedimentos.?

Quando combinados aos métodos microbiologicos classicos, os métodos
moleculares podem proporcionar uma interpretacdo mais abrangente da
comunidade microbiana presente no ambiente e sua resposta a biorremediacao

induzida e aos processos naturais de atenuacéo. %*

3.2. Métodos independentes de cultura

A disparidade entre a diversidade microbiana no ambiente e a cultivavel
aumentou a importancia das abordagens moleculares independentes de cultura,
mas recentemente, a analise do DNA tornou-se o alvo dominante de estudo.
Métodos baseados na assinatura do DNA bacteriano por meio do gene 16S rDNA
demonstram as relacdes filogenéticas nas comunidades microbianas e tém
aumentado substancialmente o conhecimento sobre a diversidade de
microrganismos em ambientes naturais. A caracterizacdo de um organismo em
termos de filotipo requer apenas uma sequéncia de genes, e ndao uma célula
metabolicamente ativa. Estes genes podem ser obtidos por clonagem de DNA,
isolado diretamente da amostra ambiental usando varias técnicas ja padronizadas.
Estes métodos tornaram-se ferramentas indispensaveis ndo somente na ecologia

microbiana classica, mas também em outras areas de pesquisa, uma vez que muitas
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caracteristicas de algumas espécies s6 podem ser explicadas em um contexto de

comunidade.?® 24 26. 27

As sondas de DNA podem detectar genes ou seqiiéncias de genes no DNA
total isolado e purificado a partir de amostras ambientais. De acordo com Widada et
al. (2002), ** técnicas de hibridizacdo de DNA, usando DNA marcado como uma
sonda especifica foram utilizadas em diversas pesquisas para identificacdo de

microrganismos especificos em amostras ambientais.

Um dos primeiros estudos para a utilizacao de técnicas de hibridizacao direta
de monitoramento para degradadores de xenobidticos consistiu no uso de
plasmideos em microcosmos no solo. Bactérias foram hibridizadas com plasmideos
como sondas para quantificar as células que continham a sequéncia responsavel
pela utilizacdo do poluente. Uma correlacdo positiva foi observada entre as
concentragbes de plasmideo e as taxas de mineralizacdo. A exposicdo aos
substratos aromaticos causou um aumento na quantidade de plasmideos

encontrados nas amostras.?*

Microrganismos podem ser usados para determinar a biodisponibilidade de
um determinado composto quimico no solo e sedimento. Para tal, é indicada a
medicdo de plasmideos em bactérias, uma vez que o gene que codifica a resisténcia
aos xenobioticos sdo, geralmente, codificados nestes plasmideos; estes servem
como indicadores de contaminantes no ambiente. E possivel usar abordagem
enddgena ou exégena. Na abordagem enddgena, plasmideos sdo extraidos das
bactérias e isolados em placas de agar. Na abordagem exdgena, uma amostra de
solo ou sedimento € misturada com bactérias sem plasmideo, que, por conjugacao,
posteriormente, os adquirem naturalmente das bactérias que contém plasmideos. Se
0 numero de plasmideos encontrado apresentar aumento em um determinado local,

uma investigac&o dos fatores de estresse pode ser iniciada.*?

A ecologia microbiana sofreu uma mudanca profunda nas duas Ultimas
décadas quanto aos métodos empregados para a analise das comunidades naturais.
As técnicas de investigacao da diversidade microbiana estrutural mudaram de cultivo
para métodos que se baseiam na investigacao de parte da sequéncia do DNA, com
maior énfase para o gene 16S rDNA, em bactérias, e 18S rDNA, para fungos. A
caracterizacdo pode ser feita através da clonagem e sequenciamento direto, por

hibridizacdo do DNA da amostra com sondas ou, alternativamente, pelo uso da
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técnica de PCR (polymerase chain reaction, em inglés), com o uso de iniciadores
universais que amplificam as sequéncias-alvo de diversos organismos e,
posteriormente, os fragmentos amplificados podem ser analisados atraves de outras
técnicas.™ > 1" 2" De acordo com Felske et al. (1999)* estudos moleculares podem
fornecer informacdes sobre a maioria dos membros metabolicamente ativos da
comunidade bacteriana no solo e também séo aplicaveis em sedimentos, porém
algumas adaptacdes se fazem necessarias devido as caracteristicas de cada tipo de

matriz ambiental.

Com a rapida expansao no campo da genética, a ecologia e a biogeoquimica
molecular tém apresentado uma série de abordagens baseadas na técnica de PCR.
Desta forma, os estudos de microrganismos através dos fragmentos de DNA
amplificados usando clonagem ou sequenciamento ou submetidos a uma série de
métodos de caracterizacdo genética sdo empregados para avaliar perfis de
comunidades.?® 23 > 171 24 22 A eyolucdo da utilizacdo de DNA microarrays tem
atraido a atencao dos microbiologistas ambientais, uma vez que esta técnica permite
o acompanhamento de milhares de genes ao mesmo tempo.® Diante da evolucado
das técnicas de estudo da ecologia microbiana, € possivel afirmar que a
identificacdo filogenética e a caracterizacdo da dindmica das comunidades dos
microrganismos, em breve, serdo pré-requisitos essenciais para a execucao de
estudos de qualidade nesta area, tornando possivel a obtencdo de dados
taxondmicos e quantitativos tdo confiaveis quanto os da ecologia de macro

organismos.*®

A seguir, serdo apresentadas algumas técnicas baseadas na PCR,
comumente usadas com a finalidade de estudar a diversidade e identificar

microrganismos ambientais.

ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis) € uma ferramenta
comumente empregada para estudar a diversidade microbiana, que se baseia no
polimorfismo do DNA. Assim, clones contendo fragmentos do gene 16S rDNA,
obtidos através do uso de iniciadores universais ou especificos, sdo amplificados por
PCR e digeridos por enzimas de restricdo. A seguir procede-se a separagdo dos
fragmentos em gel de agarose de alta densidade ou gel de acrilamida. Os perfis
resultantes séo, entdo, utilizados para classificar a comunidade em grupos

genotipicos especificos ou para a tipagem de linhagens.?
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RISA (ribossomal intergenic space analysis) € um meétodo de analise da
comunidade microbiana, que fornece estimativas de diversidade e composi¢cdo da
comunidade. Foi usado originalmente para a comparacao da diversidade em solos e
mais recentemente para analisar a diversidade microbiana na rizosfera e em
ambientes marinhos. O método envolve a PCR do DNA total da comunidade
bacteriana, amplificando a regiao intergénica entre a subunidade pequena (16S) e a
subunidade grande (23S) do gene rRNA, com iniciadores especificos para regides
conservadas dos genes ribossomais 16S e 23S. Nesta técnica, as diferencas no
comprimento do espacador intergénico sao exploradas. A regido intergénica 16S-
23S, que pode codificar tRNAs dependendo da espécie bacteriana, apresenta
significativa heterogeneidade no comprimento e na sequéncia de nucleotidios, que
podem ser utilizadas para distinguir cepas bacterianas e espécies estreitamente
relacionadas. O produto da PCR passa por uma eletroforese em gel de
poliacrilamida, e o DNA é corado e visualizado. O resultado é um padrdo complexo
de bandas que fornece um perfil da comunidade especifica, onde cada banda de
DNA correspondente a, pelo menos, um organismo da comunidade original. Embora
esta técnica forneca estimativas relativamente rapidas da composicdo de
comunidades microbianas, a eletroforese em gel de poliacrilamida tende a ser
demorada e complicada.’®* Diante das limitacdes existentes, a técnica foi
aprimorada com o uso da automatizacao, sendo, assim, criada a técnica de ARISA
(automated ribosomal intergenic spacer analysis), que pode ser utlizada para
investigar a dinamica espacial e temporal das assembléias bacterianas, para
analises de estruturas das comunidades microbianas ambientais, obtendo-se uma
estimativa do namero de taxons de bactérias. Esta técnica difere da RISA pela
analise dos produtos da PCR em um sistema capilar de eletroforese automatizado.
Assim, é produzido um eletroferograma, cujos picos correspondem a fragmentos
distintos de DNA, que sao diferenciados por um sistema de deteccdo de
fluorescéncia a laser. A sensibilidade deste método € muito elevada (detecta
diferencas de um dnico nucleotidio), e a reprodutibilidade € garantida pela
automatizagdo instrumental. A técnica de ARISA tem sido utilizada para analisar a
estrutura genética de véarias comunidades de bactérias e / ou de fungos em
amostras de agua doce, bacterioplancton, e diferentes solos, permitindo uma
estimativa bastante confiavel da complexidade da comunidade.® 3 A utilizacéo de

uma técnica automatizada e a facil analise dos dados gerados tem demonstrado que
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ARISA é uma técnica apropriada para analisar e comparar um grande numero de

amostras e os resultados obtidos sdo confiaveis e reprodutiveis. .3% 32

A técnica de T-RFLP (terminal restriction fragment length polymorphism)
necessita de iniciadores marcados com fluorescéncia, produzindo amplicons de
mesmo tamanho com marcadores terminais através da reacdo de PCR. Apos a
purificacdo, os produtos amplificados sao digeridos por enzimas de restricao
selecionadas, produzindo fragmentos de tamanhos diferentes. A Ultima etapa é
executada em um sequenciador automatico, no qual os fragmentos marcados séo
identificados por densitometria e desenhado um perfil de picos com base no
comprimento dos fragmentos. Esta técnica permite obter estimativas semi-
quantitativas da importancia relativa de cada filotipo detectado e, em certos casos
permite, através da comparacdo com banco de dados internacionais, a identificacao
do género ou mesmo espécie correspondente ao o comprimento do fragmento de

cada eletroferograma.3* 224 33 27

O DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) € um método que pode ser
utilizado para amostras de solo, sedimento ou agua. Consiste na amplificacdo de
fragmentos do gene 16S rRNA e posterior corrida dos produtos da PCR em um gel
com gradiente de desnaturacdo 30-60% uréia/formamida. Com base no grau de
desnaturacao, os fragmentos de DNA correm pelo gel, produzindo bandas em locais
diferentes, possibilitando distinguir populacdes ao nivel de género, estimar a
diversidade bacteriana e comparar com outros locais, contaminados ou ndo com
hidrocarbonetos, além da observacdo dos efeitos destes poluentes na diversidade
bacteriana. Ainda é possivel retirar e sequenciar as bandas obtidas no gel a fim de
identificar as espécies presentes na comunidade. Esta técnica pode ser utilizada
para identificar populacdes responsaveis pela descontaminacdo durante a
biorremediacdo em associacdo com métodos de avaliacdo da taxa de degradacgéo a

fim de definir melhores estratégias para a remocao do poluente.”® % 24>

TGGE (temperature gradient gel electrophoresis) é um método pelo qual
fragmentos de DNA de mesmo tamanho, mas apresentando diferentes sequéncias
sdo obtidos por PCR e podem ser diferenciados por eletroforese. A separacdo €
baseada na diminuicdo da mobilidade eletroforética do fragmento de DNA
parcialmente desnaturado em um gel de poliacrilamida contendo um gradiente linear

de temperatura. Assim, esta técnica segue a mesma logica do DGGE, porém ao
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invés da desnaturacao, utiliza-se um gradiente de temperatura para a separagdo dos
fragmentos de DNA.?*

SSCP (single strand conformation polymorphism) nesta técnica, a sequéncia
de interesse do DNA é amplificada pela PCR usando iniciadores marcados. Os
produtos resultantes da PCR sdo desnaturados e visualizados por uma eletroforese
em gel de poliacrilamida, detectando-se muta¢bes quando héa alteragcbes na
motilidade das fitas simples. Assim, a mutacdo pode ser posteriormente
caracterizada por eluicdo do alelo mutado, que é usado para uma nova amplificacéo
e sequenciamento. Uma importante aplicabilidade para este método é avaliar se
duas sequéncias de DNA séo iguais, reduzindo a necessidade de sequenciamento.
Apesar de haver algumas descricdes do uso do SSCP na biologia de populacoes,
esta técnica ainda € pouco usada a fim de identificar variacbes genéticas em

ecologia molecular.?* 3% 3°

A andlise de RAPD (random amplified polymorphic DNA) é conceitualmente
simples; pequenas quantidades de DNA gendmico total sdo submetidas a PCR
utilizando iniciadores com sequéncia aleatdria. O protocolo de amplificacdo difere
das condi¢cdes normais de PCR, em que apenas um unico iniciador aleatério &
empregado e é desnecessario o conhecimento prévio do genoma submetido a
analise. O protocolo de analise por RAPD é realizado de acordo com métodos
originais utilizando iniciadores curtos de seqUéncia aleatéria que sao
comercialmente disponiveis. S6 moléculas de alto peso molecular, ou seja, DNA ndo
degradado devem ser submetidos a analises de RAPD. Os produtos de amplificacdo
podem ser detectados por eletroforese em gel de agarose. A técnica possui varias
aplicacoes potenciais em ecologia molecular, incluindo a determinacdo de
identidades taxondmicas, deteccdo de fluxo génico interespecifico, analise de
amostras misturadas, e producdo de sondas especificas. Algumas limitacdes devem
ser consideradas, por exemplo, o tamanho do iniciador ird determinar o grau de
especificidade na digitalizacdo do genoma; sua sensibilidade as condi¢cdes de
reacdo, em que pequenas mudancas nas condicbes podem afetar a
reprodutibilidade dos produtos de amplificacdo. A técnica é sensivel ao programa de
temperatura, ao tipo de polimerase utilizado, ou a concentracdo de DNA. Apenas as
condicbes de reacdo estritamente padronizadas irdo garantir produtos de

amplificacdo reprodutiveis. Além disso, a concentracédo ideal de DNA por reacéo
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pode variar substancialmente em condi¢des especificas, dependendo do iniciador e

do programa utilizado no termociclador.*

E importante ressaltar que todas as técnicas dependentes da PCR possuem
uma limitacdo no que se refere a comparacdo de resultados, uma vez que 0s
pesquisadores da éarea de biologia molecular utilizam diferentes conjuntos de
iniciadores, explorando assim diferentes regiées do genoma. Além disso, o uso de
iniciadores diferentes pode influenciar na eficiéncia de amplificacdo, dependendo da
sensibilidade do iniciador para detectar DNA de populacbes menos representativas

na mistura, bem como da especificidade do iniciador.?* %

A andlise de &cidos graxos fosfolipidicos, componentes essenciais da
membrana presentes em organismos vivos, pode ser utilizada para fornecer
informacbes sobre a estrutura trofica (ao nivel fenotipico) de comunidades
microbianas. O uso de padrdes de acidos graxos fosfolipidicos, em geral, consiste
em um método rapido e confiavel para a deteccdo de mudancas na estrutura das
comunidades microbianas dos solos e sedimentos e as variacdes detectadas podem
estar relacionadas a mudancas no uso do solo, manejo e polui¢cdo, assim como nos

sedimentos dos ecossistemas aquaticos continentais e marinhos.*?

4. Consideracdes Finais

Nas ultimas décadas a contaminagdo ambiental por petréleo e derivados tem
causado mobilizacdo de empresas privadas e do poder publico em todo o mundo e,
com isso, tem aumentado a demanda de estudos de caracterizacdo de
microrganismos visando a aplicacdo na biorremediacdo de compostos do petréleo.
Para tal, faz-se necessario conhecer detalhadamente a diversidade e a dinamica das
comunidades microbianas presentes em diferentes ecossistemas; a acao de cada
microrganismo no metabolismo de compostos especificos, gerados em diferentes
fases da degradacdo do petréleo; bem como das vias metabolicas e consorcios
microbianos utilizados para degradar os poluentes em cada ambiente ou em

laboratério.

As técnicas de biologia molecular tém contribuido de maneira significativa

para os estudos de comunidades microbianas, pois oferecem métodos rapidos,
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sensiveis, e precisos para analisar as bactérias e seus genes catabdlicos no
ambiente. Seu uso tem contribuido para o rapido crescimento dos bancos de dados,
cada vez que os pesquisadores obtém alta confiabilidade ao afirmar que uma
espécie esta presente na comunidade estudada. Elas tém permitido uma melhor
caracterizacdo das comunidades de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos e das adaptacdes celulares e fisiologicas das bactérias a presenca
dos poluentes, além dos mecanismos de acesso e captacdo das substancias pelas
células microbianas. Além disso, permitem comparacbes entre diferentes
comunidades, o monitoramento das mudancas temporais resultantes de alteracdes
nos parametros ambientais, a avaliacdo dos impactos de biorremediagcdo e a
modelagem ecoldgica. As informacdes obtidas a partir de estudos nesta area
proporcionam uma visdo em longo prazo dos efeitos ecologicos causados pela
contaminagcdo com petrdleo ou outros poluentes, como metais pesados e

pesticidas.? > %4

A associacdo entre os métodos dependentes de cultura e os meétodos
independentes desta tem permitido o isolamento e identificacdo de diversos
microrganismos degradadores de compostos do petréleo; elaboracdo in vitro de
consércios microbianos com reconhecida capacidade degradativa e a produgcdo em
larga escala de tensoativos, como o0s biossurfactantes, que sao utilizados na
solubilizac&do do petroleo, facilitando sua degradacéo. Além disso, estes estudos tém
fornecido dados importantes sobre a diversidade de comunidades microbianas em
ambientes naturais e o0 conhecimento da participacdo de cada organismo em
processos biogeoquimicos em diversos ecossistemas. As técnicas descritas no
presente artigo fornecem informacfes Uteis para a melhoria das estratégias de
biorremediacdo, proporcionando maior seguranca na escolha da técnica mais

adequada para cada tipo de ecossistema.
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3. HIPOTESES

3.1. Hipotese 1

A poluicdo por petréleo no sedimento de manguezais altera a estrutura da
comunidade bacteriana autéctone, havendo um aumento das populacdes de
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e uma reducdo na diversidade. Desta
forma, espera-se que um manguezal com histérico de contaminacdo por petréleo,
como é o caso da Baia de Guanabara, apresente maior desenvolvimento da
comunidade bacteriana degradadora de HPAs e menor diversidade de bactérias,
quando comparada a comunidade bacteriana de um manguezal sem histérico de

contaminacao por petroderivados, como o de Gargad.

3.2. Hipodtese 2

Os fatores fisico-quimicos do ambiente, tais como pH, salinidade,
granulometria, concentracdo de hidrocarbonetos e teores de carbono e nitrogénio
exercem influéncia na atividade e crescimento das bactérias do sedimento. Assim,
no manguezal de Gargau, que ndo possui histérico de contaminacgéo por petroleo e
condicbes ambientais favoraveis serd observada maior diversidade bacteriana do

gue no manguezal da Baia de Guanabara.

