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RESUMO

Os manguezais sdo ecossistemas que ao longo dos anos vém sofrendo com
grandes impactos de influéncia antropogénica. Este ambiente possui uma grande
facilidade em acumular poluentes como hidrocarbonetos do petrdleo, devido a algumas
caracteristicas como condi¢des anaerobicas do sedimento e alta producdo de matéria
organica. A biorremediacdo € um importante processo que tem como objetivo reduzir os
impactos causados por esses poluentes através de microrganismos que tem a
capacidade de degradar esses contaminantes, levando a formacdo de CO,, H,O e
biomassa. Os objetivos desse trabalho concentram-se em isolar bactérias que utilizem
petréleo como UuUnica fonte de carbono e verificar se ha bactérias produtoras de
biossurfactantes no sedimento do manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul. De
acordo com a analise dos hidrocarbonetos do sedimento, concluiu-se que neste estuario
h&4 uma dominancia de hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos (HAPs) oriundos da
combustdo ou de biomassa e, portanto, ndo houve indicativos de hidrocarbonetos de
procedéncia petrogénica. A partir dos experimentos realizados, observou-se a contagem
em placas de heterotréficos totais variando de 10° a 10** UFC.g'1 de sedimento para a
amostra antes da incubacdo com petréleo (HT A), e, apdés a incubacédo (HT D), a
contagem passou para 10° a 10*° UFC.g-1 de sedimento. Assim, foi possivel constatar
uma diminuicdo na contagem de heterotroficos apds a exposicdo do sedimento ao
poluente. Em outro experimento para contagem de microrganismos em placas com meio
para degradadores de petréleo, obteve-se uma contagem que variou entre 10’ a 10°
UFC.g™" de sedimento para a amostra antes da incubacdo com petréleo (PA) e, ap6s a
incubacdo (PD), a contagem passou para 10’ a 10'° UFC.g™ de sedimento. Os isolados
foram submetidos ao teste de colapso da gota para averiguar a capacidade de produzir
biossurfactante. Das 94 colbnias bacterianas isoladas 78 apresentaram capacidade de
produzir biossurfactantes, perfazendo aproximadamente 83% das bactérias isoladas.
Concluiu-se que o sedimento do manguezal estudado possui microrganismos com
potencial para biodegradacdo. Dessa forma, o estudo destes constitui uma importante
ferramenta para buscar solu¢gdes que minimizem o impacto causado por derramamentos
acidentais de petréleo no ambiente.

Palavras-chave: Manguezal, biodegradacdao, petréleo, biossurfactantes.
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ABSTRACT

Mangrove forests are ecosystems that over the years have suffered with major
impacts of anthropogenic influences. This environment has a great facility to accumulate
pollutants such as petroleum hydrocarbons, because of some characteristics such as
anaerobic conditions and high production of organic matter. Bioremediation is an important
process that aims to reduce the impacts of these pollutants by microorganisms that has
the ability to degrade these contaminants leading to formation of CO,, H,O and biomass.
The objectives of this work concentrated on isolating bacteria that use oil as sole carbon
source and check for biosurfactant-producing bacteria in the sediment of the estuary of the
Paraiba do Sul. The sediment was analyzed for hydrocarbons and it was found a
dominance of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) resulting from combustion or
biomass. There were no indications of hydrocarbons from petrogenic origin. The plate
count of total heterotrophic ranged from 10” to 10** CFU g sediment in the sample before
incubation with oil (HT A) and after the oil exposure (HT D), the count rose to 10® to 10°
CFU g™ sediment. Thus, there has been a decrease in heterotrophic counts after exposure
to the poluent. The plate count of bacteria that could degrade petroleum resulted in a
score ranging from 10’ to 10° CFU g* sediment in the sample before incubation with oil
(PA) After incubation (PD), the count rose to 10’ to 10'° CFU g’ sediment. Isolates of
petroleum degraders were tested by the technique of the drop collapse to determine their
ability to produce biosurfactant. Of the 94 bacterial colonies isolated, 78 showed the ability
to produce biosurfactants, making up approximately 83% of isolates. It was concluded that
the sediment of the studied mangrove has microorganisms with biodegradation
potential. Therefore, the study of these microrganisms could be an important tool to find
solutions that minimize the impact caused by accidental spills of oil into the environment.

Key words: Mangrove, biodegradation, petroleum, biosurfactant.
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1. INTRODUCAO

1.1. Manguezal

O manguezal é um ecossistema de transicdo entre os ambientes terrestre e
marinho, onde ocorre o encontro das aguas dos rios com a agua do mar, como por
exemplo, nas margens de baias, enseadas, barras, desembocaduras de rios, lagunas e
reentrancias costeiras. E um ambiente caracteristico de regies tropicais e subtropicais
(CURY, 2002). Essas regibes sdo areas criticas, onde a biodiversidade e os recursos
biolégicos estdo ameacados de extingdo (ZHANG et al., 2004).

Ecossistemas de mangue possuem grande importancia relacionada aos servicos
ambientais que oferece como a manutencdo da qualidade da agua, fixacdo do sedimento,
fornecimento de producdo primaria para os ambientes adjacentes e manutencdo da
biodiversidade. Além desses importantes servicos ambientais, 0s manguezais exercem
funcdo de bercario e area de abrigo para crescimento de varias espécies de peixes e de
espécies de grande importancia econdmica (BENFIELD et al., 2005; SCHAEFFER-
NOVELLI et al., 2000; HEGAZY, 1998). Através da decomposicao e da serapilheira sobre
0 sedimento, os manguezais contribuem para a formacéo da cadeia tréfica, fazendo com
gue 0s ecossistemas costeiros permanecam em um estado ativo, devido a grande
atividade bioldgica e & reserva de nutrientes e energia em longo prazo (LIZARRAGA et
al., 2004; HEGAZY, 1998).