3.3. Hipotese 3

Diante de uma contaminacdo por petréleo, as bactérias do sedimento de
manguezal serdo selecionadas, com o favorecimento de linhagens degradadoras de
hidrocarbonetos, aumentando a propor¢ao de bactérias com capacidade degradativa

e produtoras de biossurfactante entre os morfotipos isolados.

52



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a diversidade e verificar a potencialidade dos microrganismos para a
degradacdo de compostos do petrdleo e producdo de biossurfactantes em dois
manguezais do estado do Rio de Janeiro (Brasil); um localizado em Gargau, na foz
do rio Paraiba do Sul, municipio de Sao Francisco do Itabapoana, e outro nas

proximidades da Baia de Guanabara, na cidade do Rio de Janeiro.

4.2. Objetivos Especificos

i) Caracterizar os sedimentos dos manguezais estudados quanto aos seus

parametros fisicos e quimicos.

i) Verificar o perfil da diversidade bacteriana presente no sedimento dos
manguezais estudados por meio da técnica de TRFLP, comparando-a com as

caracteristicas fisico-quimicas do sedimento;

i) Comparar os niveis de contaminacao por petréleo dos manguezais estudados

através da analise de hidrocarbonetos nos sedimentos;

iv) Isolar bactérias que utilizem petrdleo como Unica fonte de carbono a partir dos

ambientes estudados e testar sua capacidade de producdo de biossurfactantes
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Area de Estudo

5.1.1. Baia de Guanabara

A Bafa de Guanabara possui uma &area de aproximadamente 391 km? e
localiza-se entre 22° 24’ e 22° 57'S e 42° 33 e 43° 19’ O (Figura 3). As cidades do
Rio de Janeiro, Sdo Gonc¢alo, Duque de Caxias, Niter6i e outras pequenas
comunidades localizam-se as suas margens, constituindo o segundo maior
conglomerado urbano do Brasil (mais de dez milhdes de pessoas). Além de uma alta
densidade demografica, um dos maiores complexos industriais do Brasil, uma
refinaria de petrdleo e dois portos se localizam nas proximidades da Baia,
constituindo potenciais fontes de poluicado para este ecossistema (SILVA et al., 2007;
KJERFVE et al., 1997). Apesar da expansdo urbana, a Baia de Guanabara é
margeada por um remanescente de florestas de mangue, que inclui a area de
protecdo ambiental de Guapimirim. Originalmente, a APA possuia uma area que
correspondia a 28.500 hectares, restando no ano de 2009 uma area de manguezal
bem preservado igual a 13.500 ha (BRITO et al., 2009).

Um dos maiores problemas da Baia de Guanabara € a descarga de uma
grande quantidade de efluentes domésticos sem tratamento, provenientes da area
metropolitana da cidade do Rio de Janeiro. Outros problemas consistem na entrada
de aguas residuais das industrias concentradas em seu entorno, e a contaminacéo
por petroleo devido ao trafego de petroleiros, emissfes atmosféricas e despejos
urbanos e industriais, que somam cerca de 17 toneladas por dia (BRITO et al.,
2006). Em 18 de janeiro de 2000, aproximadamente 1,3 milhdes de toneladas de
petréleo foram derramados na Baia de Guanabara, devido a um acidente ocorrido
na refinaria de Duque de Caxias, sob a administracdo da Petrobras, com poluicao
visivel ao longo de 5 km da costa. Este ndo foi o primeiro acidente envolvendo
vazamento de petréleo ocorrido na REDUC, no entanto, foi o maior registrado. Este
evento atingiu as praias adjacentes e o manguezal localizado na &rea de protecdo

ambiental de Guapimirim, que permanece preservada apesar da degradacdo da
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Baia (BRITO et al., 2009; SILVA et al., 2007; BRITO et al., 2006; MACIEL-SOUZA et
al., 2006).
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Figura 3: Mapa com a localizacdo da Baia de Guanabara demonstrando os pontos de coleta das
amostras de sedimento. Fontes: programa Landsat 2010 e Farias(2006).
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5.1.2. Gargau

O manguezal de Gargal encontra-se nas coordenadas 21°36’'00” S e
41°03'00” O (Figura 4) e esté inserido no municipio de S&o Francisco do Itabapoana
(RJ), nas proximidades do Estuario Secundario do rio Paraiba do Sul (BERNINI et
al., 2010; BERNINI & REZENDE, 2004). O manguezal deste estuario € o maior da
regido Norte Fluminense, suas florestas sdo compostas por Avicennia germinans (L.)
Stearn., Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. e Rhizophora mangle L, tendo como
espécies associadas Acrostichum aureum L. e Hibiscus pernambucensis Arruda
(BERNINI et al., 2010; BERNINI e REZENDE, 2004).

De acordo com o estudo realizado por BERNINI et al. (2010), em 1986 a area
de manguezal correspondia a aproximadamente 912 hectares e, no ano de 2001,
constatou-se a perda de 20% da floresta de mangue, restando cerca de 725
hectares. A degradacdo do manguezal de Gargau relaciona-se principalmente ao
corte seletivo de arvores e ao desmatamento causado por fazendeiros para a
implantagcdo de pastagens para a criacdo de gado. Além destes fatores, o
crescimento da comunidade tem causado a invasao da floresta pela construcdo de
casas e a poluicao da area pelo despejo de efluentes domésticos e de lixo dentro do
manguezal, uma vez que ndo hi saneamento basico ou rede de esgoto. A acéo
humana tem causado ainda, a degradacdo do manguezal pelo despejo de efluentes
industriais, construcdo de estradas e aterros, entre outros. (BERNINI et al., 2010;
BERNINI, 2008).
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Figura 4: Mapa com a localizagdo do manguezal de Gargau, demonstrando os pontos de coleta das
amostras de sedimento. Fontes: programa CBERS 2B 2010 (China-Brazil Earth Resources Satellite) e
Farias (2006).
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5.2. Coleta das amostras

Duas coletas de sedimento foram realizadas no ano de 2009, uma no
manguezal de Gargadu, localizado no municipio de S&o Francisco do Itabapoana - RJ
(21°28'25” S 41°07'12” O) e uma no manguezal da Baia de Guanabara, na cidade do
Rio de Janeiro - RJ (22°54'12" S, 43°12'34" O). Amostras de aproximadamente 1000
g foram retiradas a partir da camada superior do sedimento (0O - 10 cm) durante a
maré baixa, em dois locais diferentes de cada manguezal estudado, denominadas
BG1 e BG2 (amostras do manguezal da Baia de Guanabara), e G1 e G2 (Gargau). A
Figura 5 representa um esquema do delineamento amostral em campo e o destino

de analise dado a cada amostra.

~

Anélises Realizadas: 6 > ‘A‘

Contagem de Bactérias Heterotréficas
Contagem de Bactérias Degradadoras Anélises Realizadas:
Isolamento de Bactérias Degradadoras

Teste de producédo de biossurfactante Sahmdade b b
Analise de TRFLP HPAS Totais .
—”  Ponto
16 HPAs
Granulometria
Carbono Organico => Ponto

Nitrogénio Total

1

Amostra composta

Figura 5: Delineamento amostral para cada area de estudo e analises realizadas em cada fracdo das
amostras.

O ponto BG1 foi escolhido por se tratar de um local mais distante de
habitacdes, e suas coordenadas de foram 22°41'145”S e 43°05'683"0, enquanto a
amostra BG2 foi obtida em um local proximo de diversas casas, nas coordenadas
22°41'155"S e 43°05'921"0. A amostra G1 foi obtida em um local proximo a vila de
pescadores de Gargau (21°35'09.11"S e 41°03'39.70”0) e a amostra G2 foi coletada

em um local distante da vila, minimizando a influéncia antropica, nas seguintes
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coordenadas: 21°36'27.85"S e 41°03'05.74°0 (Tabela 2). As amostras foram
acondicionadas em recipiente isotérmico contendo gelo e o transporte foi realizado,
imediatamente apds a coleta, para a Universidade Estadual do Norte Fluminense

(UENF), onde as amostras foram analisadas.

Tabela 2: Coordenadas dos locais de amostragem em cada um dos manguezais estudados.

Local Amostra Coordenadas

Baia de Guanabara BG1 22°41'14.5"S 43°05'6.83"0
BG2 22°41'1.55"S 43°05'9.21"0

Gargau G1 21°35'9.11"S 41°03'39.70"0
G2 21°36'27.85"S 41°03'05.74"0

5.3. Analises fisico-quimicas

Parte das amostras de sedimento foi destinada a andlise de granulométrica, a
qual foi realizada utilizando-se as amostras brutas, sem a remocéo de carbonatos e
matéria organica. A granulometria foi determinada com o auxilio do analisador de
particula por difracdo a laser (Shimadzu modelo SALD-3101) conforme escala
Wentworth (Suggio, 1973). O aparelho € capaz de circular as particulas de alta
densidade e desiguais, cobrindo uma faixa de grdos com tamanhos entre 0,05 a
3000um. O equipamento utiliza uma aliquota de cada amostra de sedimento umido,
que é agitada em banho com ultrassom por 10 minutos para desagregacdo das
particulas. Posteriormente, a determinacdo da distribuicdo granulométrica €
realizada por difracdo a laser, resultante da interacdo do feixe de laser com as
particulas (Blott et al., 2004; McCave et al., 1986). Para o controle da precisdo
analitica, foi aferida a variagdo analitica entre triplicatas de cada uma das amostras,
considerando-se aceitaveis os resultados com coeficientes de variacéo inferiores a

10%. A exatiddo foi determinada por meio da analise de trés amostras certificadas
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fornecidas pelo fabricante do equipamento com faixa de tamanho de particulas
diferenciadas. O limite de detec¢do do método foi de 0,1%.

Para a realizacdo das analises de pH e salinidade, aproximadamente 50g do
sedimento foram colocados em tubos Falcon de 50 mL e centrifugados em um
aparelho Hitachi, modelo Himac CF7D2, a uma rotagédo de 2800 rpm durante 15
minutos, a fim de separar a agua intersticial para a realizagdo das medicdes. As
analises de pH, foram feitas com o auxilio de um pHmétro Digimed, modelo DM- 2P.
Para a avaliacdo da salinidade, foi utilizado um refratbmetro de salinidade VEE GEE,
modelo A366ATC.

As analises de carbono organico e nitrogénio total foram feitas utilizando-se
aproximadamente 10mg da fracdo < 2,0 mm do sedimento seco em estufa a 60°C
por 12h. O teor de nitrogénio foi determinado nas amostras brutas, enquanto o teor
de C organico, foi avaliado depois que as amostras de sedimento foram
descarbonatadas utilizando HCI 1,0N por 12 h a temperatura ambiente. A
determinacao foi realizada no Analisador Elementar CHNS/O Perkin Elmer (2.400
Series Il). Os valores foram expressos em percentual (%), sendo a precisdo obtida
com trés repeticdes de cada amostra. O nivel minimo de tolerancia de variacao
analitica dentro da mesma amostra foi igual a 90%. Os limites de deteccdo para
foram iguais a 0,05% para o C, e de 0,04% para o N. Os testes de exatidao para C
organico foram realizados com padrao certificado marinho NIST 2702 e revelaram

recuperacoes superiores a 95%.

Parte da amostra foi congelada e enviada em triplicata em recipientes
descartaveis de aluminio ao Laboratorio de Estudos Marinhos e Ambientais
(LABMAM), da Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, onde foram feitas
analises dos hidrocarbonetos. A extracdo dos hidrocarbonetos foi realizada com
base no método EPA 3540C. Posteriormente, a fracdo aromatica foi obtida por
cromatografia liquida em coluna de silica/alumina (7 g de alumina desativada a 2 %
e 10 g de silica desativada a 5% e em coluna de vidro de 30 cm de comprimento
com 1,3 cm de diametro interno). Para a determinacdo dos HPAs, a metodologia
utilizada foi a de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas,
seguindo, com algumas modificagdes o protocolo EPA-8270D.
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5.4. Contagem e sele¢do de bactérias heterotroficas  totais e degradadoras de
petréleo

As amostras de sedimento foram submetidas a diluicdo seriada em NaCl
0,85% (de 10" a 10®) e plaqueadas em duplicata pelo método de esgotamento
(TORTORA & FUNKE, 2005) em meio para heterotréficos totais (LI et al., 2000) pH
7,0 (extrato de carne 3 — 5 g/L; peptona 10 g/L; NaCl 5 g/L; agar bacteriolégico 25
g/L) e pela técnica de Pour Plate (TORTORA & FUNKE, 2005) em meio seletivo para
degradadores de petroleo (K;HPO4 0,1%; KH,PO,4 0,1%; NH4CI, 0,1%; MgSO,4 7H,0
0,05%, CacCl, 0,001%, FeSO, 0,001%) contendo 0,5% (V/V) de petréleo como Unica
fonte de carbono e 1,5% de agar bacteriologico como agente solidificante (LI et al.,
2000 modificado). As placas foram incubadas em estufa a 30° C e a contagem
bacteriana foi realizada apds 48 h de crescimento. Para as andlises estatisticas,
foram consideradas as contagens de 4 placas contendo entre 30 e 300 UFCs
(TORTORA & FUNKE, 2005). Este procedimento foi realizado imediatamente apds a
coleta (dia 0) para a obtencédo do numero de bactérias heterotréficas e degradadoras
de petréleo no sedimento. A seguir, 50 g das amostras foram incubadas sob
agitacdo a 120 rpm a 28° C em frasco Erlenmeyer contendo 450 mL em meio
mineral e 2% de petroleo. Procederam-se as diluicdes e plaqueamentos nos dias 7,
14, 21 e 28 de incubacdo. As amostras permaneceram incubadas durante cinco
meses, quando foi observada a degradacao visual do petréleo inoculado, se realizou
a repeticao do experimento.

5.5. Avaliacdo da producao de biossurfactantes

Para testar a capacidade de producdo de biossurfactantes das bactérias
isoladas, foram padronizados in6culos de densidade 2 com o uso do cartdo de
Wickerham (TOSTA, 2004), utilizando 2% de glicose como fonte de carbono para o
crescimento das bactérias durante 72h em estufa a 30° C. A seguir, 100 pyL de
suspensao bacteriana padronizada, obtidos de cada amostra, foram inoculados
separadamente em "poc¢os" de placas de ELISA previamente preenchidos com 50
ML de Oleo mineral. Apés 1 minuto de reacdo, o resultado determinado visualmente

(Figura 6). Quando houve o colapso da gota de Oleo mineral o resultado foi
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considerado positivo. O controle positivo foi preparado utilizando-se SDS (dodecil
sulfato de sodio) no lugar das amostras.

Figura 6: Resultados do teste de colapso da gota: a) resultado negativo; b) resultado positivo; c)
resultado positivo com alta producédo de biossurfactante.

5.6. Andlise de diversidade bacteriana

A extracdo de DNA total do sedimento foi realizada através do Kit Mobio
Ultraclean Soil DNA (MO BIO LABORATORIES, SOLANA BEACH, CA), seguindo o
protocolo do fabricante. Cada amostra foi composta por 0,3g de solo em duplicata,

para assim obter uma maior quantidade de DNA.

Para amplificar os fragmentos desejados do gene ribossomal 16S, foi utilizada
a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), com o0 uso do HotStarTag® Master
Mix Kit (Qiagen), em uma reacédo de 20ul composta por 10uL do kit e 1uL de cada
iniciador, 5uL da &gua do kit e 3 uL de DNA para cada amostra. O programa do
termociclador (TC 412 -Techne) se inicia em 94° C/5 min para desnaturacdo; 35
ciclos de 94° C/30 seg, 52° C/30 seg, 72° C/1min e 30 seg; e para a extensao final,
72° C/10 min, com o0s iniciadores 27F-Fam, com a sequéncia 5'-
AAGGAGGGWTCCARCC-3', marcado com fluorescéncia FAM e 1525R com a
sequéncia 5-AGAGTTTGATCCTGGCTC-3' (SAKANO & KERKHOF, 1998). O
produto gerado pela reacédo de PCR foi aplicado em um gel de agarose a 1% para
visualizacdo. Em cada poco foram aplicados 10 pL de amplicom de cada amostra, 3
puL de um marcador com peso molecular conhecido Low Mass (Invitrogen), e 2 ul de
corante “Blue Juice” acrescido Gel Red (Biotium) para estimar os pesos dos
fragmentos amplificados. Este gel foi submetido a uma corrida eletroforética com
uma carga de 93 Volts em tampé&o TE por 30 minutos. O gel foi visualizado em um
fotodocumentador UVP DigiDoc-It Biolmaging System.
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O DNA amplificado foi digerido com a enzima de restricao Hae Il (Invitrogen),
conforme o protocolo indicado pelo fabricante para uma quantidade de 10 pL. A
seguir, foi realizada a precipitacdo do amplicon ja digerido juntamente com 24,5 ul
de agua deionizada, 62,5 pL de alcool etilico (95%) e 3uL de acetato de aménio 3M.
Todos esses reagentes foram misturados com o amplicon e mantidos a temperatura
ambiente por 15 minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 14000 g/30
min. O sobrenadante foi aspirado e descartado. Foram adicionados 250 pL de etanol
(70%), ao pellet e o material foi centrifugado a 14000 g/ 10 minutos. O sobrenadante
foi aspirado e descartado, e o pellet foi mantido no microtubo, que foi colocado

aberto em um termoclador a 70° C/ 15 min.

Para ressuspender o DNA, foram utilizados 14,8 yL de Hi-Di formamida com
0,2 uL de standard Gene Scan 600 Liz (Applied Biosystem, Warrinton, UK), que
possibilita a formacao de picos padronizados na andlise de TRFLP. Essa aliquota foi
aplicada em uma placa de sequenciador, e levada ao termociclador por a 95° C/ 5
min para desnaturacdo. A seguir as amostras foram submetidas a 1 minuto de
banho de gelo. Em seguida foram aplicadas em um sequenciador ABI 3500 (Applied
Biosystems). de 8 capilares, onde foram gerados os eletroferogramas.mQOs picos
gerados pela eletroforese foram submetidos a uma rapida limpeza de imagem no
software Gene Mapper 4.0, onde foi obtida a imagem do padréo, e delineados os
picos dentro de 50 a 600 pares de base (pb). A seguir, os dados foram analisados
estatisticamente. A Figura 7 apresenta, de maneira sintética, um esquema com as

etapas da técnica de T-RFLP.
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Figura 7: Modelo esquemético das etapas da técnica de T-RFLP. Fonte:

http://home.postech.ac.kr/~jaai/fig/T-RFLP_fig.gif (modificada).

5.7. Andlises Estatisticas

Para avaliar as interacdes entre as contagens de bactérias heterotréficas
totais e degradadoras de petréleo com as caracteristicas fisico-quimicas nas
amostras de sedimento, realizou-se uma Andlise de Componentes Principais (ACP)
com o auxilio do programa Statistica for Windows 8.0 (StatSoft, 2007), com o qual
foram confeccionados os graficos desta analise. Utilizando o mesmo programa, as
contagens bacterianas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) a fim de
verificar diferencas nos padrbes de crescimento durante o tempo de incubagédo com
o petroleo e foram feitos graficos de box-plot a fim de demonstrar os padrdes
observados. Para a confeccéo dos graficos de contagens de bactérias heterotroficas,
degradadoras de petroleo e produtoras de biossurfactantes foi utilizado o programa
Microsoft Office Excel 2003.

Os dados gerados pela analise de T-RFLP foram analisados por diferentes
abordagens. Primeiramente avaliou-se a diversidade bacteriana nas amostras de

sedimento ao longo do tempo de incubacéo, verificando o impacto do petréleo na
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comunidade original e a sua modificagéo durante o processo degradativo. Para tal foi
realizada uma analise de agrupamento do tipo cluster utilizando os dados de
diversidade. Para tal, foi confeccionada uma tabela de dados binarios, a partir da
qual foram gerados dendrogramas utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) e o indice de similaridade de Bray-Curtis com o

auxilio do programa PAST.

Os dados de diversidade e abundancia foram tratados no programa Statistica
for Windows 8.0 (StatSoft, 2007) para a realizagdo de uma ACP, a qual fornece
informagOes sobre as semelhancas e diferencas observadas entre as amostras
durante a incubacdo com petroleo. Posteriormente, com o uso do programa PAST,
foi gerada uma matriz de diversidade, que fornece uma visualizagdo do processo de
sucessao bacteriana ao longo do experimento. Estes dados também foram utilizados
pelo programa para calcular os indices de diversidade de Shannon-Weaver, (H') e 0
indice de dominancia de Simpson (Ds).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Aspectos fisicos e quimicos

Com a finalidade de caracterizar as areas de manguezal estudadas, foram
realizadas as analises de alguns parametros fisicos e quimicos nas amostras de
sedimento dos manguezais da Baia de Guanabara e Gargald. Na Tabela 3
encontram-se discriminados o0s resultados obtidos para pH, salinidade,

granulometria e os teores de carbono e de nitrogénio.
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Tabela 3. Resultado das analises fisico-quimicas das amostras de sedimento coletadas nos manguezais da Baia de Guanabara e Gargad.

Parametro Amostra
BG1 BG2 Gl G2
pH 7,7 7,6 6,8 6,1
Salinidade 24 24 4 3
Areia 30 76 14 12
Granulometria (%) Argila 13 6 18 20
Silte 57 18 68 68
Corg (%) 5,72 0,75 5,86 7,56
N (%) 0,24 0,04 0,39 0,43
Razéo C/N 27,8 25,0 17,5 20,5
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Os valores de salinidade obtidos para as amostras BG1 e BG2 foram iguais a
24. Enquanto o pH foi equivalente a 7,7 para BG1, e para BG2 igual a 7,6. Os
resultados encontrados para salinidade e pH no sedimento do manguezal da Baia
de Guanabara sdo um pouco inferiores aos da agua do mar, mas demonstram a
influéncia de aguas marinhas nas areas estudadas, ja que a Baia possui ligacao
direta com o0 oceano. Para as amostras do manguezal de Gargau, G1 se localiza
mais proxima do mar do que a amostra G2, portanto, G1 apresentou salinidade igual
a 4 e pH igual a 6,77, valores um pouco maiores do que G2, que apresentou
salinidade 3 e pH 6,09. As caracteristicas de pH e salinidade das amostras de
sedimento do manguezal de Gargau sédo reflexo da grande influéncia das aguas
doces provenientes do rio Paraiba do Sul. De acordo com Bernini & Rezende,
(2004), esta €& uma peculiaridade deste ambiente, pois o0 manguezal é
completamente inundado pela agua do mar, apenas nas marés de sizigias,

apresentando, assim, salinidade baixa e pH levemente acidos.

A analise granulométrica demonstrou que o0s sedimentos das estagles
amostradas do manguezal da Baia de Guanabara sdo heterogéneos. A amostra
BG1 apresentou em sua composicdo, 57% de silte, 13% de argila, 30% de areia.
Para BG2, foram obtidos apenas 18% de silte e 6% de argila, enquanto a areia
correspondeu a 76% do sedimento. Baseado na escala Wentworth (Suggio, 1973), o
sedimento amostrado na estacdo BG1 foi classificado como silte arenoso.
Entretanto, o sedimento de BG2 € composto, em sua maior parte, por graos
maiores, classificando-se como areia. A granulometria do sedimento do manguezal
de Gargau demonstrou homogeneidade entre as areas estudadas indicando que as
mesmas sao ricas em particulas finas. Em sua maior parte, as amostras foram
constituidas por silte, seguidos pela argila e em menor quantidade de areia. A
estacdo G1 possui 14% de areia, 18% de argila e 68% de silte, enquanto G2
apresenta 12% de areia, 20% de argila e 68% de silte. Entretanto, a diferenca &
pequena e, de acordo com a escala Wentworth, ambos encontram-se classificados
como sedimentos silte-argilosos. As caracteristicas granulométricas relacionam-se
com a localizacdo dos pontos de amostragem, uma vez que, 0s locais mais proximos
do mar tendem a possuir sedimentos pobres em graos finos, pois estes sao
carreados durante a subida das marés, e se precipitam em areas mais altas,
engquanto as particulas mais grossas se acumulam nas areas com mais proximas do

mar, pois sdo mais pesadas.
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O teor de carbono encontrado na amostra BG1 foi equivalente a 5,72%, e o
de nitrogénio foi igual a 0,24% N. Para BG2, observou-se um teor de carbono igual a
0,75% e 0,04% de nitrogénio. E possivel notar que BG1 possui quantidades muito
maiores, tanto para o carbono, quanto para o nitrogénio do que BG2. O resultado
obtido para as amostras da Baia de Guanabara era esperado, uma vez que BG1
possui granulometria mais fina, a matéria organica presente no sedimento tende a
se adsorver aos granulos de silte e argila presentes nesta amostra, devido a maior
area superficial destas particulas. Assim, o carbono organico fica retido no
sedimento, enquanto particulas mais grosseiras, como observado na amostra BG2,
se comportam de maneira inerte quanto a matéria organica (Cameotra & Singh,
2009; Jacques et al., 2007; Johnsen et al., 2005). Para as amostras coletadas no
manguezal de Gargau, observou-se que G1 apresentou um teor de carbono
equivalente a 5,86% e 0,39% de nitrogénio, enquanto G2 apresentou teor de
carbono igual a 7,56% e de nitrogénio igual a 0,43%. As diferencas foram pequenas
entre as amostras para estes fatores quimicos. Entretanto, & possivel perceber que
estas caracteristicas acompanham as diferencas granulométricas, visto que, G1, que
possui maior quantidade de areia, possui menos carbono e nitrogénio do que G2,

enquanto este apresenta maior quantidade de silte e argila.

A relacdo C/N permite inferir qual é a fonte de matéria organica responsavel
pelo aporte de carbono ao ambiente estudado. Assim, um valor alto, em torno de 20,
como o encontrado neste trabalho, indica que a matéria organica das amostras é
proveniente de plantas vasculares com grande quantidade de carbono e de dificil
decomposicao. Enquanto valores baixos, por volta de 7, demonstram que a matéria
organica € oriunda, predominantemente, de fitoplancton. A razdo C/N calculada para
as amostras de sedimento da Baia de Guanabara foi igual a 27,8 para BG1 e
correspondeu a 25 para BG2. As amostras coletadas no manguezal de Gargau
apresentaram relagbes C/N com valores que corresponderam a 17,53, para G1, e
20,51 para G2. Os resultados aqui observados sao tipicos de areas de manguezal,
de uma forma genérica, visto que a decomposicao bacteriana da serrapilheira das
arvores de mangue constitui a principal fonte de carbono orgéanico para o sedimento
(Garcia et al., 2007). As amostras de sedimento dos manguezais estudados foram,
ainda, analisadas quanto a concentracdo dos compostos individuais entre os 16
HPAs prioritarios e a soma dos HPAs Totais, que se encontram discriminadas na
Tabela 4.

69



Tabela 4. Concentracao de HPAs nas amostras de sedimento dos manguezais da Baia de Guanabara e Gargau, com valores de referéncia (ng.g'l).

Composto (ng.g 7) Amostras Referéncias

BG1 BG2 G1 G2 ENB? ENMP LD®

(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Naftaleno 0,13 +0,20 0,09+0,12 0,38 £ 0,37 0,79 £ 0,67 160 2100 0,02
Acenatftileno 0,88 £0,72 0,13+0,18 2,10+£0,32 2,54 + 0,80 44 640 0,04
Acenafteno 0,35+0,22 <0,02 0,30+ 0,04 0,29 + 0,07 16 500 0,02
Fluoreno 0,55+0,14 0,11 +£0,15 1,25 +0,09 1,03+0,25 19 540 0,03
Fenantreno 3,55+0,42 1,01+0,41 8,89+0,18 10,5+1,52 240 1500 0,05
Antraceno 4,95 £ 5,59 0,33+£0,19 3,52+0,13 4,13+£0,94 85 1100 0,04
Fluoranteno 34,4+27,1 7,88 £ 8,96 33,22 +2,81 46,8 + 6,54 600 5100 0,02
Pireno 24,5+ 18,2 4,73 £5,55 23,1+1,69 32,1+5,76 665 2600 0,06
Benzo(a)antraceno 48,7 £ 59,4 4,02 +5,01 24,6 £ 0,85 37,314,992 261 NA 0,09
Criseno 78,4 +1129 3,74 +£3,12 20,3+1,78 29,4 + 3,49 384 2800 0,09
Benzo(b)fluoranteno 38,1 +£35,0 6,18 + 4,82 31,0+£2,96 429 +7,73 NA NA 0,06
Benzo(k)fluoranteno 15,5+ 16,6 1,74 + 1,66 11,2 + 0,57 14,9 + 2,49 NA NA 0,07
Benzo(a)pireno 28,8 + 28,5 2,96 + 3,22 225+2,45 31,5+5,76 430 1600 0,05
ldeno(123 -cd)pireno 21,0+19,0 3,92+£2,16 19,0 +2,19 27,0+£4,91 - NA 0,06
Dibenzo(ah)antraceno 7,58 +6,17 1,08 +1,79 6,90 £ 0,73 8,96 + 1,88 63 260 0,05
Benzo(ghi)perileno 16,4 + 14,3 1,98 + 1,83 15,3+ 3,76 22,0 £ 3,62 NA NA 0,04
> 16 HPAs 324 + 343 39,8 +39,0 224 +16,9 312 +49,9 1332 6380
HPAs Totais 489 + 407 65,0+ 56,1 368 £44,1 431 £ 65,9

2 ENB efeitos de nivel baixo (Buchman, 1999); > ENM efeitos de nivel médio (Buchman, 1999); ° LD limite de deteccéo do aparelho. Os valores da tabela

referem-se as médias de trés réplicas amostrais * 1 desvio padrdo. Tabela adaptada de Maciel-Souza et al. (2006)
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Uma forma de avaliar o risco potencial ao ambiente da poluicdo por HPAs
consiste em analisar separadamente a concentragcdo de cada um dos compostos
entre os 16 HPAs prioritarios. A National Oceanic and Atmospheric Administration
(NOAA) estabelece valores-referéncia para cada um destes compostos com base
em suas concentracdes. Assim, sdo estimados Efeitos de Nivel Baixo (ENB), no qual
efeitos bioldgicos adversos raramente ndo observados no ambiente e os Efeitos de
Nivel Médio (ENM), que indica o nivel de contaminacdo em que os efeitos toxicos a
biota serdo observados com frequéncia (Buchman, 1999). As concentracfes
encontradas para os compostos hidrocarbénicos individuais nas areas estudadas
nao representam riscos potenciais de toxicidade a estes manguezais, uma vez que
os valores detectados ndo indicam efeitos de nivel médio ou baixo para os

sedimentos coletados, conforme pode ser observado na Tabela 4.

A soma das concentragdes dos 16 HPAs prioritarios constitui outra maneira
de avaliar a possivel toxicidade dos hidrocarbonetos ao ambiente. De acordo com as
normas internacionais de qualidade ambiental, a USEPA (US Environmental
Protection Agency) estabelece que uma concentracdo de 16 HPAs acima de 4.022
ng.g™ apresenta toxicidade & biota (Farias, 2006). Assim, as quantidades de HPAs
obtidas neste estudo indicam que todas as amostras encontram-se abaixo do limite
de toxicidade considerado toleravel, conforme proposto pela USEPA. A distribuicdo
dos compostos hidrocarbdnicos € bastante heterogénea entre as réplicas das
amostras coletadas no manguezal da Baia de Guanabara. A soma dos 16 HPAs
indicativos da presenca de petréleo correspondeu a 324 ng.g™* para BG1 enquanto
para BG2 foi de 39,8 ng.g™. A soma de todos os hidrocarbonetos (HPAs Totais) na
amostra coletada em BGL1 foi igual a 489 ng.g* e BG2 apresentou 65,0 ng.g™. Os
locais escolhidos para coleta de sedimento no manguezal de Gargau demonstram
resultados homogéneos em relagdo a concentragdo de HPAs. A amostra G1
apresentou uma concentracdo de 16 HPAs igual a 224 ng.g*, enquanto G2
apresentou 312 ng.g*. A concentracdo total de HPAs foi de 368 ng.g™* para a
amostra G1, e para G2, a foi equivalente a 431 ng.g™*. Dados comparativos com
diversos estudos, realizados em manguezais e estuarios localizados em varios

locais do mundo encontram-se discriminados na Tabela 5.

As concentracdes obtidas em locais considerados naturais ou mais proximos

das condicdes naturais variaram bastante. No manguezal da Baia de Sepetiba (RJ)
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Maciel-Souza et al. (2006) encontraram valores menores do que o limite de deteccéo
(0,02) para cada um dos 16 HPAs avaliados. Entretanto, Farias (2006) encontrou
uma concentracéo de 1.173 ng.g™ para o somatério dos 16 HPAs no manguezal de
Piedade (RJ).

Os resultados obtidos por Tam et al.(2001) demonstraram heterogeneidade
quanto a concentracdo de HPAs em varios manguezais de Hong Kong. Estes
autores observaram que entre as areas estudadas, havia concentracdes bastante
distintas de hidrocarbonetos. Além disso, relatam que em um mesmo manguezal, a
quantidade de HPAs apresentou grande variacao entre os pontos amostrados, como
por exemplo, nos pontos de coleta no manguezal de Sai Keng, a concentragéo de 16
HPAs variou de 356 a 1.811 ng.g>. No mesmo trabalho, os autores encontraram
uma variagdo de 649 a 1.485 ng.g* de 16 HPAs nos pontos amostrados no
manguezal de Tolo. Para Ho Chung, sua pesquisa também registra uma grande
variacdo entre as amostras, com uma concentracdo entre 1.273 e 11.098 ng.gt. E
ainda, para o manguezal Mai Po, concentraces que variam de 685 a 4.680 ng.g™

para os 16HPAs.

Um estudo realizado por Farias (2006), no manguezal da Baia de Guanabara,
avaliou as concentragbes de HPAs no sedimento quatro meses ap6s o derrame de
2000 e realizou um monitoramento que fornece as concentragdes de HPAs quatro
anos apos o acidente. Em sua primeira coleta, nos pontos atingidos pelo
derramamento, foram registradas concentracdes entre 83 e 2.427.277 ng.g™ para os
HPAs Totais no sedimentos superficial, e concentra¢cdes cada vez mais baixas nas
camadas mais profundas. Ao longo do tempo, foi observado um decréscimo nas
concentracbes de HPAs Totais nas camadas superiores, e no ano de 2004
observou-se que as concentracbes de HPAs Totais na superficie do sedimento
haviam diminuido em 70%. Nas camadas mais profundas foi detectado um aumento
da quantidade de HPAs, indicando que houve uma migracdo dos poluentes. Desta
forma, a reducdo observada na camada superficial foi atribuida a processos
ambientais diversos, como a remocao pelas marés, deslocamento vertical causado

pela bioturbacéo e a degradacgéo por microrganismos.

Farias (2006) constatou que o perfil cromatografico de cada um dos 16 HPAs
encontrados quatro meses apOs o0 acidente coincide com o 6leo MF 380, que

contaminou o manguezal no ano 2000. Na sua primeira coleta, apenas um dos

72



pontos amostrados apresentou concentracdo dos 16 HPAs superior ao limite
proposto pela USEPA, igual a 8.163 ng.g*. Ap6s quatro anos de estudos, foram
observadas mudancas nas concentracbes dos compostos, e indicios do
desaparecimento de componentes mais labeis devido aos processos fisicos e
quimicos naturais. A concentra¢do dos 16 HPAs na ultima coleta equivaleu a 1.207,5
ng.g™. Assim, seu trabalho ndo observa possiveis efeitos téxicos & biota quatro anos

apos a ocorréncia do acidente.

Maciel-Souza et al. (2006) encontraram concentracdes de 16 HPAs até 700
vezes maiores do que aquelas obtidas no presente estudo. De acordo com estes
autores, foram obtidas concentracdes de 16 HPAs entre 1.230 ng.g™* e 28.300 ng.g™
de sedimento. Seu trabalho foi realizado no manguezal da Baia de Guanabara
dezessete meses ap0s o acidente ocorrido em 2000, no qual, foi analisado o

sedimento de quatro pontos localizados em locais préximos a REDUC.

Cabe ressaltar que o trabalho de Maciel-Souza et al. (2006) foi realizado por
volta de um ano e meio apos o derramamento ocorrido na Baia de Guanabara,
engquanto as coletas desta pesquisa foram realizadas nove anos depois do acidente.
Além disso, os pontos de amostragem escolhidos pelos pesquisadores foram
diretamente atingidos pelo 6leo e se localizam a uma grande distancia dos lugares
amostrados neste estudo. E possivel que os pontos de coleta deste trabalho tenham
sido atingidos com uma menor quantidade do poluente. De acordo com Cardoso
(2007), a ocorréncia de processos de intemperismo resulta na reducdo das
concentracbes de poluentes nos ambientes naturais. Assim, fendmenos como a
atenuacdo natural e a bioturbacdo em conjunto com as perdas abidticas, devido a
evaporacao, espalhamento, oxidacédo, dispersao e dissolucdo, podem justificar as
baixas concentracdes de HPAs encontradas nesta pesquisa. Corroborando o0s
resultados aqui obtidos, Brito et al. (2009) relatam que a degradacdo do petroleo em
manguezais consiste em um processo bastante lento, sendo influenciado
diretamente pelas condicbes ambientais e pela atividade da microbiota. Assim, um
manguezal demora aproximadamente cinco anos para se recuperar apos um grande

derramamento de petréleo.
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Tabela 5: Concentracdes de HPAs (ng.g™ de sedimento seco) analisadas por pesquisadores em diversos estudos.