Os manguezais sdo ambientes com elevado teor de nutrientes, onde, sob 0s solos,
h& uma grande quantidade de material vegetal parcialmente decomposto. No sedimento,
a quantidade de nutrientes geralmente muda ao longo da zona intertidal. Essa variacao se
deve principalmente a constante inundagcédo pelas marés (LACERDA et al. 1985) e ao
nivel de condensacao do sedimento, que € influenciado através do potencial redox e pode
ser afetado pela mudanca na forma e na disponibilidade de elementos quimicos como Cu,
Fe e Zn (BALL, 1988). Os microrganismos, principalmente bactérias e fungos,
decompdem as folhas e seus produtos como, a lignina e o tanino das arvores de mangue,
formando uma cadeia trofica baseada no uso dos residuos resultantes desta
decomposicdo (GUIMARAES & SILVA, 1997). Assim, o produto resultante de uma
associacao entre as plantas decompostas e 0os microrganismos € ingerido pela fauna
béntica detritivora, que serve como alimento para organismos de maior porte, formando
assim uma rede alimentar nesses ecossistemas (HERNANDEZ-ANTARA & SOLIS-
WEISS,1987).
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Processos importantes, como a ciclagem de nutrientes, estdo diretamente
relacionados com a atividade e diversidade das comunidades microbianas do solo, pois
0S microrganismos, principalmente as bactérias, sdo responsaveis pela maior parte do
fluxo de nutrientes no sedimento dos manguezais, processando a maioria desses e
atuando como sumidouro de carbono (HOLGUIN et al.,, 2001). Poluentes de natureza
antrépica podem causar desequilibrios ecolégicos e mudar a composicdo dessas
comunidades, que podem ocasionar a extingdo de espécies-chave para a dindmica e a
manutencdo desse ecossistema, resultando na reducédo da ciclagem de nutrientes e do
crescimento das plantas (CURY, 2002).

Segundo Lacerda & Diop (1993), 15 milhdes de hectares sé&o cobertos pelo
ecossistema de manguezal no mundo. Atualmente, restam menos de 50% do territorio
original, e destes, mais da metade encontra-se degradada, principalmente ocasionado

pelas atividades de origem antrépica (DINESH et al., 2004).

1.2. Poluicéo por petréleo em manguezais

O manguezal ao longo dos anos vem sofrendo com impactos causados pela
influéncia antropogénica, como trafego de navios, derrames de petréleo, esgoto urbano e
descarga ilegal de produtos industriais (TAM et al., 2002). Entre os impactos sofridos
pelas areas de manguezal, podem-se enfatizar os derramamentos de petréleo, que nos
ultimos anos vem ocorrendo com frequéncia, devido ao crescimento da populacéo urbana
e das atividades derivadas dos portos e industrias, como por exemplo, o transporte de
petrleo e seus derivados e 0s insumos quimicos contaminantes produzidos pelas
industrias, que ao longo dos anos séo aglomerados no meio ambiente, representando um
grande risco a saude da populacdo mundial (HOLGUIN et al., 2001; MACIEL, 2004).

7

O petroleo é um recurso ndo renovavel, formado através de processos
biogeoquimicos sofridos pela matéria organica depositada geologicamente, sendo que
sua exploracdo comercial ocorre ha mais de 140 anos. Desde o inicio dessa atividade, os
engenheiros do petréleo tém encarado dificuldades causadas por microrganismos
(ATLAS, 1981) - a existéncia de grandes e diversas popula¢cdes de microrganismos com
diferentes atividades metabdlicas em sistemas de petrdleo destroem os componentes dos
hidrocarbonetos derivados do petroleo, tornando estes mais densos (OLIVEIRA et al.,

2008; VAN HAMME et al., 2003).
14



O petrdleo é uma mistura bastante complexa de hidrocarbonetos aciclicos,
aliciclicos, aromaticos e, em propor¢cdes menores, de compostos ndo hidrocarbodnicos,
como os acidos nafténicos, fendis, tiois, porfirinas e compostos nitrogenados e sulfurados
(Figura 1) (ATLAS & BARTHA, 1992). Esse poluente sofre diversas transformacdes
fisicas e bioldgicas que séo reguladas pelas caracteristicas especificas do derramamento
e do ambiente atingido. Assim, os niveis da contaminacédo e da persisténcia do petréleo
no ambiente dependem da interagédo de diversos fatores como: local atingido, tipo e
guantidade do 6leo, organismos atingidos, tipo do solo (caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas do solo), condicBes hidrograficas e climaticas, frequéncia e tempo de duracéo
dos derrames, época do ano e os procedimentos utilizados para a descontaminacao
(PEREIRA, 2007).

Cicloalcano
Alcanos
H2
CH,4 HC—CH C
3 3
Metano Etano CH HC CH
2
b s, W
H 2C-— CH2 HEC—CH 2
Ciclo propano Ciclo pentano
Aromaticos
CH, CH, '
H3 @
Hleno Tolueno Benzeno Fenantreno
Antraceno Naftaleno Pireno

Figural: Classificacao estrutural de alguns componentes do petréleo (Fonte: Silva, 2004).
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Um grupo muito importante de poluente derivado do petrdleo sado os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs). HAPs sdo contaminantes onipresentes no
ambiente que podem causar grande preocupacdo devido a sua persisténcia, toxicidade, e
por serem altamente mutagénicos e carcinogénicos. A exposi¢cdo humana aos HAPs pode
ocorrer por via oral, dérmica ou por inalagdo. A geracdo destes contaminantes ocorre
espontaneamente e de forma ininterrupta, pela combustdo incompleta da matéria
organica, da biomassa vegetal, da madeira e de outros materiais organicos. Porém, a
contaminacdo ambiental esta associada a geracdo antropogénica destes compostos, que
ocorre através das industrias petroquimicas, que produzem HAPs para serem
aproveitados na fabricacdo de corantes, de fibras sintéticas, de preservantes de madeira,
dentre outros (JACQUES et al., 2007). Devido a baixa solubilidade e alta hidrofobicidade,
esses hidrocarbonetos sdo agregados pela matéria organica, se acumulando com uma
grande facilidade no sedimento (KE et al., 2005).

Devido a algumas caracteristicas dos manguezais, como a alta producdo de
matéria organica e condi¢cdes anaerobicas do sedimento, h4 uma maior facilidade desse
ambiente em acumular poluentes como os hidrocarbonetos do petroleo (CURY, 2002;
RAMSAY et al., 2000). O grau de contaminagdo dos sedimentos de manguezais por
petréleo e seus derivados varia de acordo com a proximidade com as atividades
humanas, fontes e tipos de poluicédo, e as propriedades dos sedimentos, em especial, o
teor de matéria organica e granulometria (GUO et al., 2005). Segundo, Ramsay et al.,
(2000) a taxa de biodegradabilidade de hidrocarbonetos em sedimentos de manguezais é
restringida principalmente, pela baixa concentragcdo de oxigénio, em virtude que o0s
principais microrganismos degradadores de petréleo sdo aerdbicos. Outro fator limitante €
a disponibilidade de nutrientes no ecossistema, principalmente nitrogénio e fosforo, que
embora estejam presentes em niveis elevados nos manguezais, estdo sob a forma
indisponivel para esses microrganismos, possibilitando que esse poluente persista por
mais de 20 anos neste ecossistema.