Area de estudo

16 HPAs

HPAs Totais

Observacbes impo  rtantes

Referéncia

Iko River (Nigéria)

Surui (RJ)

Baias de Antonina e
Paranagua (PR)

Fortaleza (CE)

Fortaleza (CE)

Diversos Manguezais
(China)

Parques Nacionais
(Brasil)

Bahia (Brasil)

Fugong Mangrove
Nature Reservation
Area (China)

6.100 — 30.310

3.260 — 436.000

NA

721 —-2.235

96— 1.859

24 — 238

3,7—-24.430

NA

280 — 1.207

NA

NA

1,92 - 296

NA

NA

NA

NA

6.352.000

NA

Amostras coletadas no estuério do lko River,
numa regiao cercada por refinarias.

Coletas realizadas seis anos apos o
derramamento ocorrido no ano 2000.

Valores minimos obtidos em um ponto com
baixa quantidade de grédos finos e pouco
fluxo de embarcacdes. Valores maximos
observados em um ponto com grande fluxo
de barcos.

Coleta realizada no manguezal do Rio Coco,
cercado pela urbanizacdo da cidade de
Fortaleza.

Coleta realizada no manguezal do Rio
Ceara, cercado pela urbanizacdo da cidade
de Fortaleza.

Valor minimo obtido no manguezal de Beihai,
sem histérico de contaminagdo por petréleo
e valor maximo obtido em Shenzhen,
localizado em uma regido altamente
urbanizada.

Valores maximos encontrados no Parque
Nacional de Itatiaia (SP), atribuidos a fontes
de contaminacdo locais. Valores minimos
obtidos no Parque Nacional da Serra da
Bocaina (RJ) e

Sedimento de manguezal com histérico de
contaminagado por petréleo

Area de mangue sem histérico de
contaminagdo por petréleo com vegetacao
dominada por Kandelia candel.

Essien et al. (2011)

Fontana et al. (2010)

Maceno (2010)

Cavalcante et al. (2009)

Cavalcante et al. (2009)

Vane et al. (2009)

Meire et al. (2008)

Silva (2008)

Tian et al. (2008)

74



Tabela 5 Cont.

Area de estudo 16 HPAs HPAs Totais Observacfes impo  rtantes Trabalho

Iko River (Nigéria) 6.300 — 9.930 NA Area impactada por derramamentos de 6leo  Udotong et al. (2008)
e descarga de efluentes domésticos e
industriais.

Baia de Guanabara NA 1424 — 19.194 Valores minimos obtidos no manguezal Gomes et al. (2007)

(RJ) localizado na reserva de Guapimirim, e
valores maximos obtidos nas proximidades
da REDUC.

Surui (RJ) 329 - 1.001 6.601 — 33.082 Valores minimos obtidos um ano apoés o Nudi et al. (2007)
inicio do estudo.

Nova Orleans (RJ) 171 - 268 924-1.446 Valores obtidos um ano apds o inicio do Nudi et al. (2007)
estudo.

Piedade (RJ) 305-421 615 - 792 Valores maximos obtidos um ano apés o Nudi et al. (2007)
inicio do estudo.

Peteca (RJ) 337 - 630 2.550 - 6.132 Coleta realizada no ano 2004. Nudi et al. (2007)

Guaratiba (RJ) 22 -42 175 - 243 Area de mangue considerada sem Nudi et al. (2007)
contaminacéo por petréleo.

Baia de Guanabara 77-7.751 NA Valores maximos foram obtidos nas estacfes Silva et al. (2007)

(RJ) localizadas nas proximidades da REDUC.

Surui (RJ) 1.207 - 8.163 27.955 — 303.410 Valores minimos foram obtidos quatro anos Farias (2006)
apo6s a contaminagéo do ano 2000.

Nova Orleans (RJ) 202 - 299 1.899,6 —5.778 Valores minimos foram obtidos quatro anos Farias (2006)
apo6s a contaminagédo do ano 2000

Piedade (RJ) 425-1.170 641 —2.033 Valores minimos foram obtidos quatro anos Farias (2006)
apos a contaminacdo do ano 2000

Baia de Guanabara 1.232 - 28.278 NA Maiores valores obtidos dentro da REDUC e Maciel-Souza et al.

(RJ)

valores minimos obtidos em um local mais
distante da fonte de contaminacao.

(2006)
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Tabela 5 Cont.

Area de estudo 16 HPAs HPAs Totais Observacfes impo  rtantes Trabalho

Ho Chung (China) 1162 — 3.322 NA Manguezal em regido altamente impactada Yu et al. (2005b)
por efluentes domésticos e industriais.

Wisconsin (USA) 115.000 NA Coletas realizadas nas proximidades do Ringelberg et al. (2001)
porto (South Milwaukee Harbor)

Sai Keng (China) 356 - 1.811 NA Manguezal sem fonte  visivel de Tam et al. (2001)
contaminacéo por HPAs.

Tolo (China) 649 — 1.485 NA Manguezal localizado em uma regido Tam et al. (2001)
impactada pela urbanizacao.

Ho Chung (China) 1.273-11.098 NA Manguezal em regido altamente impactada Tam et al. (2001)
por efluentes domésticos e industriais.

Mai Po (China) 685 — 4.680 NA Manguezal em regido altamente impactada Tam et al. (2001)
por efluentes domésticos e industriais.

Ohio (USA) 1.560 — 216.830 NA Coletas realizadas no Little Scioto River. Lagworthy et al. (1998)
Valores minimos foram obtidos em pontos
localizados a montante da fonte de
contaminagdo, valores maximos observados
em locais a jusante da fonte de poluicao por
HPAs.

Tennessee (USA) 960.000 NA? Amostra coletada nas proximidades em local Herbes e Scwall (1978)

contaminado pelo vazamento de um tanque
de dleo

aNA = nao avaliado.
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Jacques et al. (2007) e Boopathy (2000) relatam que a natureza do sedimento
exerce influéncia direta na concentracdo e na distribuicdo dos HPAs. Segundo estes
autores, sedimentos com altos teores de carbono organico e alta porcentagem de
silte e argila possuem concentracdes mais elevadas de HPAs do que sedimentos
ricos em areia e pobres em matéria organica. No presente estudo, o sedimento da
Baia de Guanabara possui historico de poluicdo por petrdleo, em contraste com
Gargau, que nunca apresentou nenhum caso de derramamento deste tipo de
contaminante. Adicionalmente, os locais tém caracteristicas granulométricas
distintas, que ndo refletem com clareza o grau de poluicdo de cada é&rea. A
padronizacdo da concentracdo de HPAs em relagao ao teor de carbono orgéanico do

sedimento retira o efeito da granulometria, e facilita esta visualizacao.

Conforme discutido anteriormente, a amostra BG1 apresentou a maior
concentracdo de HPAs entre as areas estudadas, e a quantidade de HPAs obtida
nas amostras de Gargau foi muito maior do que aquela observada em BG2. No
entanto, quando a concentracdo dos HPAs foi normalizada tomando como base a
quantidade de carbono organico do sedimento em detrimento da sua granulometria,
observa-se que, na realidade, as duas amostras da Baia de Guanabara possuem
maior quantidade de HPAs do que as amostras de Gargau. Assim, para 0s 16 HPAs,
a maior concentracdo observada foi igual a 5.664 ng.g'lCOrg na amostra BG1, em
segundo lugar, 5.306 ng.g'lcOrg em BG2, seguida por 4.126 ng.g'lcOrg em G2 e
finalmente, 3.822 ng.g'lcorg em G1. Isto sugere que o manguezal da Baia de
Guanabara é mais impactado por derivados do petrdleo do que o manguezal de
Gargau, corroborando a descricdo realizada no trabalho de Brito et al.(2006) que
relatam que a poluicdo por compostos do petréleo na Baia de Guanabara é
conhecida e continua ocorrendo devido ao trafego de petroleiros, emissdes
atmosféricas e despejos urbanos e industriais, que juntos, contribuem para a entrada
diaria de 17 toneladas de HPAs neste ecossistema. A Tabela 6 apresenta os
calculos para as concentracdes de HPAs normalizadas nas areas estudadas por
este trabalho, comparando-as com outras pesquisas realizadas em diversas partes

do mundo.
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Tabela 6: Concentracdo de HPAs normalizadas pelo teor de carbono organico (ng.g'l.Corg) nas amostras de sedimento dos manguezais da Baia de
Guanabara e Gargau e de trabalhos realizados em outros locais por diversos pesquisadores.

Histérico de

Area de estudo 16 HPAs HPAs Totais polUicEo Referéncia
BG1" 5.664 8.549 Sim Este estudo
BG2"° 5.306 8.667 Sim Este estudo

G1° 3.822 6.274 N&o Este estudo

G2° 4.126 5.701 N&o Este estudo

Iko River (Nigéria) 59.700 - 363.000 NA Sim Essien et al. (2011)
Baias de Antonina e Paranagua (PR) NA 8.970 Sim Maceno (2010)
Baias de Antonina e Paranagua (PR) NA 58,2 Néo Maceno (2010)
Bahia (Brasil) NA 96.242.424 Sim Silva (2008)
Nova Orleans (RJ) 2.036 - 3.191 11.000 — 17.214 Sim Nudi et al. (2007)
Peteca (RJ) 4.012 - 7.500 30.557 — 73.000 Sim Nudi et al. (2007)
Guaratiba (RJ) 1.833 - 3.500 14.583 — 20.250 N&o Nudi et al. (2007)
Surui (RJ) 29.596 — 217.683 685.169 — 8.090.939 Sim Farias (2006)
Nova Orleans (RJ) 3.125,2 - 13.756,9 29.360,1 — 265.082,6 Sim Farias (2006)
Piedade (RJ) 4.136 — 40.512 6.229 — 70.350 N&o Farias (2006)
Tolo (China) 11.307 — 25.871 NA Sim Tam et al. (2001)
Ho Chung (China) 23.839 — 207.828 NA Sim Tam et al. (2001)

2 NA = nao avaliado.

® Os valores referem-se aos calculos com base nas médias obtidas na Tabela 3.
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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos podem ser originados de trés
diferentes formas. A primeira delas é a origem pirolitica, em que os HPAs sédo
gerados pela combustdo incompleta de matéria organica em altas temperaturas. A
segunda forma possivel € a degradacdo da matéria organica por processos
diagenéticos. Alternativamente, ha a origem petrogénica, que deriva de matéria
organica submetida a alta pressao e temperatura, durante um longo periodo de
tempo. E, por fim, os HPAs podem ser sintetizados durante 0s processos
metabdlicos de algas e microrganismos (Farias, 2006). E possivel avaliar a origem
dos HPAs presentes em uma determinada amostra com base no célculo de alguns
indices com base na concentracdo de compostos especificos. A Tabela 7 apresenta
os indices calculados para os HPAs presentes nas amostras de sedimento dos

manguezais estudados.
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Tabela 7: Razfes diagnosticas determinantes da origem dos HPAs calculadas para as amostras de sedimento dos manguezais da Baia de

Guanabara e Gargad.

Combustéo Combustéo Mistura
Razdes Diagnésticas Petroleo  Combustéo de de de BG1 BG2 Gl G2
Petréleo Biomassa Fontes
FI/FI+Py <04 0,4-0,5 >0,5 0,58 0,63 0,59 0,59
Fl+Py/ (Fl+Py+C1Py) <05 >0,5 0,70 0,76 0,82 0,85
Ph+A/ (Ph+A+C1Ph) >0,5 <0,5 0,50 0,33 0,59 0,68
A/A+Ph <0,1 >0,1 0,47 0,24 0,28 0,28
BaA/ BaA+Ch <0,2 > 0,35 02-035 0,47 0,44 055 0,56
IP/ IP+BghiPe <0,2 0,2-0,5 >0,5 0,55 0,70 0,56 0,55
S3-6anels/ S series <0,05 >0,8 005-08 163 181 237 426

alquil

Legenda — Onde: FI = fluoranteno; Py = Pireno; C1Py = C1 pirenos; Ph = Fenantreno; C1Ph =

Benzo(a)antraceno; Ch = Criseno; IP = Indeno(1,2,3-cd)pireno; BghiPe = Benzo(ghi)perileno.

C1 fenantrenos; A= Antraceno; BaA =
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De acordo com as razBes diagnésticas, foi possivel estimar que os HPAs
presentes nas amostras de sedimento da Baia de Guanabara sédo provenientes de
varias fontes, predominantemente de combustdo e combustdo de biomassa.
Semelhantemente, os hidrocarbonetos presentes nas amostras do manguezal de
Gargau também foram originados destes tipos de fonte. Para ambos, porém, um dos
indices demonstra HPAs oriundos de combustao de petrdleo.

Para avaliar o nivel de poluicdo de cada uma das areas estudadas, faz-se
necessario levar em consideracdo as caracteristicas de cada local, além das
concentracbes de HPAs observadas neste trabalho somadas aos calculos dos
indices acima mencionados. Sabendo que o0 manguezal da Baia de Guanabara
possui um histérico de contato com poluentes do petréleo, demonstrando uma
poluicdo ambiental crénica. Desta forma, os HPAs avaliados permanecem em
concentragfes sub-toxicas nos locais de coleta deste estudo. Em contraste, o
manguezal de Gargau ndo possui nenhum registro de poluicdo por petroderivados,
sendo considerado ainda um local preservado. Com base em todos os fatores
citados acima, é possivel dizer que o grau de toxicidade dos HPAs encontrado tanto
0 manguezal da Baia de Guanabara quanto no de Gargalu se encontra abaixo do

limite proposto pelas organizac¢des internacionais.

7

Devido a processos de perda naturais, é possivel que o0s residuos
provenientes do derramamento ocorrido no ano 2000 ndo tenham sido detectados
neste estudo. Nudi et al.(2007) observaram uma reducéo de 75% na quantidade de
HPAs na camada superficial do sedimento do manguezal de Surui (Baia de
Guanabara-RJ) entre o inicio de sua pesquisa em 2003 até o final das coletas, em
2004. Maciel-Souza et al. (2006) relatam alguns dos pontos de estudo na Baia de
Guanabara com baixa quantidade de HPAs. De acordo com o trabalho destes
autores, estes locais nao sofreram impactos recorrentes, e a biorremediagao natural
havia reduzido a concentracdo de HPAs na area estudada. De acordo com Brito et
al. (2009), sua area de estudo no manguezal da Baia de Guanabara nao
apresentava indicios de compostos remanescentes da contaminacdo de 2000, ou o
local estudado ndo havia sido afetado pelo derramamento. No entanto, atividades
rotineiras que ocorrem nas proximidades da Baia de Guanabara, relacionadas ao
trafego de embarcacdes, lavagem de taques, limpeza de motores e o0 despejo de

residuos domésticos e industriais sdo, provavelmente, responsaveis pelo nivel de
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contaminagao observado neste trabalho. Novas entradas de HPAs no sedimento do
manguezal da Baia de Guanabara também sao relatadas pelo trabalho de Nudi et al.

(2007), corroborando os resultados obtidos nesta pesquisa.

Nas amostras de sedimento do manguezal de Gargau, a presenca de
compostos oriundos da combustdo de petréleo pode ser atribuida a pequenos
derrames de 6leo de barcos de pesca e limpeza dos motores, uma vez que a
comunidade residente na vila de Gargau obtém recursos, predominantemente, por
meio da pesca, com o auxilio de pequenos barcos com motor movido a diesel, aléem
da captura artesanal de caranguejos. Segundo Bernini et al. (2010) a degradacao do
manguezal de Gargau relaciona-se principalmente ao corte seletivo de arvores, ao
desmatamento para a implantacdo de pastagens para a criagcdo de gado e aterros

para urbanizacao.

A Figura 8 mostra a Analise de Componentes Principais (ACP) para os fatores
fisico-quimicos e contagens iniciais de bactérias heterotréficas totais e degradadoras
de petrdleo para as amostras de sedimento coletadas nos manguezais da Baia de
Guanabara e Gargau. A ACP realizada para as amostras de sedimento demonstrou
que dois fatores sao capazes de explicar cerca de 84% da variacdo dos dados.
Assim, o Fator 1 explica aproximadamente 64%, enquanto o Fator 2 é responsavel
por 20%. De acordo com a Figura 6a, o teor de silte e argila apresentou correlacao
positiva com o carbono orgéanico, o nitrogénio total e os HPAs Totais (rs= 0,933; rs=
0,962 e rs= 0,599, respectivamente), e os HPAs Totais com o carbono orgéanico (rs=
0,610). Os 16HPAs, constituindo parte dos HPAs Totais, conforme esperado,
também apresentam correlacdo positiva com estes fatores. Todos os fatores
descritos acima se correlacionaram negativamente com a areia, enquanto a
salinidade e o pH apresentaram correlacdo positiva com esta (rs= 0,790 e rs= 0,701,
respectivamente). Outros estudos relatam que os sedimentos com granulometria
mais fina possuem maiores concentracdes de matéria organica e nitrogénio, e que,
devido a sua alta hidrofobicidade, os HPAs tendem a se adsorver as particulas de
silte e argila, explicando os resultados obtidos neste trabalho (Cameotra & Singh,
2009; Jacques et al., 2007; Johnsen et al. 2005; Mater et al., 2004).

O pH apresenta correlacdo positiva com a salinidade (rs=0,927), uma vez que
as aguas de rios, com baixa salinidade, possuem um pH mais acido. Os manguezais

com maior influéncia fluvial possuem baixa salinidade e a predominancia de graos
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finos em seu sedimento. Em contrapartida, os sedimentos mais grosseiros localizam-
se em regides mais proximas do mar, apresentando altos valores de salinidade. As
contagens de bactérias heterotroficas totais apresentam correlacées muito baixas
com os fatores avaliados. Isto pode demonstrar que ha outros fatores, néo
explorados neste trabalho que influenciam a quantidade de bactérias no sedimento
dos manguezais. A quantidade de bactérias degradadoras de petrdleo apresentou
correlacdo positiva com o teor de graos finos (rs=0,687), com o nitrogénio (rs=0,797),
o carbono organico (rs=0,695), consequentemente, a contagem de degradadoras de
petrdleo esteve negativamente correlacionada com a areia (rs= -0,684), a salinidade
(rs= -0,858), e 0 pH (rs= -0,617). Estes valores confirmam que as bactérias
degradadoras necessitam de condicdbes adequadas de salinidade, pH e
concentracdo de matéria organica para o seu desenvolvimento (Jacques et al., 2007;
Johnsen et al. 2005; Boopathy 2000). Entre si, as contagens bacterianas possuem
baixa correlagdo positiva, com rs=0,246. Maiores detalhes sobre este parametro

serdo descritos adiante, nos topicos 6.2 e 6.3.

A Figura 8b separa as areas de estudos de acordo com 0s parametros
analisados. Assim, as amostras Gl e G2 comportaram-se como um grupo
homogéneo, que se relaciona negativamente com a amostra BG2 da Baia de
Guanabara devido as caracteristicas muito distintas de pH, salinidade,
granulometria, teores de carbono, nitrogénio e concentracbes de 16 HPAs e HPAs
Totais. Através da proximidade dos pontos que representam as amostras, € possivel
perceber que as caracteristicas do sedimento de Gargau ndo demonstram grandes
variagdes entre as réplicas analisadas, enquanto nas amostras da Baia de fica nitida
a distancia entre as réplicas de BGl e BG2 devido a heterogeneidade das
caracteristicas ambientais da area de estudo. A amostra BG1l apresentou uma

grande variacdo nas caracteristicas fisico-quimicas entre as réplicas coletadas.

83



1,0
5
HPA:ﬁ.'FiiMs . Bgl
0,5 Salinidade 3
he
o
< g 2
":" Silte+ Cila ;
3 9 ) <1 B&i1
0,0 Argia &
5 ¢ S G2 52
= ©
& T 0 G2 G2 ¢
q!.l BG2
OBG2
DP.DO 1 je
-0,5 d Gl
HT DO 2
[
a -3 b
-1,0
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
Fator 1 : 63,97% Fator 1: 63,97%

Figura 8: Andlise de componentes principais para os fatores fisico-quimicos e contagens iniciais de bactérias heterotréficas totais (HT) e degradadoras de
petréleo (DP) das amostras de sedimento dos manguezais da Baia de Guanabara (BG1 e BG2) e de Gargau (G1 e G2).
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6.2. Contagens de bactérias heterotroficas totais

O crescimento em placa de bactérias heterotroficas totais (HT) para a amostra
BG1 apresentou um valor minimo de 10’ UFC. g* de sedimento seco, observado no
Do, enquanto o valor maximo foi registrado no 28° dia de incubacgéo, e correspondeu
a 10™ UFC. g*. Houve uma queda na contagem de HT e, entre os dias 150 e 178 do
experimento, observou-se, entdo, que 0s valores permaneceram entre 10® e 10™
UFC. g*. Para BG2, observou-se uma contagem inicial de 10’ UFC. g* e um
méximo de 10'° UFC. g, registrado no 28° dia de incubacdo. A contagem de HT se
manteve constante entre os dias 150 e 178, permanecendo na ordem de 10° UFC. g’
! de sedimento seco. Para as amostras de sedimento do manguezal de Gargad,
observou-se que G1, apresentou uma contagem de HT de 10’ UFC. g* de
sedimento seco no momento inicial, com o crescimento maximo de 10*° UFC. g™,
registrado aos 28 dias de experimento. A partir dos 150 dias de incubacao, a
contagem de heterotroficos diminuiu, se mantendo constante até o final do periodo
de incubacdo, em 10° UFC. g* de sedimento seco. A amostra G2 apresentou uma
contagem inicial de HT na ordem de 10’ UFC. g* de sedimento, e o valor maximo,
na ordem de 10'° UFC. g*, obtido no 28° dia de experimento. No decorrer do tempo
de incubacdo, a contagem diminuiu novamente, permanecendo na ordem de 10’

UFC. g entre os dia 150 e 178, quando o periodo experimental terminou (Figura 9).
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Figura 9: Médias e respectivos desvios-padrao das contagens bacterianas em placas com meio de
cultura para heterotroficos totais.
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A contagem inicial de heterotréficos totais foi a menor registrada na BG1 e
BG2, crescendo a partir do 7° dia e se mantendo mais alta do que a inicial durante
todo o experimento. E possivel perceber que, entre os dias 7 e 28, as contagens
tiveram um aumento bastante pronunciado, e uma queda no periodo entre 150 e 178
dias, em que o crescimento bacteriano permanece, entretanto, maior do que o valor
inicial entre uma e duas ordens de grandeza para BG1l e em uma ordem de
grandeza para BG2. Adicionalmente, nota-se que BG1 possui maior contagem
bacteriana durante esta fase, do que os outros trés locais estudados. Entre as
amostras de Gargad, nota-se que Gl e G2 apresentaram comportamentos
semelhantes as amostras da Baia de Guanabara, entretanto, a diminuicdo na
contagem de HT ocorrida entre os dias 150 e 178 para estas amostras foi maior,
sendo registrados, inclusive, valores uma ordem de grandeza menores do que as
contagens iniciais. E ainda, que neste periodo, as contagens de G2 sao maiores do
que as de G1, permanecendo na ordem de 10’ UFC. g™*.

O experimento realizado por Wetler (2006) em um manguezal preservado no
sul da Bahia demonstrou uma contagem inicial de HT na ordem de 10® UFC. g* de
sedimento. ApOs cinco meses de incubagdo com petroleo, a autora obteve uma
contagem de 10’ UFC. g* de sedimento. Maciel-Souza et al. (2006) observaram em
um local ndo contaminado, uma contagem inicial de heterotréficos na ordem de 10°
UFC. g de sedimento. Enquanto nos pontos de coleta localizados no manguezal da
Baia de Guanabara, Maciel-Souza et al. (2006) obtiveram contagens de HT em torno
de 10’ UFC. g* a 10° UFC. g* de sedimento. Entretanto, estes autores n&o fizeram
incubacdo com petréleo.

Em um manguezal da Australia, Ramsay et al. (2000) realizaram um estudo
em que a contagem bacteriana foi avaliada diante da adicdo de 6leo cru, e da
contaminacdo seguida de biorremediacéo in situ. Estes pesquisadores observaram
gue, nos pontos utilizados como controle, as contagens de HT permaneceram na
ordem de 10° a 10’ UFC. g™ durante todo o periodo do experimento. Nos pontos em
qgue houve biorremediacdo e naqueles em que houve adicao de Oleo, foi detectado
um aumento na ordem de 10 UFC. g’ durante o periodo de aeracdo (120 dias),
apos este, o nimero de HT dos pontos com 6leo e biorremediados diminuiu de 10°
para 10® UFC. g'l, mas as contagens permaneceram maiores do que 0S pontos

controle.
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Os valores iniciais obtidos pelos autores supracitados foram proximos aqueles
encontrados no presente trabalho, que estiveram na ordem de 10’ UFC. g* UFC.
Para a contagem realizada aos 150 dias, os valores aqui obtidos também séo
consistentes com o trabalho de Wetler (2006) e Ramsay et al. (2000). Em um
manguezal com histérico de contaminagdo por hidrocarbonetos, localizado no
estado da Bahia, Silva (2008) observou uma enumeracdo inicial de bactérias
heterotréficas que foi menor do que aquelas obtidas nesta pesquisa em duas a trés
ordens de grandeza. Seu trabalho relata contagens iniciais na ordem de 10* a 10°

UFC. g* de sedimento seco.

Para detectar possiveis diferencas entre as contagens de bactérias
heterotréficas nas amostras coletadas em funcédo do local de estudo, efetuou-se uma
ANOVA, que demonstrou diferenca significativa com p<0,001. De acordo com o
teste de Duncan, foi possivel observar que as contagens possuem um mesmo
padrdo ao longo do tempo para todos os locais estudados, dividindo o trabalho em
trés grupos caracteristicos durante o periodo experimental. Assim, se observam,
primeiramente, a contagem inicial, que corresponde as bactérias heterotréficas
aerdbias cultivaveis, presentes na amostra de sedimento antes da adicdo do
petrdleo. A seguir, com a entrada do poluente no frasco de incubacéo, € possivel
notar um aumento significativo nas contagens de HT, que permanece entre os dias 7
e 28 do experimento, sugerindo que o petroleo foi utilizado de maneira eficiente por
bactérias autoctones como fonte de carbono. Em um terceiro momento, percebe-se
uma diminuicdo estatisticamente significativa, em que o numero de bactérias

heterotréficas retorna aos valores proximos aos iniciais (Figura 10).
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Figura 10: Box-plots demonstrando as contagens de bactérias, provenientes do sedimento dos
manguezais da Baia de Guanabara e Gargadu, cultivadas em meio para heterotroficos totais.

O padréo obtido para as contagens de bactérias heterotréficas totais deste
trabalho foi semelhante aquele observado por Kaplan e Kitts (2004). Estes autores
avaliaram a degradacdo do petréleo durante 168 dias, no solo de um campo de
petréleo. As contagens de heterotréficos totais mantiveram-se na ordem de 10" a 10°
UFC. g* de sedimento seco, durante todo o periodo experimental. Estes autores
observaram que, durante os primeiros 21 dias de experimento, houve rapida
degradacdo dos hidrocarbonetos pelas bactérias autdctones, e com isto, uma
elevacdo na contagem de heterotroficos totais, devido & dominancia de espécies
degradadoras de petroleo. De acordo com seu estudo, cerca de 37% da degradacéo
do petréleo ocorreu durante os primeiros 21 dias, portanto, este periodo foi

considerado como uma fase de degradacao rapida, em que houve um aumento da
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biomassa bacteriana em resposta a elevada oferta de carbono, proveniente dos
hidrocarbonetos. Assim, a comunidade de bactérias apresentou elevado crescimento
de poucas espécies, com comprovada capacidade de degradacéo de petréleo, que
dominaram a comunidade, enquanto a diversidade foi baixa. Estes autores
observaram, ainda, que a fase de rapida degradacéo € sucedida por uma fase de
degradacgéo lenta, em que os compostos de alto peso molecular remanescentes
levam a uma diminuicdo na abundéncia e aumento na diversidade bacteriana.
Assim, é possivel que no presente estudo, algumas espécies bacterianas tenham se
mantido com numero elevado durante os primeiros 28 dias utilizando os compostos
mais leves do petréleo, que sdo degradados com maior facilidade, enquanto outras
espécies foram excluidas por competicdo ou, alternativamente, estas espécies
podem possuir maior sensibilidade ao poluente, tendo seu crescimento inibido pela
toxicidade de algumas substancias. Com o esgotamento das fontes de carbono mais
labeis durante o longo periodo de incubagéo, permaneceram os compostos de maior
peso molecular, que tém menor biodisponibilidade e caracterizam-se por sua dificil e
lenta degradacédo. Houve, entdo, uma reducdo na contagem devido a caréncia de
substrato, uma vez que, no processo de degradacdo microbiana do petréleo, os
compostos recalcitrantes tendem a ser metabolizados por dltimo (Brito et al., 2009;
Zhou et al., 2009; Ke et al., 2005; Harayama 1997).

Leahy & Colwell (1990), relatam que, em um eventual derrame de
hidrocarbonetos, os consoércios microbianos respondem a elevada oferta de carbono
com um crescimento exponencial, ocorrendo uma vantagem seletiva para as cepas
que possuem plasmideos que codificam enzimas para a degradacdo, resultando na
degradacéo dos hidrocarbonetos mais suscetiveis no aumento da ocorréncia destes
plasmideos na comunidade. Um estudo efetuado por Zhou et al. (2009), mostrou
que tanto a concentragdo, quanto o tempo de exposicdo aos HPAs causam uma
reducdo da diversidade microbiana. Segundo Brito et al. (2006), em ambientes
naturais, microrganismos utilizam preferencialmente outras fontes de carbono, que
sdo degradadas com maior facilidade do que os poluentes do petroleo. Assim, o
derrame de um poluente pode resultar em um aumento seletivo na comunidade
bacteriana, em que as linhagens com capacidade para degradar o composto séao
favorecidas e linhagens sem tal capacidade sé&o inibidas. Alternativamente, o

contaminante pode levar a reducédo na contagem de microrganismos dependendo da

89



sua concentracao e do seu grau de toxicidade. Diante da polui¢cao por petroleo, pode
ocorrer um aumento das populacdes capazes de se adaptarem as condi¢cdes do
ecossistema e um decréscimo das que séo sensiveis ao poluente. As informacdes
dos autores supracitados sugerem que a contagem de bactérias heterotroficas desta
pesquisa teve seu aumento inicial atribuido ao crescimento de linhagens com
capacidade de metabolizar compostos do petréleo. Com a degradacéo das fracdes
mais leves do poluente e a presenca de compostos de elevado peso molecular,
resultantes do processo metabdlico, a abundéancia de bactérias diminuiu devido a

caréncia de fonte energética para seu crescimento.

6.3. Contagens de bactérias degradadoras de petrole o

Entre as amostras coletadas na Baia de Guanabara, observou-se uma
contagem inicial de 10° UFC. g de sedimento seco para BG1, e valor maximo de
10% UFC. g, registrado no 21° dia da incubacéo. A partir do 28° dia, é possivel
perceber uma queda no numero de bactérias degradadoras, e a estabilizacdo entre
os dias 164 e 178, permanecendo em 10° UFC. g™*. A amostra BG2, apresentou um
ndmero inicial de 10° UFC. g™* de sedimento seco, e o valor maximo também foi 10°
UFC. g™, observado no dia 21, com declinio no dia 28 para 10® UFC. g™. Ap6s este
periodo a contagem de bactérias degradadoras continuou caindo, oscilando de 10° a
10" UFC. g*. Para as amostras de sedimento coletadas no manguezal de Gargad,
foram observadas contagens iniciais de 10° UFC. g* para a amostra G1, e o valor
méximo, de 10° UFC. g™, foi registrado no 7° dia de experimento. As contagens de
bactérias degradadoras permanecem altas até o 21° dia, e se inicia o declinio no
28°. Entre os dias 150 e 178, o crescimento de bactérias degradadoras variou de 10°
UFC. g* a 10° UFC. g* de sedimento. A amostra G2, apresentou uma contagem de
10° UFC. g* no primeiro dia do experimento e o crescimento maximo de colénias
ocorreu no sétimo dia de incubacdo (10 UFC. g*). Para esta amostra também foi
observado o declinio na contagem a partir do 28° dia, e entre os dias 150 e 178, os

valores, mantiveram-se entre 10° e 10’ UFC. g™ de sedimento.

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstram que as contagens

bacterianas em meio contendo petréleo sofreram um pronunciado aumento quando
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o petréleo foi introduzido no frasco que continha o sedimento. A partir do sétimo dia
as contagens apresentaram uma grande elevacao, e assim permaneceram até o 28°
dia. A partir do dia 28 iniciou-se uma fase de declinio, tendendo a estabilidade no
final do experimento, com as contagens retornando a valores proximos ao numero
inicial. Apdés a degradacdo visual do poluente, a contagem bacteriana diminuiu,
possivelmente, por escassez de fontes de carbono. Este comportamento ocorreu
para todas as amostras analisadas, e se assemelhou aquele observado para as
contagens de bactérias heterotroficas, podendo indicar que, a principio, o petroleo
estimulou o crescimento de algumas espécies degradadoras, demonstrando que as
bactérias autéctones do sedimento dos manguezais estudados sao capazes de
utilizar o petrdleo como unica fonte de carbono e energia para seu crescimento
(Bugg & Winfield, 1998), apresentando assim, grande interesse biotecnoldgico, visto
que a biodegradacdo bacteriana constitui, segundo Santos et al. (2011) a melhor

maneira de remediar sedimentos de manguezais contaminados com petréleo.
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Figura 11: Médias e respectivos desvios-padrao das contagens bacterianas em placas com meio
seletivo para degradadores de petréleo.

As contagens de bactérias degradadoras de petroleo observadas em
sedimento de manguezal por Yu et al.(2005a) foram da ordem de 10* UFC. g™ de
sedimento seco. Em seu estudo, Ramsay et al. (2000) também encontraram uma
contagem para bactérias degradadoras correspondente a 10* UFC. g™ nos pontos

controle em todo o periodo experimental. Este trabalho encontrou contagens iniciais
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um pouco maiores de bactérias degradadoras, provavelmente porque os estudos
citados acima foram realizados em regibes temperadas, enquanto este trabalho foi
desenvolvido em um pais tropical, com temperaturas mais elevadas, que favorecem

0 crescimento bacteriano (Santos et al., 2011).

No estudo de Ramsay et al. (2000) foi observado um aumento nas contagens
de 10* UFC. g* para 10°® UFC. g* a 10" UFC. g* de sedimento nos locais onde
houve adicdo de Oleo e biorremediacdo respectivamente, durante o periodo de
aeracdo. Apos o periodo de aeracdo, a contagem de bactérias degradadoras
diminuiu, retornando a valores entre 10* a 10° UFC. g™ de sedimento. Este padréo
também foi observado no presente trabalho, uma vez que, a adi¢cdo de petroleo e
nutrientes ao frasco de incubacédo resultou em um aumento da populacdo de
bactérias. De maneira semelhante ao trabalho de Ramsay et al. (2000), ap6s o
estimulo inicial, nesta pesquisa também houve uma diminuicdo na contagem de
bactérias degradadoras, que tiveram a tendéncia de retornar aos nameros

observados inicialmente.

A pesquisa de Maciel-Souza et al. (2006), demonstrou contagens iniciais em
torno de 10° UFC. g* para um manguezal sem histérico de contaminacdo por
petréleo e de 10° UFC. g’ para &reas contaminadas com petréleo na Baia de
Guanabara. lgualmente, Wetler (2006) obteve uma contagem inicial de bactérias
degradadoras de petréleo na ordem de 10° UFC. g* de sedimento, para um
manguezal ndo contaminado, e apds 150 dias de incubacdo com o poluente, foram
observadas contagens entre 10’ UFC. g™ e 10® UFC. g™. Este trabalho demonstrou
resultados semelhantes as pesquisas dos autores acima. Foram registradas
contagens iniciais na ordem de10°® a 10° UFC. g de sedimento, e ap6s 150 dias de
incubacao, os valores ficaram entre 10° e 10’ UFC. g™ de sedimento. Desta forma,
os dados aqui obtidos, corroboram as pesquisas de Maciel-Souza et al. (2006) e
Wetler (2006).