Em manguezais, os impactos causados por hidrocarbonetos do petroleo sdo muito
sérios, principalmente sobre os bosques de bordas e isolados que possuem uma
sensibilidade maior, devido a grande quantidade de raizes que podem reter com maior
facilidade o contaminante (BOTELHO, 2003). Esses danos ocorrem através da atuacéo
da maré, onde o 6leo derramado cobre as raizes das arvores impossibilitando que haja
uma troca gasosa entre as plantas, causando morte e consequentemente a erosédo da
regido onde ocorre uma caréncia de barreiras fisicas que impedem que o sedimento seja

carreado pela maré (KREPSKY, 2004).
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7

Um dos mais criticos danos causados pelo petroleo € a mudanca do fluxo e
transferéncia de energia por acimulo desse contaminante nos niveis mais altos da cadeia
trofica. Essa acumulagdo sugere o grande potencial de movimento através da cadeia
alimentar aquatica (BOTELHO, 2003).

Uma grande quantidade dos elementos do petroleo sédo biodegradados. Entretanto,
uma pequena proporgdo desses compostos apresenta baixa taxa de degradacao, sendo
recalcitrado no ambiente. Esses compostos recalcitrados, mesmo sendo em uma
guantidade menor, representam ao longo dos episodios de derrames um grande impacto
ao ecossistema, podendo ser bioacumulados através da cadeia tréfica nos organismos.
Assim, ap0s esses episodios, o0 destino desses compostos no ambiente, esta diretamente
ligado com a interacdo de diversos fatores, que resultam em maior ou menor
biodegradacao (CRAPEZ et al., 2002).

1.3. Biorremediacéao

Pode-se definir biorremediacdo como um processo que explora a diversidade e
versatilidade metabdlica dos microrganismos na transformacdo dos contaminantes
guimicos em produtos menos toxicos. O principal objetivo desse tratamento € reduzir os
danos causados pelos compostos recalcitrantes no ambiente, levando a condi¢des que
sejam favoraveis ao crescimento e a atividade bacteriana (CRAPEZ et al., 2002). Esse
processo oferece vantagens relevantes sobre outros métodos de tratamento, uma vez que
0s custos sao reduzidos e a poluicdo local € minima (CUNHA & LEITE, 2000). O beneficio
maximo deste processo é a mineralizacdo do poluente, levando, em Ultima instancia, a
formacao de CO,, H,O e biomassa. Porém, para ocorrer a degradacdo destes compostos
através de processos biologicos, € necessario a (1) existéncia de microrganismos com
capacidade para degradar o poluente; (2) disponibilidade e acessibilidade do composto ao
microrganismo degradador; e (3) condicbes ambientais adequadas (como temperatura e
nutrientes), para que ocorra o crescimento dos microrganismos degradantes (BEWLEY,
1996). Esse processo possui algumas limitacdes, como produtos quimicos que ndo sao
passiveis de biorremediacdo, destacando-se 0s metais pesados, os radionuclideos e

alguns compostos clorados. Os fatores que contribuem para que haja uma limitacdo da
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biorremediacdo sdo: fontes de energia, receptores de elétrons, nutrientes, pH,
temperatura e metabdlitos (BOOPATHY, 2000).

Os processos de biorremediacdo podem ser realizados in situ e ex situ. As técnicas
in situ compreendem (1) a biorremediacdo passiva, (2) a bioestimulacdo e (3) a
bioaumentacdo. Na biorremediacédo passiva, também conhecida como atenuacao natural,
a descontaminacdo ocorre através de processos naturais como biodegradacao,
volatilizac&o, diluicdo e sorcdo (MULLIGAN & YONG, 2004). Essa estratégia é vantajosa,
pois evita impactos ecoldgicos a ambientes, como manguezais, que sdo extremamente
sensiveis a agressdes causadas pelo poluente (DOWTY et al., 2001).

Na bioestimulacdo, nutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo) sao
adicionados ao solo, estimulando a atividade dos microrganismos. Através do ajuste das
condi¢cbes ambientais (pH, temperatura, umidade, aeracao, etc.), ha o favorecimento do
desenvolvimento da microbiota autéctone (JACQUES et al., 2007).

A bioaumentagdo consiste na inoculagdo de microrganismos com potencial
comprovado para degradar compostos de petroleo. Esse procedimento é recomendado
guando ocorre uma baixa taxa de degradacao do poluente devido ao niumero reduzido ou
inexistente de microrganismos no local contaminado. Entretanto, a aplicacdo desse
método na descontaminacdo de ambientes costeiros ndo se mostrou suficientemente
eficaz, visto que h&a constante atuacdo de processos intempéricos, correntes marinhas,
ventos, ondas e competicbes microbianas, que limitam a utilizacdo dessa técnica (ATLAS,
1981).

Uma alternativa promissora no auxilio dos processos de biorremediacédo é o uso
dos biossurfactantes, que consistem em produtos metabdlicos de bactérias, fungos e
leveduras, principalmente dos degradadores de hidrocarbonetos (NITSCHKE &
PASTORE, 2002). Esses possuem caracteristicas vantajosas importantes como de
detergéncia, biodegradabilidade, atividade em varias condi¢cdes, emulsificacao,
solubilizacdo e dispersdo de fases, aceitabilidade ecoldgica, diversas estruturas e a
capacidade de ser modificado pela biotecnologia da engenharia genética (MANIASSO,
2001; DESAI & BANAT, 1997). Uma vez que os hidrocarbonetos em geral possuem um
carater hidrofébico, quando entram em contato com a matéria organica do sedimento,
ocorre uma sorcao destes compostos, fazendo com que estes fiquem indisponiveis para o
microrganismo degradador. Assim, através das suas caracteristicas como detergéncia,
esses biossurfactantes causam a quebra de fases, disponibilizando o contaminante. Estes

biossurfactantes podem ser empregados na recuperacao avancada de petréleo (Microbial
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Enhanced Oil Recovery-MEOR) e em outras aplicacdes, como na dispersédo de derrames
de petréleo, transporte de petréleo bruto, remediacdo de solos e 4guas e a substituicdo de
solventes clorados utilizados na limpeza dos tubos e maquinas contaminados por
petroleo.