A ANOVA, realizada para as amostras de sedimento coletadas nos
manguezais da Baia de Guanabara e de Gargau, detectou diferencas significativas
para as contagens bacterianas nas placas com meio para degradadores de petréleo
(p<0,001) ao longo do experimento. O teste de Duncan foi utilizado como poés-teste,
a fim de identificar médias com diferencas estatisticamente significativas entre as

meédias analisadas. A Figura 12 demonstra que as contagens de bactérias
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UFC.g* de sedimento

UFC.g* de sedimento

degradadoras apresentaram 0 mesmo padrdo observado para as bactérias
heterotréficas, dividindo-se, igualmente, em trés periodos, a saber, i) inicial,
observado no dia 0, antes da incubacdo do sedimento com o petréleo, que se
caracteriza pelo numero de bactérias degradadoras de petréleo cultivaveis presentes
nas amostras de sedimento; ii) fase de crescimento, apds a adi¢cdo do petréleo ao
sedimento, observada entre o 7° e 28° dia, em que a presenca dos compostos labeis
do petroleo servem como fonte de carbono, estimulando o aumento da populacao de
bactérias degradadoras e, finalmente, iii) a fase de declinio, compreendida entre os
dias 150 e 178 do experimento, em que as contagens de bactérias tendem a
retornar aos valores iniciais devido a presenca de compostos do petréleo com alto

peso molecular, que séo de dificil biodegradacéao.
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Figura 12: Box-plots demonstrando as contagens de bactérias, provenientes do sedimento dos
manguezais da Baia de Guanabara e Gargaud, cultivadas em meio seletivo para bactérias
degradadoras de petréleo.
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Brito et al. (2006) relatam que, durante a degradacdo do petrdleo por
bactérias, compostos mais ldbeis sdo metabolizados primeiramente, resultando em
um rapido aumento das populacdes de bactérias degradadoras, enquanto
compostos de alto peso molecular possuem degradacao dificil, uma vez que poucas
espécies possuem a capacidade de degrada-los devido a sua baixa disponibilidade
as bactérias. Desta forma, tais substancias, sdo metabolizadas por ultimo e mais
lentamente, reduzindo as populacdes degradadoras. Os resultados obtidos nesta
pesquisa corroboram as descri¢des de Brito et al. (2006); Ke et al., (2005) e Kaplan
e Kitts (2004), demonstrando que, inicialmente, o petrdleo serviu como fonte extra de
carbono para as bactérias com capacidade degradativa, resultando em um notavel
aumento da sua abundancia durante as primeiras semanas de experimento.
Entretanto, o processo de degradacdo do petrdleo ao longo da incubacéo, levou a
reducdo das populacdes de bactérias degradadoras em virtude da escassez de
substrato de crescimento, uma vez que 0S compostos biodisponiveis séo
consumidos primeiro, resultando na presenca de compostos recalcitrantes, que
servem como fonte de carbono para poucas linhagens bacterianas. Além disso,
alguns dos compostos derivados do metabolismo de poluentes petrogénicos podem
ser toxicos aos microrganismos, inibindo seu crescimento (Yu et al., 2005b; Kanaly
et al., 2000; Harayama, 1997).

Considerando-se que o meio de cultura para heterotroficos totais permite
acessar o total da comunidade de bactérias que podem ser cultivadas em placas, e
que o0 meio seletivo para degradadores de petroleo ird fornecer a propor¢do da
comunidade bacteriana capaz de utilizar petréleo como Unica fonte de carbono, é
possivel fazer uma estimativa da relacdo entre o total de bactérias cultivaveis e,
dentre estas, a porcentagem das bactérias degradadoras ao longo do experimento.
Para tal, foram estabelecidos como referéncia, o dia 0, que corresponde a
comunidade bacteriana autéctone do sedimento dos manguezais estudados;
seguido pelos dias 7 e 28, que se referem ao inicio e final do periodo de
crescimento, respectivamente. Finalmente, seguem-se o dia 150 demonstrando o
final da incubacdo, que marca o momento em que o petroleo foi visualmente

degradado (Figura 13).
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Figura 13: Porcentagem das bactérias degradadoras de petroleo (DP) em relacdo ao total de
bactérias heterotréficas totais (HT) para as amostras de sedimento coletadas nos manguezais da
Baia de Guanabara e Gargad.

As amostras BG1 e BG2 possuiam inicialmente uma proporcdo de bactérias
degradadoras de petréleo correspondente a 1% do total de bactérias cultivaveis no
sedimento (Figura 13a e 13b). Com a adicado do petroleo ao frasco de incubacéo,
observou-se um aumento expressivo, e a comunidade bacteriana degradadora
passou a responder por 10% do total das bactérias cultivaveis. As amostras da Baia
de Guanabara apresentaram um mesmo padrdo, em que 0 crescimento das
bactérias degradadoras foi estimulado pela presenca do petrdleo, corroborando o
trabalho de Zhou et al. (2009).

Entre as amostras do manguezal de Gargau, observa-se que, de maneira
surpreendente, as bactérias degradadoras corresponderam a 10% do total da
comunidade bacteriana cultivavel antes da incubacdo com petréleo (Figura 13c e
13d). Os dados aqui observados contradizem a afirmagéo de Atlas (1981), que, em
ecossistemas ndo poluidos, as populacdes de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos representam menos de 0,1% da comunidade. Em contrapartida,
Bugg & Winfield (1998) registram que ecossistemas de manguezal possuem grande

concentragcdo de hidrocarbonetos aromaticos naturais em seu sedimento. Assim, as
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bactérias autéctones podem metabolizar o petréleo como fonte de carbono utilizando
as vias de degradacéo destes compostos, justificando a capacidade de crescimento

de microrganismos nativos em presenca de petroleo.

ApoOs 7 dias em presenca de petréleo, ndo foi observado aumento na
porcentagem de bactérias degradadoras para as amostras de Gargau, que
permaneceu em 10%. Vale ressaltar, no entanto, que no 7° dia do experimento,
todas as amostras apresentaram aumentos significativos, tanto na contagem de
heterotroéficos totais, quanto na contagem de degradadores de petroleo, portanto, o
fato de que a comunidade de degradadores permaneceu em 10% do total de
cultivaveis, significa que sua contagem aumentou de maneira proporcional,
juntamente com o0s heterotréficos totais nestas amostras, enquanto para as
amostras da Baia de Guanabara, o aumento de bactérias degradadoras foi mais

expressivo do que o de heterotroficos.

No 28° dia de incubacdo observa-se para todas as amostras uma queda na
proporcdo de bactérias degradadoras, passando para 1% do total da comunidade
cultivavel. E possivel que neste momento, a presenca de compostos tOXicos
resultantes do metabolismo do petréleo tenha inibido o crescimento das espécies
degradadoras, reduzindo sua abundéncia na comunidade (Santos et al., 2011; Seo
et al., 2009; Mater et al. 2004). No entanto, aos 150 dias de experimento, quando o
petréleo foi visualmente degradado, observa-se um novo aumento das populacdes
degradadoras, chegando a representar 100% do total de bactérias cultivaveis para
as amostras BG1, G1 e G2 e equivalendo a 10% para BG2. Assim, houve um
padrao diferente para as amostras de sedimento estudadas, em que algumas
apresentaram maior crescimento de bactérias degradadoras de petr6leo do que
outras, aléem das caracteristicas iniciais distintas quanto a comunidade bacteriana
indigena. Estes resultados sugerem que, tanto as caracteristicas do sedimento,
quanto o tipo de hidrocarboneto presente irdo influenciar a dindmica e a composi¢cao
da comunidade bacteriana autoctone, estimulando algumas espécies, e inibindo o
crescimento de outras dependendo de sua sensibilidade ao poluente e de sua
capacidade de metaboliza-lo. Santos et al. (2011) relatam que as condicdes fisico-
guimicas do ecossistema podem afetar a atividade bacteriana e influenciar sua
capacidade degradativa. Nota-se que as amostras que apresentaram grande

crescimento de bactérias degradadoras possuem granulometria mais fina, que
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favorece a aderéncia da matéria organica e das bactérias, uma vez que estas,
normalmente tendem a formar biofilmes aderidos as particulas do sedimento, estas
condi¢cbes sao favoraveis a sua multiplicacdo. Em contrapartida, BG2 apresenta uma
pequena porcentagem de grdos finos, levando a uma limitacdo do crescimento

bacteriano.

6.4. Avaliacdo da producao de biossurfactantes

O teste de colapso da gota para avaliacdo da producdo de biossurfactante
pelas bactérias foi realizado apenas com as colbnias isoladas a partir das placas
contendo petroleo. Para tal, foram feitos estoques das colénias com caracteristicas
morfologicas distintas de coloracdo, tamanho e/ou textura, ou seja, morfotipos

distintos.

Para a amostra BG1, foi obtido um total de 58 morfotipos durante os primeiros
28 dias de incubacdo do sedimento com petréleo, destes, 30 foram capazes de
produzir biossurfactante, equivalendo a aproximadamente 52% do total. Entre os
dias 150 e 178 do experimento, foram isoladas 103 colOnias, dentre as quais, 58%
apresentaram capacidade de producédo de biossurfactante. Assim, foram obtidos 161
morfotipos bacterianos isolados, com capacidade de utilizar petréleo como Unica
fonte de carbono, destes, aproximadamente 56% demonstraram capacidade de
producdo de biossurfactante utilizando glicose como substrato de crescimento.
Isolaram-se 65 colonias durante entre o primeiro e o 28° dias de incubacao do
sedimento com petréleo para BG2, destas, 30 morfotipos produziram biossurfactante
pelo teste de colapso da gota em Oleo mineral, equivalendo a aproximadamente

46% das coldnias isoladas.

A amostra BG2 foi analisada no periodo entre 150 e 178 dias de experimento,
obtendo-se 128 colbnias capazes de utilizar petréleo como substrato, dentre as
quais, 81 produziram biossurfactante. Assim, apos a degradacao visual do petroleo
no frasco de incubacéo, observou-se que 63% das col6nias isoladas demonstraram
capacidade de producédo do emulsificante. Desta forma, o total de morfotipos
degradadores de petrdleo isolados foi igual a 193; entre estes, obteve-se 111
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colonias capazes de produzir biossurfactante utilizando glicos, aproximadamente
58% (Tabela 8).

Tabela 8: Resultados do teste de colapso da gota e nimero total de coldnias isoladas em placas
contendo petroleo para as amostras de sedimento dos manguezais da Baia de Guanabara e Gargau.

Dias de BG1 BG2 Gl G2
incubacéao

Isolados* +** |Isolados  + Isolados* +** [Isolados +
DO 17 10 12 8 16 1 14 4
D7 6 3 25 6 12 1 7 1
D14 20 7 7 2 10 5 14 7
D21 10 6 7 5 5 2 12 7
D28 5 4 14 9 17 4 19 6
D150 16 9 3 2 17 10 14 11
D157 22 15 33 18 15 9 20 9
D164 18 10 21 11 23 13 21 16
D171 29 18 51 35 15 9 18 14
D178 18 8 20 15 19 5 21 13

Total 161 90 193 111 149 59 160 88

Legenda: *Total= total de col6nias isoladas / **+ = niamero de colénias com resultado positivo para
producéo de biossurfactantes

Durante os primeiros 28 dias de experimento, a amostra G1 apresentou um
total de 60 isolados, dos quais, 13 apresentaram capacidade de produzir
biossurfactante, aproximadamente 22%. Entre os dias 150 e 178 de incubacao
obteve-se um total de 89 coldnias isoladas, e destas, 46 produziram biossurfactante
utiizando glicose como substrato de crescimento, que correspondem a
aproximadamente 52% do total de isolados. Durante todo o experimento, foram
isoladas 149 colbnias de bactérias degradadoras de petréleo, das quais, 59

apresentaram capacidade de producao de biossurfactante.

Para a amostra G2, foi possivel isolar 66 morfotipos de bactérias

degradadoras entre o inicio do experimento até o 28° dia de incubacado, destas,
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aproximadamente 32% apresentou resultado positivo para produgédo de
biossurfactante. Entre 150 e 178 dias de experimento, foram isoladas 94 col6nias,
das quais, 63 produziram biossurfactante pelo teste de colapso da gota. O total de
morfotipos bacterianos degradadores de petroleo isolados foi igual a 160, dentre

estes, 88 foram capazes de produzir biossurfactante pelo teste de colapso da gota.

A partir dos 150 dias de incubacéo, foi observado um pequeno aumento na
quantidade de morfotipos de bactérias degradadoras de petréleo isolados, e um
aumento mais pronunciado na porcentagem de produtores de biossurfactantes. E
provavel que neste periodo do experimento, haja o predominio de compostos
hidrocarbbnicos de alto peso molecular. De acordo com Brito et al. (2009), as
substancias mais pesadas dentre os constituintes do petréleo, sdo as Ultimas a
serem metabolizadas pelas bactérias durante o processo de degradacdo. Assim, 0
aumento no numero de bactérias produtoras de biossurfactantes pode funcionar
como um indicador da presenca destes compostos, que necessitam da producgéo de
um tensoativo que torne possivel sua assimilacdo pela microbiota (Nitschke &
Pastore, 2002). Isto indica que, durante o processo de degradacao do petréleo, os
compostos gerados agem como selecionadores da comunidade bacteriana,
estimulando o crescimento de linhagens com capacidade de producdo de
biossurfactantes, uma vez que este tipo de metabdlito constitui uma importante
ferramenta na degradacdo dos HPAs do petrdleo, diminuindo sua hidrofobicidade e,
por consequéncia, tornando-os mais biodisponiveis a microbiota (Cameotra & Singh,
2009; Mariano et al., 2007; Ron & Rosenberg, 2001)

E importante salientar que os sedimentos de manguezais s&o ricos em HPAs
de origem natural, como a lignina, a celulose e o tanino e, de acordo com Harayama
(1997), um numero limitado de microrganismos é capaz de degradar HPAs com
quatro ou mais anéis aromaticos, pois sua biodegradacédo é limitada pela sua baixa
disponibilidade, devido a sua elevada hidrofobicidade (Ke et al., 2005). Segundo
Boopathy (2000) e Ganeshalingam et al. (1994), a aplicagdo de surfactantes como
agentes de solubilizacdo pode ser uma maneira de aumentar a disponibilidade de
HPAs aos microrganismos. Brito et al. (2009) observaram a emulsificacdo do
petréleo em um sistema de microcosmos apés uma semana de experimento devido
a atividade de um consorcio microbiano inoculado no sedimento contaminado. Este

tipo de emulsdo indica que a degradacdo do petréleo esta ocorrendo, pois a
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emulsificacdo é considerada parte do processo de biodegradacdo, em que as
bactérias produtoras de tensoativos utilizam tais produtos para reduzir a tensao
interfacial do Oleo, formando micelas que diminuem o tamanho das gotas de 6leo e

facilitam sua assimilacao.

A Figura 14 mostra o total de morfotipos bacterianos isolados de placas
contendo petréleo durante os primeiros 28 dias e entre os dias 150 e 178 de
incubacdo com o poluente, além das col6nias com resultado positivo para producao
de biossurfactante pelo teste de colapso da gota para as amostras de sedimento dos

manguezais da Baia de Guanabara e de Gargad.

BG1 a BG2 b
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Figura 14: Total de morfotipos bacterianos isolados de placas contendo petroleo e bactérias com
resultado positivo (+) para producdo de biossurfactante nas amostras de sedimento coletadas nos
manguezais da Baia de Guanabara e Gargad.

Com base na Figura 14a e 14b, observa-se que a amostra BG1 possui maior
diversidade inicial de morfotipos do que a amostra BG2. Conforme relatado por
Jacques et al. (2007), sedimentos com granulometria mais fina, como é o caso de
BG1, possuem maior diversidade e maior quantidade de bactérias do que

sedimentos mais grosseiros devido a sua maior area superficial e adsor¢do de agua
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e matéria organica, que séo fatores fisico-quimicos favoraveis a sobrevivéncia e
multiplicacdo bacteriana. Além disso, a granulometria também exerce influéncia na
sorcdo dos hidrocarbonetos, selecionando as bactérias capazes de metabolizar os

contaminantes do petrdleo (Zhou et al., 2009).

Durante os primeiros 28 dias de incubacgdo, € possivel perceber que a
guantidade de morfotipos degradadores de petréleo permanece baixa, de uma
maneira geral, para todas as areas, o que indica uma baixa diversidade bacteriana
com alta contagem em placas. Em contrapartida, no periodo entre os dias 150 e 178
de experimento, o numero de morfotipos se eleva, e a contagem diminui em relacao
aos primeiros dias, indicando que a diversidade aumentou e a dominancia diminuiu.
De acordo com Braddock et al. (1996) e Atlas (1995), as populagbes de
microrganismos degradadores constituem, normalmente, uma proporcédo baixa do
total das comunidades microbianas em ambientes ndo impactados por petroleo.
Mas, quando poluentes derivados do petrdleo estdo presentes, estas populacdes
aumentam, podendo corresponder até a 100% da comunidade de bactérias viaveis

no ecossistema.

Durante o periodo entre os dias 150 e 178, houve um aumento da proporcao
de morfotipos produtores de biossurfactante, indicando que a incubagédo com o
petréleo propiciou o crescimento de vérias linhagens de bactérias degradadoras,
uma vez que a producdo deste metabolito é uma caracteristica comum durante a
degradacdo do poluente. Bodour et al. (2003), observaram por meio de analise
filogenética que ha uma grande diversidade entre os microrganismos produtores de
biossurfactantes, e isto indica que a producdo desses metabdlitos constitui uma
importante ferramenta para a sobrevivéncia desses microrganismos no ambiente.
Assim, diante da contaminacdo, as linhagens com capacidade de producdo de

biossurfactante tendem a aumentar.

Os resultados obtidos para as bactérias isoladas e produtoras de
biossurfactante confirmam o trabalho de Kaplan e Kitts (2004), em que se observam
algumas espécies degradadoras que foram favorecidas no inicio do experimento e
dominaram a comunidade bacteriana com uma alta densidade de células, e ao final
da incubagdo, aumentou o numero de espécies degradadoras, diminuindo a
contagem, como foi possivel notar no experimento anterior. Além disso, 0 aumento

no namero de produtores de biossurfactantes sugere que a populacdo degradadora
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foi selecionada pelos compostos de alto peso molecular, devido a necessidade de
solubilizac&o prévia para que sejam metabolizados pelas bactérias (Seo et al., 2009;
Cameotra & Singh, 2009; Mariano et al., 2007; Bodour et al.,, 2003; Ron &
Rosenberg, 2001).

A capacidade de producdo de biossurfactantes observada para as bactérias
isoladas a partir do sedimento dos manguezais da Baia de Guanabara e de Gargau
sugerem que estas, possuem potencial utilidade em processos de biorremediacéo,
uma vez este tipo de metabdlito apresenta grande importancia do ponto de vista
aplicado, proporcionando o desenvolvimento de produtos e processos
biotecnolégicos a fim de remediar impactos ambientais causados pela contaminacao

oriunda do petréleo e seus derivados.

6.5. Andlise de diversidade bacteriana com base na técnica de T-RFLP

As amostras de sedimento dos manguezais estudados foram analisadas com
a técnica de T-RFLP, por meio da qual, foram obtidos dados de diversidade e
abundéancia das bactérias presentes no sedimento no momento da coleta e apés a
sua incubacdo com o petroleo. Posteriormente, com o uso do programa PAST,
foram calculados os indices de diversidade de Shannon-Weaver (H’), e dominancia
de Simpson (Ds) para as amostras de sedimento sem adicdo de petroleo, e

periodicamente, apds a incubacdo com este contaminante.