Vérias técnicas sao utilizadas visando a deteccdo de microrganismos com
potencial para produzir biossurfactantes. Entre elas, pode-se destacar o teste do colapso
da gota, que constitui uma técnica rapida, pratica e reproduzivel (YOUSSEF et al., 2004).
Essa técnica consiste em uma quebra de fases, em funcdo de que os biossurfactantes
sdo moléculas anfipaticas, possuindo tanto grupos hidrofilicos quanto hidrofébicos,
tendendo a distribuir-se nas interfaces de diferentes fases (como agua e 6leo) com
diferentes graus de polaridade. Assim, esses biossurfactantes através das suas
propriedades de detergéncia e emulsificacdo, reduzem a tensao superficial e interfacial
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

1.4. Degradagdo microbiana de hidrocarbonetos

Quando um ambiente marinho é exposto por algum tipo de contaminante, a
comunidade microbiana tende a ser dominada pelos organismos capazes de sobreviver e
utilizar esse poluente como fonte de energia e alimento (MACNAUGHTON et al., 1999).
Assim, o tamanho da populacdo de microrganismos degradadores aumenta rapidamente,
com uma maior dominancia daqueles que possuem plasmideos com genes para a
degradacéao de hidrocarbonetos (ATLAS, 1995). A dimensdo da populacdo microbiana
aumenta de 1%, em ambientes ndo contaminados, para mais de 10%, em ambientes
contaminados (ATLAS, 1981). Além da diversidade, a abundancia de microrganismos em
um determinado sitio pode ajudar a caracterizar o local em relacdo a toxicidade destes
hidrocarbonetos para a microbiota, a idade do derrame e a concentracdo do poluente
(SAADOUN et al., 2008).

A degradacdo microbiana é basicamente composta por um processo de oxidacéo,
onde ocorre a perda de elétrons, na presenca ou ndo de oxigénio, necessarias para a
oxidacdo quimica e biologica das substancias, onde esses microrganismos utilizam o

oxigénio dissolvido na agua para transformar os compostos organicos em inorganicos,
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como o CO; e H,O (BOTELHO, 2003). As moléculas de hidrocarbonetos passiveis de
degradacdo podem estar na forma de cadeias aromaticas, alifaticas, longas, curtas,
lineares ou ramificadas, que sdo transformadas para formagéo de compostos que seréao
aproveitados pelos microrganismos no metabolismo (SCHNEIDER, 2007). Dentre os
hidrocarbonetos citados acima, os de cadeia alifatica sdo considerados com grande
potencial para a degradacdo dos microrganismos, pois possuem estruturas quimicas
menos complexas que podem ser mais faceis de degradar (RAMSAY et al., 2000). Uma
excecao é observada com os compostos contendo até nove atomos de carbono (<Cy),
pois estes evaporam com maior facilidade e comportam-se como solventes, rompendo a
membrana celular dos microrganismos e reduzindo a biodegradagdo (SCHNEIDER,
2007).

Muitos microrganismos sdo capazes de degradar hidrocarbonetos do petréleo.
Entre os géneros mais conhecidos de bactérias, destacam-se Pseudomonas, Vibrio,
Serratia, Micrococus, Mycobacterium, Nocardia, entre outros e varios géneros de fungos
como, Cunnighamella, Fusarium, Candida, Penicillium, Pleorotus, Trametes, Aspergillus e
Chrysosporium. Alguns sdo degradadores de compostos alifaticos saturados, outros de
aromaticos, e alguns conseguem metabolizar ambos (CURY, 2002). Até o momento,
nenhum estudo identificou alguma espécie microbiana que fosse capaz de degradar
sozinha todos os componentes do petroleo. Dessa forma, € necessaria a existéncia de
consaorcios microbianos, onde cada grupo de microrganismos é capaz de mineralizar um
determinado composto para minimizar a complexidade dos processos metabdlicos
envolvidos na degradacédo (MACIEL, 2004; CRAPEZ et al., 2002).

Diferentes microrganismos utilizam distintos processos metabdlicos para obter
energia. Heterotréficos aerbbicos empregam a respiracdo para oxidar compostos
organicos como fonte de carbono e energia. Os heterotréficos sdo 0s mais importantes
para degradacdo de contaminantes organicos e podem obter energia da fermentacéo,
respiracdo aerdbica e anaerdbica (ALEXANDER, 1967). Os processos aerdbicos sdo
caracterizados pelas atividades que envolvem o oxigénio como reagente. As enzimas
dioxigenases e monooxigenases sdo duas das principais utilizadas pelos organismos
durante a transformacéo e mineralizacao dos poluentes (BOOPATHY, 2000).

Segundo Bugg & Winfield (1998), o crescimento de microrganismos provenientes
de sedimento de manguezal, em condi¢cfes laboratoriais como em placas com petréleo,
pode ser justificado pela grande quantidade de compostos aromaticos brutos que ocorrem
naturalmente nesse ecossistema, como a celulose, a lignina e o tanino que sé&o

parcialmente decompostos no sedimento. Assim, as mesmas vias enzimaticas
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necessarias para a degradacao destes compostos naturais, podem ser utilizadas para a
degradacdo dos hidrocarbonetos provenientes do petréleo. Além disso, pode haver
aumento na capacidade de biodegradacéo dos hidrocarbonetos em algumas populacoes
de microrganismos nativas, em ambientes poluidos com 6leo, processo chamado de
adaptacdo, onde existem trés mecanismos: (1) inducédo, (2) depressdo de enzimas e

alteracdes genéticas e (3) enriqguecimento seletivo (SPAIN et al., 1980).

Dessa forma, o objetivo deste estudo é isolar bactérias que utilizem petréleo como
Unica fonte de carbono e verificar se ha existéncia de bactérias produtoras de

biossurfactantes no sedimento de um manguezal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de Estudo

O presente trabalho foi conduzido no manguezal do estuéario do rio Paraiba do Sul,
gue possui duas saidas, uma sendo classificada como Estuéario Principal, na localidade de
Atafona, municipio de S&o Jodo da Barra e outra o Estuario Secundario, ao norte da
desembocadura, na regidao de Gargau, municipio de Sao Francisco do Itabapoana, local
do presente estudo (Figura 2). Este ecossistema esté localizado ao norte da costa do
Estado do Rio de Janeiro, e é considerado como um delta em forma de cuspide. Este
estuario apresenta uma planicie formada por uma sequéncia de faixas arenosas
alongadas que apresentam limites, largura e extensdes variaveis, intercaladas por
terrenos superficialmente argilosos, onde se desenvolvem &reas de manguezal (BERNINI
& REZENDE, 2004).

O manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul é o maior da regido Norte
Fluminense, com aproximadamente 800 hectares (ha), sendo constituido por uma floresta
de mangue com as seguintes espécies: Avicennia germinans, Rhizophora mangle e
Laguncularia racemosa (BERNINI & REZENDE, 2004).

Em um periodo de 26 anos foi realizado um estudo a fim de determinar a
degradacdo sofrida no manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul. Foi possivel
constatar que nos primeiros dez anos de estudo ndo houve mudanca na area original que
era de aproximadamente 912 ha, porém nos ultimos 16 anos (1986 — 2001), houve uma
perda de 20% da area, restando apenas 725 ha (BERNINI et al., no prelo). Essa
degradacéao se deve principalmente ao corte de arvores e invasao da pecuaria local, além
de outros fatores como urbanizacdo, obras de dragagem efetuada no canal principal e
abertura de novos canais (BERNINI & REZENDE, 2004). Até o momento ndo se tem

relatos sobre nenhuma contaminacdo com petréleo no local do estudo.
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Figura 2: Localizacdo da area de estudo no manguezal do estuério do rio Paraiba do Sul, Estado do Rio de
Janeiro (Fonte: Google Earth).

2.2. Coleta da Amostra

Foi realizada uma coleta de sedimento no manguezal de Gargau, S&o Francisco do
Itabapoana, Rio de Janeiro (21°28'25"S 41°07'12" O) no més de maio, no ano de 2008. A
amostra composta, de aproximadamente 1000g, foi obtida a partir da camada superficial
de sedimento (de 0 a 5 cm), em nove pontos aleatérios do manguezal. A seguir, foi
colocada em recipiente de vidro estéril com o auxilio de uma espatula e transportada em
caixa de isopor com gelo para o laboratério de Ciéncias Ambientais da UENF
(Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro) e imediatamente plaqueada.
O dia da coleta foi escolhido de acordo com a tabua de maré, pois o sedimento ndo
poderia estar coberto por agua no momento da amostragem

(http://www.mar.mil.br/dhn/chm/tabuas/index.htm).
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2.3. Andlises fisicas e quimicas do sedimento

Foram feitas andlises fisicas no sedimento, considerando-se pH, salinidade e
granulometria. 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
centrifuga Hitachi modelo, Himac CF7D2, a uma rotacéo de 2800 por 15 minutos, a fim de
separar a agua intersticial para a realizacdo das medi¢des. A seguir, as analise de pH,
salinidade e granulometria foram efetuadas utilizando-se um pHmétro Digimed modelo,
DM- 2P, um refratbmetro de salinidade VEE GEE, modelo A366ATC e um granulometro
SHIMADZU, modelo SALD - 3101 respectivamente.

Parte da amostra foi congelada e enviada em triplicata em recipientes descartaveis
de aluminio para o laboratério da Pontificia Universidade Catodlica do Rio de Janeiro, onde
foram feitas andalises dos hidrocarbonetos do sedimento, a fim de verificar o grau e a
existéncia de contaminacdo do sedimento e quais os tipos de hidrocarbonetos

encontrados.

2.4. Selecdo de microrganismos com potencial de biodegradacdo dos

compostos do petréleo

Para a selecdo de microrganismos com potencial para a degradacdo foram
considerados dois tratamentos. O primeiro tratamento foi denominado antes da incubacao

com petréleo (A) e o segundo foi denominado depois da incubagdo com petroleo (D).

2.4.1. Tratamento das amostras antes da incubacédo com petréleo

Em frasco Erlenmeyer de 250 mL, contendo 90 mL de solucéo tampéao fosfato de
potassio 50mM, pH 7,0, dez gramas do sedimento umido foram inoculados e incubados a
temperatura ambiente (x 28° C) sob agitacdo em um agitador orbital a 200 rpm (rotacdes
por minuto) por 30 dias (WETLER, 2006).

Em intervalos de sete dias (0, 7, 14, 21 e 28), foram retiradas aliquotas do inoculo e
diluidas serialmente (de 10" a 10®) em NaCl a 0,85% e, em seguida, foram inoculados
em duplicata 100 pL de cada diluicdo em placas com meio de cultura para heterotroficos
totais (extrato de carne 3 — 5 g/L; peptona 10 g/L; NaCl 5 g/L; agar bacteriolégico 25 g/L),
em pH 7,0 (LI et al., 2000). Cada diluicdo foi espalhada com auxilio de uma alca de

Drigalsky previamente esterilizada em alcool a 70% e ligeiramente flambada na chama do
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bico de Bunsen. As diluicbes também foram cultivadas em meio minimo mineral (K;HPO,
0,1%; KH,PO4 0,1%; NH4CI, 0,1%; MgSO, 7H,0 0,05%, CacCl, 0,001%, FeSO, 0,001%)
acrescido de 0,5% (V/V) de petréleo como Unica fonte de carbono e 1,5% de &gar
bacteriolégico como agente solidificante (LI et al., 2000 modificado), onde em duplicata
100 pL de cada diluicdo foram inoculados em tubos contendo agar-agar a 0,7% (a
aproximadamente 40°C) e em seguida essa mistura foi inoculada nas placas contendo
meio para degradadores de petréleo. As placas foram, entdo, incubadas a 37° C e a
contagem realizada apOs 48 horas de incubacdo. Foram consideradas apenas as
contagens que variaram de 30 a 300 colbnias (CLARK, 1965 apud VIEIRA & NAHAS).
Essa contagem foi comparada com 0s microrganismos que cresceram em meio de cultura
para heterotroficos totais, obtendo-se uma estimativa da proporcédo de degradadores em
relacdo ao total de microrganismos cultivaveis. Para a correcdo dos dados de contagem
em funcao do peso do sedimento, foram pesadas triplicatas da amostra e secas em estufa
a 40°C. Dessa forma, podem ser obtidos os pesos seco e Umido do sedimento. O
sedimento de manguezal possui elevado teor de umidade, sendo indispensavel a

correcdo da unidade de volume (mL) para unidade de massa (g).