Nas Figuras 15 e 16 é possivel constatar que o sedimento coletado nas duas
estacbes do manguezal de Gargau apresentou, inicialmente, maior diversidade
bacteriana e menor dominancia de espécies do que o sedimento obtido nas
estacdes da Baia de Guanabara. A amostra G1 apresentou H'= 3,81 e Ds= 0,04; G2
apresentou H'= 3,46 e Ds= 0,04; enquanto para BG1 foram obtidos H'= 3,00 e Ds=
0,06 e para BG2 o H’ foi igual a 2,78 e 0 Ds correspondeu a 0,07. Para o indice de
diversidade, foram constatados valores maiores do que o0s iniciais em Varios
momentos da incubacgéo entre as amostras da Baia de Guanabara. No entanto, as
amostras de Gargau apresentaram queda na diversidade apoés a adi¢cdo do petréleo,
e os valores de H' se mantiveram mais baixos do que os iniciais durante a maior

parte do tempo, com excecdo apenas dos dias 120 e 150 para a amostra G2. O
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contato com poluentes do petréleo e as caracteristicas ambientais, como a grande
quantidade de areia e a salinidade elevada sao fatores que contribuem para a
reducdo na diversidade bacteriana de um ambiente, explicando assim, a menor
diversidade observada inicialmente nas amostras da Baia de Guanabara.
Corroborando os dados obtidos nesta pesquisa, o trabalho de Alonso-Gutiérrez et al.
(2009) demonstrou que a diversidade bacteriana sofreu reducdo logo depois da
poluicéo por petréleo, sendo recuperada um ano apos a ocorréncia da contaminacao
in situ. Entretanto, houve uma profunda mudang¢a na composicdo das espécies, com
predominio de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos apds o contato com o
poluente. De maneira semelhante, a pesquisa de Pucci et al. (2011) avalia a
diversidade bacteriana de um local preservado antes e ap0s o contato do sedimento
com o petréleo. Seus resultados demonstraram uma reducéo na diversidade a partir
do quarto dia de exposi¢do ao poluente, entretanto, 102 dias apds o acidente estes

autores observaram um aumento na diversidade.

ApoOs sete dias de incubacdo com o petroleo, observa-se que houve uma
queda na diversidade e aumento na dominancia para todas as amostras, exceto
para BG2, na qual foi constatado aumento da diversidade bacteriana e reducao da
dominancia. Roéling et al. (2002) também observaram a reducédo da diversidade e
aumento de dominancia, seis dias depois da adicdo do petroleo ao sedimento, em
sistemas de microcosmos. Entretanto, dos Santos et al. (2011) relatam aumento na
diversidade apos 23 dias de contato do sedimento de manguezal com 2% petroleo
em sistema de microcosmos. Os resultados destes autores corroboram os desta
pesquisa, indicando que a resposta da comunidade bacteriana ao estresse causado
pela insercdo do poluente varia de acordo com o local de estudo e com suas
caracteristicas fisico-quimicas. Alonso-Gutiérrez et al. (2009) relatam que a
diversidade bacteriana é influenciada pelo tipo de substrato de crescimento, assim,
locais com granulometria mais fina tendem a possuir maior diversidade do que
agueles que possuem grdos com particulas mais grosseiras. Conforme descrito
anteriormente, as amostras de Gargau e as de BG1 apresentaram sedimento com
maior teor de grédos finos do que a amostra BG2. Este sedimento apresenta
dificuldade em reter matéria orgénica; sua tendéncia é possuir, inicialmente, menor
diversidade do que as outras amostras. Assim, a introducéo de petréleo de maneira

artificial promoveu o crescimento de linhagens bacterianas com capacidade de
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utiliza-lo como fonte de carbono. Entretanto, nas amostras de granulometria fina, as
fontes de carbono mais labeis sdo utilizadas preferencialmente para o crescimento
das bactérias, e a entrada do poluente causou uma inibicdo de seu crescimento,
selecionando apenas bactérias degradadoras. Este resultado pode ser reforcado
pelas contagens de bactérias heterotroficas totais e degradadoras de petréleo,
apresentadas anteriormente, uma vez que se observa um aumento significativo no
namero de bactérias com capacidade de degradar petréleo a partir do sétimo dia de
experimento. Wetler (2006) relata que o petroleo é capaz de selecionar bactérias
degradadoras. Seu trabalho descreve que poucas bactérias isoladas de um
sedimento sem contato com petroleo apresentavam habilidade de crescer utilizando
BTX (benzeno, tolueno e xileno) como fonte de carbono. No entanto, apdés a
incubacédo do sedimento com petréleo, foi constatado um aumento na quantidade de

isolados com capacidade degradativa.

N&o é possivel dizer que a diversidade e dominancia de espécies bacterianas
apresentaram um mesmo padrdo entre as areas estudadas. Entretanto, pode-se
afirmar que todas as amostras demonstraram modificacdo nas espécies que
constituem a comunidade ao longo do tempo de incubag&o, com o desaparecimento
de alguns filotipos, e o surgimento de outros no eletroferograma. Isto sugere que o
processo de degradacdo do petroleo gera diversos compostos, que, para serem
metabolizados, dependem de espécies bacterianas diferentes. Alguns filotipos
aparecem durante um periodo, desaparecendo posteriormente. Alguns, que estavam
presentes inicialmente no sedimento, desaparecem apds a adicdo do petrdleo, e
tornaram a surgir com a sua degradacgao. Outros, entretanto, ndo aparecem antes da
incubacdo com o petréleo, surgindo no eletroferograma apenas quando o poluente
foi adicionado ao sedimento. Desta forma, é possivel dizer que a presenca do
petréleo pode inibir ou estimular o crescimento de algumas espécies de bactéria, e
que durante o processo degradativo ocorre uma sucessao de populacdes
bacterianas, que sao provavelmente, influenciadas de acordo com os compostos
gerados ou degradados no meio (Tabela 9). Segundo Pucci et al. (2011) e Roling et
al. (2002), a poluicdo de um sedimento com petréleo provoca mudanca na
composicdo de espécies bacterianas, assim € possivel encontrar indices de
diversidade semelhantes antes e depois da contaminacdo, entretanto, as espécies

que contribuem para esta diversidade sao diferentes. Em sua pesquisa, Alonso-

104



Gutiérrez et al. (2009) demonstram que diferentes tipos de sedimento podem ter
uma composicdo de espécies bacterianas semelhante, entretanto, diante da
poluicdo, os compostos do petréleo irdo direcionar mudangcas na comunidade
bacteriana de maneira diferente para sedimentos finos e grosseiros. A alteracdo da
composicdo bacteriana apds seu contato com o petroleo pode ser demonstrada pelo
surgimento e pela deplecao de filotipos nos perfis de T-RFLP durante a incubacéo
do sedimento com o poluente. Alguns destes filotipos, juntamente com suas

caracteristicas encontram-se descritos na Tabela 9.
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indice de Diversidade de
Shannon-Weaver (H")
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Figura 15: indices de diversidade de Shannon-Weaver (H’) calculados para as amostras de sedimento coletadas nos manguezais da Baia de Guanabara e
Gargau ao longo do periodo de incubacéo com petréleo.a) Amostras BG1 e BG2; b) Amostras G1 e G2.
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Figura 16: indices de dominancia de Simpson (Ds) calculados para as amostras de sedimento coletadas nos manguezais da Baia de Guanabara e Gargau
ao longo do periodo de incubacdo com petréleo. a) Amostras BG1 e BG2; b) Amostras G1 e G2.
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Tabela 9: Exemplos de filotipos bacterianos observados nas amostras de sedimento de manguezal ao
longo da sua incubagdo com petréleo.

Presenca Reacéo ao Filotipos (pb) Amostra
petréleo
98, 330 BG1l e BG2
206, 235 GleG2
_ Inibig&o do 62, 107, 186 BG1
Dia 0 crescimento 56, 136, 164 BG2
92, 227, 382, c1
448, 520, 600
57, 83, 193 G2
50 BG1
Degradacao de 229, 374, 564 BG2
Dia 7 compostos 64, 124, 209, G1
especificos 225, 396
51, 136, 222 G2
52, 144, 162,
288, 405 BG1
Degradacao de 66, 115, 225, BG2
Dia 14 compostos 308, 396
especificos 73, 148, 210, Gl
379, 397
150, 229, 231,
245, 372 G2
268 BG1
Degradacao de 51, 60, 122 BG2
Dia 21 compostos 95, 116, 394 Gl
especificos 127, 190, 249, G2
393, 398
Degradacéio de 99, 138, 268 BG1
Dia 28 compostos 52, 146, 287 BG2
especificos 62, 85, 147 GL
155, 225, 279 G2
54,71, 109 BG1
Degradacao de 55, 159, 248, BG?2
Dia 60 compostos 335, 476
especificos 56, 107, 143 Gl
99, 135, 257 G2
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Tabela 9 Cont.

Dia 90

Dia 120

Dia 150

Do dia 0 até 150

Do dia O até 7

Do dia O até 28

Do dia O até 60

Do dia 7 até 150

Degradacao de
compostos
especificos

Degradacao de
compostos
especificos

Degradacao de
compostos
especificos

Resisténcia /
Degradacao de
compostos
leves e
pesados

Degradacao
compostos
leves

Degradacao
compostos
leves

Degradacao
compostos
leves

Estimulo do
crescimento /
Degradacao de
compostos
leves e
pesados

61, 128, 403
90, 111
58, 161, 185
104, 200, 264

92, 139, 196,
213, 358
61, 132, 202,
321, 461
51, 60, 83
59, 143, 226,
284, 388

199, 295, 340
53, 159
121, 238, 273,
313, 559

78
84
80, 87
82
74
72

50, 372
68, 92, 94, 98

76
196

67

223
80

82

BG1
BG2
Gl
G2

BG1

BG2
Gl
G2

BG1
Gl

G2

BG1, BG2, Gl e G2
BG1,BG2e G1
BG1 e BG2
BG1
BG2
Gl

Gl
G2

BG2
G2

BG1

BG2
Gl

G2
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Tabela 9 Cont.

Estimulo do
crescimento / 66 BG1
Do dia 14 até 150 ~ Degradacao de
compostos
leves e 67 G2
pesados
Degradacao de 189, 201 BG1
Do dia 60 até 150 compostos 203 BG2
pesados 198 G2
68, 145, 202,
Degradacao de 254, 289, 302, BG1
Do dia 90 até 150 compostos 320
pesados 129 Gl
73 G2
58, 100, 123,
~ 164, 203, 214, BG1
Degradacao de 215 253
Do dia 120 até150 co;nsr;%s(;us)s 220. 228, 237 BG2
P 120, 150, 213, o
218, 291, 301
Vérios filotipos que foram detectados no sedimento inicialmente

desapareceram com a introducdo do petréleo, e ndo voltaram a aparecer durante
todo o experimento. Estas bactérias demonstraram sensibilidade ao efeito téxico do
petréleo, sendo excluidas da comunidade. Corroborando os resultados desta
pesquisa, Yu et al. (2011) destacam a toxicidade do petroleo a microbiota indigena.
Em seu trabalho, estes autores observaram que bactérias do género Marinobacter
foram inibidas em um microcosmo contendo petrdleo, nutrientes e biossurfactantes,
enquanto no microcosmo controle, este género foi dominante. Isto demonstra a
importancia dos estudos de diversidade na &rea de biorremediacdo, pois somente
através deles torna-se possivel identificar as espécies sensiveis e as espécies

resistentes a toxicidade do petréleo.

Espécies resistentes ao petréleo possuem essencial importancia no processo
de biorremediacdo, pois podem ser utilizadas na formacdo de consoércios com alta
capacidade degradativa. Neste trabalho foram encontrados alguns filotipos com esta

caracteristica em todas as amostras de sedimento estudadas (Tabela 9). Como
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exemplo, é possivel citar o filotipo com 78 pares de bases, que foi observado
inicialmente no sedimento e permaneceu nos eletroferogramas durante todo o
periodo de incubacdo com o petroleo, indicando que esta bactéria possui grande
versatilidade metabdlica, degradando varios componentes do petroleo. Além disso,
merece especial destaque devido a sua ubiquidade, uma vez que foi observada
tanto nas amostras BG1 e BG2, quanto em G1 e G2. Esta peculiaridade possibilita a
sua utilizacdo em processos de biorremediacdo de varios manguezais, por se tratar
de uma espécie nativa destes ambientes. Alonso-Gutiérrez et al. (2009) também
relatam a ubiquidade de bactérias com capacidade degradativa. Em seu trabalho, as
mesmas linhagens foram encontradas em pontos de amostragem a 400 Km de
distancia. O filotipo com 84 pares de base também se destacou, pois esteve
presente nos eletroferogramas durante todo o periodo experimental, nas amostras
BG1, BG2 e G1. Além destes, os filotipos com 80 e 87 pb também resistiram ao
poluente nas duas amostras de sedimento coletadas na Baia de Guanabara. Outras
espécies, que estiveram presentes em apenas um dos locais de coleta, também
demonstraram a caracteristica de versatilidade metabdlica, como o filotipo de 82 pb
pertencente a BG1, o de 74 pb da amostra BG2 e o de 72 pb, que foi observado em
G1. Bactérias capazes de degradar uma grande variedade de componentes do
petrdleo sdo de grande interesse em pesquisas de biorremediacgdo (Tiburtius, 2004).

Alguns filotipos ndo se encontram na comunidade inicial do sedimento, por
exemplo, os filotipos com 223 pb da amostra BG2, o de 80 pb de G1 e o de 82 pb
pertencente a G2. Eles s6 sdo detectados a partir do 7° dia de incubacdo, e
permanecem presentes até o fim do experimento. Semelhantemente, os picos com
66 pb da amostra BG1 e com 67 pb de G2 somente sédo observados nos
eletroferogramas a partir do 14° dia, permanecendo até o ultimo dia de incubacéo.
Estes resultados corroboram o trabalho de dos Santos et al. (2011), que observaram
bactérias com comprovada capacidade degradativa apenas depois da introdugéo do
petréleo no sedimento de manguezal. Estas espécies possuem grande importancia
em pesquisas que envolvem o metabolismo bacteriano de compostos do petroleo,
pois, ndo apenas demonstram a capacidade de degrada-lo, como séo estimuladas
pela presenca do poluente no meio, uma vez que ndo foram detectadas no
eletroferograma inicialmente, e surgiram depois de 7 ou 14 dias de experimento
(Tabela 9).
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Um fato a ser destacado € que se observou a existéncia de filotipos de
bactérias especificos para cada etapa do processo degradativo. Alguns exemplos
estdo discriminados na Tabela 9. Assim, foram detectadas algumas bactérias com a
capacidade de metabolizar apenas 0os compostos presentes no inicio da degradacéo
do petrdleo. O filotipo com 67 pb da amostra BG1, esteve presente desde o inicio do
experimento e apareceu nos eletroferogramas até o 60° dia de incubacdo. Na
amostra G1, os filotipos com 50 e 372 pb estiveram presentes nos dias 0 e 7, e
desapareceram a partir do dia 14. Esta caracteristica também foi observada para os
filotipos com 68, 92, 94 e 98 pb da amostra G2, enquanto os filotipos com 76 pb de
BG2 e 196 pb de G2 prevaleceram do dia O até o dia 28. Isto indica que estas
bactérias resistiram ao estresse inicial causado pelo poluente, e possuem um papel
chave na degradacdo dos compostos mais leves do petroleo, entretanto, seu
desaparecimento dos perfis do T-RFLP sugere que estes filotipos ndo sdo capazes
de utilizar os compostos mais pesados, que sdo gerados nas fases mais tardias da
degradacdo. Estes dados sdo corroborados pelo trabalho de Cury (2002), no qual €
descrita a existéncia de microrganismos com habilidade para metabolizar compostos
especificos, alguns degradam compostos aromaticos, outros utilizam alcanos, e

alguns séo capazes de metabolizar ambos.

Alguns filotipos bacterianos foram observados apenas a partir do 60° dia de
incubacdo ou ainda mais tarde, apds 90, 120 ou exclusivamente aos 150 dias
(Tabela 9). A amostra BG1 apresentou dois filotipos que estiveram presentes
apenas entre os dias 60 e 150, com 189 e 201 pb; em BG2, a espécie com 203 pb
demonstrou este padrdo; e em G2, a espécie com 198 pb. Alguns picos aparecem
somente a partir do 90° dia, em BG1, observa-se os filotipos com 68, 145, 202, 254,
289, 320 e 302 pb, em G1 o filotipo com 129 pb e em G2 com 73 pb. Outros surgem
apenas depois de 120 dias em contato com o petrdleo, como os picos de 58, 100,
123, 164, 203, 214, 215 e 253 de BG1. Além destes, observa-se os filotipos com
220, 228 e 237 pb na amostra BG2, e os picos com 120, 150, 213, 218, 291 e 301
pb em G2. Roéling et al. (2004) relatam a presenca de um filotipo dominante que
surgiu apenas depois de 80 dias de incubagdo com petroleo em sistema de
microcosmos, permanecendo até o final do experimento (315 dias). Segundo Wang
& Bartha (1990), produtos parcialmente oxidados podem apresentar alta toxicidade e
pode levar a morte de bactérias durante o inicio da incubacdo. Estas observacfes
podem ser indicios de que as espécies prevalentes no final do experimento sao

capazes de metabolizar apenas os compostos com maior peso molecular, que séao
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degradados no final do processo de metabolizagdo do petréleo (Alonso-Gutiérrez et
al., 2009). Sabendo que estes poluentes sdo recalcitrantes devido a sua baixa
biodisponibilidade e que a maioria das bactérias ndo é capaz de metaboliza-los,
espécies que apresentam esta caracteristica possuem especial importancia na

formacao de consoércios para fins de biorremediacdo (Pucci et al., 2011; Cury, 2002).

Diversos filotipos bacterianos foram detectados em apenas um dos dias de
incubacédo, alguns foram observados apenas no dia 7, outros no dia 14, outros
apareceram exclusivamente no dia 21, ou 28, assim sucessivamente até o final do
experimento (Tabela 9). Nota-se o surgimento de alguns filotipos em um dia e a sua
auséncia nos outros dias de incubacao, sugerindo que a presen¢a de compostos
especificos, originados no processo de degradacdo do petrdleo, seja capaz de
estimular o crescimento de bactérias diferentes ao longo do periodo experimental.
Com a degradacdo do poluente, outro composto pode se originar, inibindo o
crescimento de algumas espécies e favorecendo o crescimento de outras. De
acordo com Maciel (2004) e Crapez (2002), a degradacdo do petrdleo € um
processo complexo, que envolve a formacdo de consorcios de bactérias de
diferentes espécies e géneros, especializadas em metabolizar um ou mais
compostos nas diferentes fases de degradacdo do poluente. Desta forma, a partir do
metabolismo de um produto por um consorcio bacteriano, compostos diferentes sao
originados, os quais, normalmente, sdo utilizados por bactérias distintas daquelas

gue degradaram o composto anterior.

A Figura 17 demonstra a ACP realizada para a amostra BG1, que explicou
aproximadamente 75% da variacdo dos dados, sendo que o Fator 1 foi responsavel
por 54% e o Fator 2 explicou cerca de 20% desta. Esta analise dividiu as amostras
em dois grupos, o primeiro € constituido pelos dias 0 a 60, enquanto o segundo &
composto pelos dias 90 a 150. O dia 0 apresentou forte correlagdo positiva com o0s
dias 21, 28 e 60 (os valores do rs foram 0,647; 0,734 e 0,716, respectivamente).
Com os dias 7 e 14 a correlagcdo com o dia 0 foi considerada baixa, com o rs menor
que 0,50 (0,463 e 0,459 respectivamente). A correlacdo entre os dias 0 e 90
apresentou um indice com valor intermediario, equivalente a 0,522. Quando 0s
dados dia 0 sdo comparados com os dias 120 e 150 € possivel notar uma correlagao
muito baixa (rs=0,269 e 0,138), enquanto a correlacdo entre eles possui um indice
igual a 0,771.
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Na analise de agrupamento (Figura 18), observa-se a formacdo de dois
clusters, com 28% de similaridade e o indice de correlacdo cofenética entre a matriz
de dados e o dendrograma foi igual a 0,841. O primeiro cluster foi constituido pelos
dias 0 a 60. Observou-se uma similaridade de 40% entre os dias 7 e 14. Ainda
dentro deste cluster, houve um agrupamento dos dias 0, 21, 28 e 60 que apresentou
uma similaridade de 38% com os dias 7 e 14. Estes resultados demonstraram que,
nesta amostra, houve uma modificagdo substancial na diversidade e na abundancia
de filotipos quando o petrdleo foi introduzido, explicando os baixos valores de
similaridade entre os clusters e o0 baixo indice de correlacdo observado na ACP
entre o dia O e os dias 7 e 14. Este resultado foi compativel com os resultados
descritos no trabalho de Roéling et al. (2002), que detectaram a diferenciacdo dos
membros da comunidade bacteriana do sedimento apés seis dias de contato com o
petréleo havendo selecdo de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos leves e
exclusdo de alguns filotipos sensiveis ao poluente. O dia 0 apresentou 50% de
similaridade com os dias 21, 28 e 60. Provavelmente houve uma estabilizacao da
comunidade bacteriana na presenca do contaminante, e alguns filotipos, que
estavam presentes inicialmente no sedimento, reapareceram entre os dias 21 e 60
(Figura 15a). Observou-se uma alta similaridade entre os dias 28 e 60 (75%),
indicando que a composicao de filotipos entre eles foi bastante semelhante. A partir
de 90 dias, quando, provavelmente comecou a predominancia de compostos de alto
peso molecular, que séo altamente hidrofobicos e possuem baixa biodisponibilidade
aos microrganismos (Brito et al., 2009; Zhou et al., 2009; Brito et al., 2006;
Hamamura, 2006; Yu et al., 2005b), a comunidade tornou a se modificar, formando
um novo cluster, composto pelos dias 90, 120 e 150. A similaridade do dia 90 com
os dias 120 e 150 foi igual a 48%, enquanto os dois ultimos se agruparam com 60%
de similaridade. O dia 0 ficou em um agrupamento diferente deste, e a similaridade
entre eles foi equivalente a apenas 28%, indicando uma grande diferenga entre os
filotipos que estavam presentes na comunidade original e aqueles que foram
observados apdés 120 e 150 dias de incubacdo. Nas contagens bacterianas 0s
valores de HT e DP no final do experimento se assemelham aqueles obtidos
inicialmente (Figuras 9 e 11), entretanto, os resultados das analises moleculares
apresentados na Tabela 9, na ACP e na analise de cluster, demonstram diferenca

qualitativa na composicédo da comunidade.
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Figura 17: Analise de componentes principais dos dados de abundancia e diversidade da amostra
BG1.
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Figura 18: Analise de agrupamento usando o método UPGMA para os dados de diversidade da
amostra BG1.
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A ACP realizada para a amostra BG2 foi capaz de explicar apenas 58% da
variacdo nos dados. O Fator 1 foi o responsavel por 46%, enquanto o Fator 2
explicou aproximadamente 12% da variacdo (Figura 19). O dia 0 apresentou um
indice de correlacdo muito baixo com os dias 7 (rs=0,246), 14 (rs=0,142) entretanto,
os dias 21 e 28 demonstraram indices acima de 0,50 (0,548 e 0,619
respectivamente). Os indices de correlacdo voltaram a cair a partir do dia 60
(rs=0,183) e permaneceram menores que 0,50 até o final do experimento. Para o dia
90, observou-se um rg igual a 0,370, o dia 120 apresentou 0,463 e o dia 150, igual a
0,268 com o dia 0. A correlacao entre os dias 120 e 150 apresentou um indice igual
a 0,656.

Na andlise de agrupamento, o indice de correlacdo cofenética foi igual a
0,714. No dendrograma (Figura 20), observou-se a formacgao de dois clusters com
30% de similaridade, em que o primeiro agrupamento, formado pelos dias 7 e 14
(45% de similaridade), se une com o0 segundo cluster. Os baixos valores para 0s
indices de correlacdo obtidos na ACP do dia 0 com os dias 7 e 14 e a baixa
similaridade entre os clusters foram procedentes com os valores observados para o
indice de diversidade de Shannon, que apresentou um aumento neste periodo,
indicando que, nesta amostra, o0 petroleo atuou estimulando as bactérias
degradadoras do sedimento, modificando a composi¢cdo dos filotipos da amostra.
Este aumento na diversidade foi observado apenas nesta amostra, e, possivelmente
foi ocasionado por suas caracteristicas granulométricas, uma vez que este local foi 0
anico com predominancia de areia. Conforme descrito por dos Santos et al. (2011), a
presenca do petroleo no sedimento pode estimular o crescimento de bactérias com
capacidade degradativa, devido ao surgimento de novos nichos, aumentando a
diversidade. O dia 0 se agrupou com os dias 21, 28 e 90, com 37% de similaridade.
O dia 90 se agrupou com os dias 21 e 28, com 46% de similaridade, enquanto os
dias 21 e 28 apresentaram uma similaridade igual a 56. A diminui¢do da diversidade
nos dias 21 e 28, acompanhada pelo aumento da correlacdo com o dia 0 na ACP
sao indicios de que, neste periodo, os filotipos que compunham a comunidade
bacteriana foram mais semelhantes aos da composicdo original do sedimento. E
possivel notar que este cluster apresentou 35% de similaridade com o agrupamento
formado pelos dias 60, 120 e 150 e que estes possuiram 38% de similaridade.
Observou-se ainda, que os dias 120 e 150 apresentaram 55% de similaridade.
Segundo Yu et al. (2011), apds 70 dias de incubacdo com petréleo, as populacdes

de bactérias degradadoras de compostos recalcitrantes, como 0s géneros
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Sphingomonas e Ochrobactrum tendem a aumentar. Dos Santos et al. (2011),
Hamamura (2006) e Roling et al. (2002) corroboram esta afirmacéo, relatando
mudanc¢a temporal na comunidade bacteriana com uma diferenciacéo dos filotipos
gque a compdem antes e apOs a incubacdo com petroleo, explicando os baixos
valores de similaridade obtidos entre estes dois clusters. Associando estes
resultados a Tabela 9, foi possivel constatar que, também nesta amostra, os filotipos
presentes ao final do experimento se diferenciam bastante da composicéo inicial do

sedimento, apesar da obtencao de contagens semelhantes.
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Figura 19: Andlise de componentes principais dos dados de abundancia e diversidade da amostra
BG2.
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Figura 20: Andlise de agrupamento usando o método UPGMA para os dados de diversidade da

amostra BG2.

Para a amostra G1, a ACP foi capaz de explicar 70% da variacdo dos dados.
O Fator 1 explicou 61%, enquanto o Fator 2 foi o responsavel pela explicacdo de 9%
da variacao (Figura 21). A analise de TRFLP do dia 0 demonstrou baixa correlacéo
com a do dia 7 (rs=0,298). A partir do 142 dia, a correlagdo aumentou e permaneceu
acima de 0,50 até o nonagésimo dia de experimento. Para o dia 14 o indice de
correlacao correspondeu a 0,591, no dia 21 foi igual a 0,604, no dia 28, 0,548, no dia
60 o indice foi 0,608 e no dia 90 foi igual a 0,686. No dia 120 a correlagéo voltou a
diminuir, e apresentou um indice de 0,455, enquanto o dia 150 apresentou 0,369.

Observa-se ainda, uma baixa correlagéo entre os dias 120 e 150 (rs=0,346).

A andlise de agrupamentos demonstrou um indice de correlacdo
cofenética entre a matriz de dados e o dendrograma equivalente a 0,937 (Figura 22).
Ao nivel de 20% de similaridade foi possivel observar a formacao de dois clusters, o

primeiro foi constituido apenas pelo dia 0, enquanto o segundo englobou os dias 7 a
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150. O dia 14 encontrou-se no segundo cluster e apresentou 28% de similaridade
com os demais dias. O dia 7 apresentou 32% de similaridade com os outros dias.
Estes valores demonstraram que a comunidade bacteriana sofreu uma grande
modificacdo com a entrada do petroleo a partir do dia 7. Houve uma reducdo da
diversidade nos dias 7 e 14, corroborados pela queda no indice de diversidade de
Shannon e aumento na dominancia (Figuras 15b e 16b), acompanhada pelo
aumento nas contagens bacterianas (Figuras 9 e 11). Os baixos valores dos indices
de similaridade e correlacdo do dia O com os dias 7 e 14, provavelmente, podem ser
atribuidos a pressao seletiva do petroleo sobre as bactérias, uma vez que a poluicéo
por petréleo pode matar uma grande propor¢cdo da comunidade bacteriana (dos
Santos et al., 2011; Zhou et al., 2009; Ke et al., 2005; Rdling et al., 2002). Outro fator
a ser considerado é que este manguezal ndo possui historico de contaminacéo por
petroderivados, assim, as bactérias do sedimento possivelmente sdo mais sensiveis
ao poluente, sofrendo grande variagdo com sua entrada, justificando a grande
variacdo observada no inicio do experimento. Dentro do segundo cluster, observa-se
ainda, que os dias 21 e 28 se agruparam com uma similaridade de 66%, e estes, se
uniram ao dia 60, com 55% de similaridade. Estes se agruparam com os dias 90 e
120 ao nivel de 52%, enquanto os ultimos possuiram 58% de similaridade entre si.
Finalmente, os dias 21 até o 120 se agruparam com o dia 150 ao nivel de 42%. A
maior similaridade observada entre os dias 21, 28, 60, 90, 120 e 150 indica que os
filotipos encontrados neste periodo foram bastante distintos daqueles observados
nos dias 0, 7 e 14. Assim, o baixo valor do indice de correlacdo observado na ACP
entre os dias 0 e 150 foi coincidente com uma queda no indice de diversidade de
Shannon, aumento da dominancia e reducdo na contagem bacteriana.
Provavelmente, neste periodo a presenca de compostos mais pesados do petrdleo
foram os responsaveis pela diminuicdo na diversidade, visto que poucas espécies de
bactérias sdo capazes de degrada-los (Brito et al., 2009; Brito et al., 2006; Yu et al.,
2005b; Kanaly et al., 2000; Harayama, 1997).
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Figura 21: Andlise de componentes principais dos dados de abundancia e diversidade da amostra
G1.
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Figura 22: Andlise de agrupamento usando o método UPGMA para os dados de diversidade da
amostra G1.
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Para a amostra G2, a ACP explicou apenas 55,5% da variacado dos dados. O
Fator 1 foi responsavel por, aproximadamente, 42,5%, enquanto o Fator 2 explicou
cerca de 13% da variacdo (Figura 23). A maioria das amostras apresentou uma
baixa correlacdo com o dia 0. O dia 7 apresentou o maior indice, que correspondeu
a 0,537. Entre os dias 14 e 60, a correlacdo com o dia O permaneceu baixa. Para o
dia 14, o indice foi correspondente a 0,349, no dia 21 foi 0,171, no dia 28 foi igual a
0,239, e no dia 60, foi 0,293. Aos 90 dias se observou um aumento na correlagéo
com o dia 0 (rs=0,472), seguido por uma nova queda aos 120 (rs=0,195) e 150 dias
(rs=0,254). Além disso, entre os dias 120 e 150 houve uma baixa correlacdo (rs=
0,313).

A analise de agrupamento apresentou um indice de correlagdo cofenética de
0,858 e as amostras se dividiram em dois clusters com 20% de similaridade (Figura
24). O primeiro cluster foi formado pelos dia 28, que apareceu isolado de todos os
outros dias. Dentro do segundo cluster, observa-se um sub-grupo formado pelos
dias 0, 7 e 150. Os dois primeiros se agruparam com 42% de similaridade. O dia 150
se juntou a eles, com uma similaridade igual a 28%. Este cluster se une aos dias 14
a 120 com 25% de similaridade. A seguir, observou-se o grupo formado pelos dias
14 e 21, que apresentaram uma similaridade de 35%. Outro agrupamento foi
formado pelos dias 60, 90 €120, em que o dia 90 se uniu aos dias 60 e 120 com
34% de similaridade, e os dois ultimos se agruparam ao nivel de 54%. A alta
correlacdo observada na ACP entre os dias 0 e 7 e seu agrupamento na analise de
cluster foram acompanhados por uma queda no indice de diversidade de Shannon,
pelo aumento da dominancia e das contagens de bactérias, indicando que apesar da
toxicidade do petroleo para as espécies bacterianas nativas e do desaparecimento
de alguns picos, os filotipos presentes no dia 7 foram os mais semelhantes aos do
dia 0. Segundo Yu et al. (2011) e Roéling et al. (2004) é possivel que a presenca do
petrdleo cause a inibicdo de alguns filotipos e a estimulacdo de outros, conforme
pode ser observado na Tabela 9. O padrédo observado na analise de agrupamento e
na ACP demonstraram que houve uma mudanca constante no processo de
sucessédo bacteriana durante o tempo de incubacgéo, e que os filotipos presentes a
partir do 14° dia de incubacdo até o final do experimento foram muito diferentes
daqueles observados inicialmente no sedimento. A presenca do dia 150 no mesmo
cluster que os dia 0 e 7 demonstra que, no final do experimento, os filotipos que
compunham a comunidade se assemelharam aos iniciais, entretanto, a baixa

similaridade (28%), sugere que houve a excluséo de filotipos sensiveis e estimulo de
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outros, que ndo estavam presentes inicialmente. Corroborando estes resultados,
Alonso-Gutiérrez et al. (2009) relatam que o petroleo provoca uma reducdo inicial na
diversidade bacteriana, que é recuperada depois de algum tempo, no entanto, apos
a contaminacao, as espécies presentes na comunidade sdo muito distintas daquelas

encontradas antes da entrada do poluente.
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Figura 23: Andlise de componentes principais dos dados de abundancia e diversidade da amostra
G2.
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Figura 24: Andlise de agrupamento usando o método UPGMA para os dados de diversidade da
amostra G2.

As amostras ndo apresentaram um padrao quanto a composicéo de filotipos e
mudanca da diversidade, entretanto, aparentemente a analise de cluster demonstrou
qgue todas as amostras apresentaram um padrao de sucessao dos filotipos que se
dividiu em fases, que provavelmente, se relacionam ao estado de degradacéo do
petrdleo. A primeira fase consistiu no momento inicial do experimento, em que a
amostra foi analisada sem a adicdo do petréleo, representando as espécies que
compunham a comunidade bacteriana original do ambiente (dia 0). A sequir,
observou-se uma fase caracterizada pela entrada do petréleo em que houve intensa
modificacdo da comunidade. Para BG1, BG2 e G1 esta fase durou do dia 7 até o dia
14, enquanto para G2, durou um pouco mais, permanecendo do dia 7 até o dia 28.
Um terceiro momento € caracterizado pela estabilizacdo da comunidade, e também
apresentou variacdo entre as amostras. Para BG1, a fase durou do dia 21 até o dia
60; para BG2, foi um pouco mais longa, se iniciou no dia 21 e permaneceu até o dia
90; na amostra G1, este estagio se prolongou ainda mais, permanecendo até o dia

120; enquanto para G2, a estabilizacdo se iniciou mais tardiamente, aos 60 dias e
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permaneceu até o dia 120. Posteriormente é possivel notar uma fase de nova
diferenciacdo da comunidade bacteriana, que foi registrada a partir dos 90 dias de
incubacéo e permaneceu até o final do experimento para BG1 e a partir do dia 120
até o dia 150 para BG2; nas amostras G1 e G2, esta fase foi detectada aos 150 dias

de incubacéo.
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7. CONCLUSOES

Apesar do histérico de poluicdo da Baia de Guanabara por poluentes do
petréleo, nenhuma das éareas de estudo deste manguezal e do manguezal de
Gargau pode ser considerada poluida por petroderivados, a partir dos niveis de
HPAs observados nos sedimentos. Entretanto, a analise de HPAs normalizada pelo
conteudo de Cygy das amostras demonstrou que os pontos estudados na Baia de
Guanabara possuem maior concentracdo de hidrocarbonetos do que os pontos do

manguezal de Gargau.

Os calculos dos indices de diversidade de Shannon demonstraram que,
conforme esperado, as amostras da Baia de Guanabara possuem caracteristicas
fisico-quimicas menos favoraveis ao crescimento de bactérias, apresentando assim,

menor diversidade bacteriana do que os sedimentos do manguezal de Gargad.

Logo apos a incubacdo com o petroleo houve reducédo da diversidade em trés
areas, e aumento apenas na amostra com granulometria arenosa (BG2), indicando

que a granulometria foi o fator determinante para este comportamento.

Houve o aumento da contagem de bactérias degradadoras de petrdleo e
produtoras de biossurfactante apds a incubacdo com o poluente, demonstrando a

pressao seletiva do poluente sobre a comunidade bacteriana.

A incubacdo com o petroleo alterou a estrutura da comunidade bacteriana
presente em todas as amostras de sedimento estudadas, favorecendo o crescimento
de filotipos com capacidade degradativa e excluindo os filotipos sensiveis a
toxicidade do contaminante, assim, a composi¢ao bacteriana no final da incubagéo
foi distinta daquela encontrada originalmente no sedimento (indice de similaridade

menor ou igual a 34%).
O uso do T-RFLP permitiu observar a permanéncia e o surgimento de filotipos

resistentes a compostos especificos do petréleo, bem como a excluséo de filotipos

sensiveis a alguns de seus componentes, indicando que existe um processo de
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sucessao ao longo do tempo de incubacéo, e que tal mudanca esta relacionada com

os tipos de HPAs presentes nos diferentes estagios de degradacao do 6leo
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