2.4.2. Tratamento das amostras depois da incubacéo com petrdéleo

Em um segundo experimento realizado imediatamente ap6s a chegada do
sedimento ao laboratério, dez gramas do sedimento fresco foram inoculados em um
frasco Erlenmeyer de 250 mL com 90 mL de uma solu¢do de meio minimo mineral,
contendo 2% de petroleo, e mantido sob agitacdo a 120 rpm a temperatura ambiente (+
28° C). Em intervalos de aproximadamente 30 dias, foi adicionado meio minimo mineral
como suprimento de nutrientes para 0S microrganismos, e quando o petroleo foi
degradado visualmente, a mistura foi centrifugada (WETLER, 2006) e o plagueamento foi
realizado novamente com o sedimento incubado (LI et al., 2000). As condi¢cBes criadas
em laboratdrio se assemelham as condi¢cdes naturais de um derrame de petroleo de porte
médio.

Posteriormente a contagem, 0s microrganismos que cresceram nas placas com
petroleo em ambos os tratamentos, foram isolados em placas com agar nutriente e a
selecdo de bactérias foi feita através da visualizacdo de laminas a fresco em um
microscoépio éptico, devidamente coradas com lugol. As bactérias foram transferidas para
tubos de ensaio contendo meio TSB (Triple Soy Broth). Apds o crescimento em estufa a

37° C, 800 pL das solucdes bacterianas foram transferidas para tubos Eppendorf com
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20% de glicerol e estocadas em congelador a -20° C (Figura 3).
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Figura 3: Esquema ilustrativo do isolamento dos microrganismos que cresceram em placas de petréleo, em

placas de agar nutritivo e posterior estoque dos mesmos (Fonte: Wetler, 2006).

2.5. Teste para avaliar a capacidade de producéao de biossurfactantes

Para avaliar a habilidade de producao de biossurfactantes pelas bactérias isoladas,
foram padronizados inéculos de densidade 2 com o uso do cartdo de Wickerham (Figura
4), que consiste em um cartdo com trés linhas pretas, que servem de referéncia na
estimativa da concentracdo celular em uma suspensao microbiana. A avaliacédo foi feita
de forma comparativa em uma escala de 0 a 3, onde 0 significa poucas células com as
linhas pretas totalmente visiveis; 1 significa densidade fraca, com linhas visiveis, porém
pouco turvas; 2 significa densidade média, com linhas visiveis, porém turvas e difusas e,
finalmente 3, que representa uma densidade forte, onde néo se pode mais ser observada
a presenca de linhas. (TOSTA, 2004).
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Figura 4: Esquema da padronizacdo dos in6culos com o cartdo de Wickerham (Fonte: Wetler, 2006).

Para testar a capacidade das bactérias isoladas quanto a producdo de
biossurfactantes, foram feitos testes de colapso da gota, uma técnica descrita por Jain et
al., 1991 (apud SULE et al, 2009), onde 100 uL de cada suspensdo padronizada foi
inoculada separadamente em "pocgos" de placas de ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) antecipadamente preenchidos com 50 uL de éleo mineral. Ap6s 1 minuto
de reacdo, o resultado foi determinado através da visualizagdo em microscopio
estereoscopio. Quando houve o colapso da gota de Oleo mineral e consequente
dissolucéo do 6leo, o resultado foi considerado positivo (Figura 5). O controle positivo das
amostras foi preparado utilizando-se SDS (dodecil sulfato de sédio) a 25% no lugar das

amostras.
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Figura 5: Colapso da gota

As bactérias que apresentaram resultado positivo para a producdo de
biossurfactantes serdo posteriormente submetidas a PCR (Polymerase Chain Reaction)

de col6nia com iniciadores para a regido 16S do rDNA, e sequenciadas para identificacao.

2.6. Andlise estatistica

Para verificar a influéncia do meio de cultura no crescimento microbiano e para
detectar diferengcas nas contagens iniciais de microrganismos de acordo com o meio de
cultura empregado antes e depois da incubacdo com petréleo foi feita uma andlise de
variancia (ANOVA one way), com o teste de Duncan como pdés-teste, utilizado o pacote
estatistico STATISTICA 5.0 (StatSoft, 1996).

28



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlises fisicas e quimicas do sedimento

As analises granulométricas demonstraram que o sedimento apresentou 12% de
areia, seguido de 20% de argila e 68% de silte. Como houve uma predominancia das
fracOes finas, o sedimento foi classificado como silte argiloso.

O sedimento apresentou pH igual a 6,35 e salinidade igual a 3,0%.. Esses valores
sdo considerados baixos, porém justificados uma vez que o local da coleta fica distante do
mar. Outro fator que contribui para o baixo valor de salinidade encontrado nesse local é a
grande influéncia de agua doce do rio Paraiba do Sul, uma caracteristica marcante desse
estuario.

Na tabela 1 sdo apresentados os valores de referéncia que indicam a origem dos
hidrocarbonetos. Os dados dos hidrocarbonetos no sedimento do manguezal séo
apresentados em triplicata na Tabela 2. De acordo com os indices apresentados, ha uma
dominéncia de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) oriundos da combustao ou
de biomassa, demonstrando que n&o houve indicativos de hidrocarbonetos de
procedéncia petrogénica. A degradacdo desses compostos nos sedimentos de manguezal
ocorre principalmente na camada superficial, devido a baixa taxa de migracdo dos HAPs
no sedimento. A comunidade microbiana que habita essa camada € crucial para
degradacdo desses hidrocarbonetos (GOMES et al., 2007), assim a superficie do
sedimento € o local dominante da atividade microbiana para a mineralizagdo do carbono
nesse ecossistema (BOUILLON et al., 2004). Para analisar o nivel de impacto por HAPs
no sedimento, foram utilizados os limites sugeridos pela NOAA (National Oceanic and
Atmospheric Administration) (BUCHMAN, 1999), no qual o indice TEL (Threshold Effect
Level), indica abaixo de que concentracdo ndo € encontrado efeitos adversos, onde esse
valor ndo pode exceder 1.684 ng g para o somatério de HAPs. Neste estudo, os valores
obtidos de HAPs estdo abaixo do limite sugerido, indicando que ndo ha niveis de
toxicidade nas amostras coletadas.
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Tabela 1. Razdes diagnésticas calculadas e seus limites referentes a origem dos hidrocarbonetos.

~ P . x Combustéo de Combustéo de Mistura de
Razbes Diagnosticas Petréleo Combustéo . )
petréleo biomassa Fontes

FI/FI+Py <04 0,4-0,5 >0,5
FI+Py/ (FI+Py+C1Py) <0,5 >0,5
Ph+A/ (Ph+A+C1Ph) >0,5 <0,5
A/A+Ph <011 >0,1
BaA/ BaA+Ch <0,2 >0,35 0,2-0,35
IP/ IP+BghiPe <0,2 0,2-0,5 >0,5
S3-6anéis/ S séries alquil <0,05 >0,8 0,05-0,8

Legenda — Onde: FI = fluoranteno; Py = Pireno; C1Py = C1 pirenos; Ph = Fenantreno; C1Ph = C1 fenantrenos; A= Antraceno; BaA =
Benzo(a)antraceno; Ch = Criseno; IP = Indeno(1,2,3-cd)pireno; BghiPe = Benzo(ghi)perileno.

Tabela 2. Resultado das Razdes diagnosticas calculadas nas amostras em triplicata.

Razdes Diagnosticas Rio 1 Rio 2 Rio 3
FI/FI+Py 0,59 0,58 0,58
Fl+Py/ (FI+Py+C1Py) 0,84 0,84 0,86
Ph+A/ (Ph+A+C1Ph) 0,65 0,73 0,73
A/A+Ph 0,42 0,51 0,41
BaA/ BaA+Ch 0,52 0,51 0,53
IP/ IP+BghiPe 0,51 0,5 0,51
S3-6anéis/ S séries alquil 1,64 1,93 2,02

3.2. Contagem de microrganismos em placas com meio para heterotréficos
totais (HT)

Apesar das limitacbes na utilizacdo da contagem do numero de bactérias
heterotréficas em meio de cultura, esse método pode trazer informacfes adicionais
guando utilizado para fins de comparacdo (BAUDOIN et al., 2001). Neste estudo, foi
possivel observar que a contagem em placas com meio de HT variou entre 10° a 10!
UFC.g*(Unidades Formadoras de Col6nia por grama de sedimento) para a amostra
antes da incubacédo com petréleo (HT A). ApdOs a incubacdo (HT D), a contagem passou
para 10° a 10*° UFC.g™ de sedimento (Figura 6).
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Figura 6: Médias e respectivos desvios-padrdo das contagens em placas de heterotréficos totais antes e
depois da incubacé@o da amostra de sedimento com petroleo. HT A= Placas de heterotréficos totais antes

da incubagdo com petréleo; HT D= Placas de heterotréficos totais depois da incubag&o com petrdleo;

A contagem do dia 0 antes da incubacado indica o niumero de microrganismos
cultivaveis da amostra original. E possivel perceber que em condigdes de laboratdrio,
houve uma diminuicdo inicial da contagem (dia 7), e estabilizagdo da comunidade ao
longo do periodo do experimento.

Foi possivel constatar que entre os tratamentos houve uma diferenca nas
contagens do dia 0 em presenca e auséncia do petréleo, demonstrando que o poluente foi
um agente selecionador, diminuindo a contagem microbiana. Entre os dias 0 e 14, houve
um aumento na contagem de HT na amostra exposta ao petréleo e a partir do dia 14 uma
diminuicao, indicando que a comunidade microbiana presente € capaz de se adaptar a
presenca do petr6leo, aumentando em numero para ocupar 0s hichos disponiveis. No
entanto, a partir do dia 14, quando provavelmente a comunidade atingiu a capacidade
suporte, foi notada uma diminuicdo na contagem.

Segundo, Santos (2004) a entrada de um contaminante no ambiente pode resultar
em um aumento seletivo ou uma reducdo no tamanho da populacdo de microrganismos.
Dessa forma, pode ocorrer um aumento daquelas populacbes com microrganismos
capazes de se adaptarem as condi¢des do ecossistema e uma diminuicdo daquelas que
sd0 mais sensiveis ao poluente.

Os valores apresentados neste trabalho foram superiores aos encontrados por
Ramsay et al. (2000), onde a contagem em placas de HT manteve-se constante durante o

periodo de estudo, variando de 10° a 10° UFC.g* de sedimento de manguezal n&o
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contaminado. Para tal, os autores utilizaram uma adaptacdo do método do numero mais
provavel, com os meios Marine Broth 2216 e Bushnell Haas em placas de ELISA e a
contagem de bactérias heterotréficas e degradadoras foi efetuada por um programa de
computador. A metodologia utilizada por esses autores (2000), difere da empregada no
presente estudo, que possui 0 objetivo de obter isolados, portanto, foram utilizados meios
solidos para se fazer a contagem e, posterior isolamento das colonias.

No mesmo estudo (RAMSAY et al.,, 2000), com uso da técnica de aeracédo, a
contagem de heterotroficos em sedimento contaminado com 0leo bruto teve um aumento
de 100 vezes (10® UFC.g™), demonstrando que o oxigénio era um fator limitante ao
crescimento dos microrganismos. Apés 120 dias, com o término da aeracdo, a contagem
diminuiu de 10® para 10’ UFC.g*%, causada pela limitacdo do oxigénio. Em um
procedimento similar, no presente estudo, o sedimento incubado foi mantido sob agitacéo
durante todo o periodo do experimento, fazendo com que oxigénio ficasse disponivel para
0S microrganismos, atuando como um fator favoravel a biodegradagéo. Cury (2002),
também observou um padrdo encontrado por Ramsay et al. (2000), onde em uma
exposicdo com petroleo houve um aumento na contagem de HT. Em contraste, Wetler
(2006), observou que nao houve aumento da contagem de HT na presenca de petroleo no
sedimento de um manguezal do sul da Bahia, em concordancia com os resultados
encontrados nesse estudo.

Sobre o efeito da bioestimulacdo e bioaumentacdo na dindmica da comunidade
bacteriana do solo da Antértica, Vazquez et al. (2009) encontraram resultados menores
do que os encontrados no presente estudo. Essa diferenca pode ser explicada, devido as
condicOes estressantes no local do estudo, como baixas temperaturas que afetam a
atividade metabdlica, o consumo de substrato pelos microrganismos e, por consequéncia,
a biodegradacdo dos hidrocarbonetos (JACQUES et al.,, 2007). O local analisado, ja
apresentava uma concentragao inicial de hidrocarbonetos, obtendo uma contagem de HT
de 9,6 x 10° UFC.g* e de degradadores de hidrocarbonetos de 8,2 x 10* UFC.g™.

Apoés a incubacdo do sedimento com petrdleo, houve uma discreta diminuicdo na
contagem de HT, que corrobora os resultados encontrados por Vazquez et al. (2009),
onde nas parcelas bioestimuladas e bioaumentadas a contagem de HT diminuiu durante o
experimento de 2,3 x 10° UFC.g' para 1,4 x 10° UFC.g'! e 8,9 x 10® UFC.g™*

respectivamente.
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3.3. Contagem de microrganismos em placas com meio para degradadores de

petréleo

Nas placas contendo petréleo, obteve-se uma contagem que variou entre 10’ a 10°
UFC.g™* de sedimento para a amostra antes da incubacdo com petréleo (PA) e, apés a

incubacao (PD), a contagem passou para 10" a 10° UFC.g™ de sedimento (Figura 7).
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Figura 7: Médias e respectivos desvios-padrdo das contagens em placas de petrdleo antes e depois da

incubacé@o da amostra de sedimento com petréleo. PA= Placas contendo petrdleo antes da incubag¢éo com o

mesmo; PD= Placas contendo petrdleo depois da incubagcdo com o mesmo.

Como foi observado na contagem de microrganismos em placas com meio para
HT, também foi possivel constatar que entre os tratamentos houve uma diferenca nas
contagens de microrganismos degradadores do dia O em presenca e auséncia do
petréleo, demonstrando que o poluente foi um agente selecionador, diminuindo a
contagem microbiana.

Pode ser observado na contagem antes da incubacdo com petréleo que no dia zero
houve uma quantidade inicial muito alta de microrganismos, que diminuiu no dia 7 e se
manteve em declinio ao longo do periodo do experimento, indicando que as fontes de
carbono que haviam no sedimento foram sendo esgotadas a partir da primeira semana.

Observa-se, um aumento significativo (p= 0,038) da contagem de microrganismos
nas placas com petréleo apds a exposicdo do sedimento a este poluente, principalmente

no dia 21, indicando que a presenca do petroleo causou modificacbes na estrutura da
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comunidade. Assim, as espécies observadas apos a incubacdo do sedimento com o
petréleo, provavelmente representam a comunidade de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos, que aumentou em numero para ocupar 0os nichos disponiveis apos a
diminuicdo dos microrganismos que ndo foram capazes de utilizar o petréleo como fonte
de carbono. As contagens obtidas no presente trabalho indicam o potencial das bactérias
do sedimento de manguezal para a degradacdo de compostos do petroleo. A partir do dia
28 pode ser observada uma diminuicdo na contagem de degradadores, indicando que
esses microrganismos entraram na fase de morte.

Ramsay et al. (2000), obtiveram uma contagem relativamente constante de
degradadores em parcelas controle, mantendo-se em 10° UFC. g™ de sedimento. No
entanto, assim como ocorreu no presente estudo, estes autores detectaram que o numero
de degradadores em parcelas com 6leo e biorremediadas aumentou de 10 para 10* a 10°
UFC.g™ de sedimento, ao longo de um periodo de 120 dias.

Estudos tém apontado que em um eventual derrame de hidrocarbonetos, os
consorcios microbianos, respondem a elevada oferta de carbono com um crescimento
exponencial, ocorrendo uma vantagem seletiva para as cepas que possuem plasmideos
gue codificam enzimas para a degradacdo, resultando em um aumento desses
plasmideos na comunidade, sendo os hidrocarbonetos mais suscetiveis degradados
(ATLAS et al., 1991; LEAHY & COLWELL, 1990).

Ja que o sedimento do manguezal estudado, ndo possui poluicdo de origem
petrogénica, o valor de UFCs para os microrganismos degradadores de petroleo
encontrado € considerado alto. Esse elevado valor encontrado é tipico de ambientes
impactados com petroleo (MACIEL, 2004), como é o caso dos landfarms, que séo
instalacbes feitas para estimular a degradacdo de compostos do petroleo por

microrganismos do solo.

3.4. Influéncia do meio de cultura no crescimento e na contagem dos

microrganismos cultivaveis

Foi realizada uma ANOVA para verificar a influéncia do meio de cultura no

crescimento microbiano antes e depois da incubag¢do com o petroleo (Figura 8).
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plot demonstrando o resultado da ANOVA realizada para as contagens de

microrganismos da amostra coletada, cultivadas em meio HT e em meio seletivo para degradadores de

petréleo. HT A: Placas de heterotréficos antes da incubagcdo com petréleo; HT D: Placas de heterotroficos

depois da incubacao com petréleo; P A: Placas contendo petréleo antes da incubagdo com o mesmo; P D:

Placas contendo petréleo depois da incubagcdo com o mesmo

E possivel observar que os resultados do teste demonstraram diferenca

significativa entre as amostras (p=0,043). De acordo com o teste de Duncan, 0s

microrganismos da amostra apresentaram diferenca (p= 0,02), no crescimento em meio

para heterotroficos totais (HT A) e em meio com petroleo (P A). Este fato ndo ocorreu

depois que a amostra foi incubada com o poluente (HT D e P D), indicando que o contato

com o petréleo alterou a contagem de microrganismos nos meios de cultura.
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Para detectar diferencas nas contagens iniciais de microrganismos de acordo com
0 meio de cultura empregado e apos a incubacdo com petréleo, efetuou-se uma ANOVA,
gue ratificou diferenca significativa entre as contagens do dia 0 de plagueamento com
p=0,000 (Figura 9).
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Figura 9: Box plot demonstrando o resultado da ANOVA realizada para as contagens de
microrganismos no dia 0 para a amostra coletada, cultivadas em meio HT e em meio seletivo para
degradadores de petréleo. HT A: Placas de heterotréficos antes da incubagdo com petrdleo; HT D: Placas
de heterotréficos depois da incubagéo com petréleo; P A: Placas contendo petréleo antes da incubagao com

0 mesmo; P D: Placas contendo petréleo depois da incubagdo com o mesmo.

O teste de Duncan demonstrou que a contagem inicial de HT foi estatisticamente
diferente (p= 0,00), da contagem apds a incubacdo com petréleo (HT A e HT D),
demonstrando a seletividade da incubacdo com petréleo. Este evento ndo ocorreu para as
contagens em placas com meio seletivo para degradadores de petroleo (P A e P D),
indicando que o numero de degradadores ndo se modificou ao longo do experimento.
Entretanto, houve diferenca entre as contagens de acordo com o meio de cultura utilizado
antes da incubacdo da amostra com petroleo (HT A e P A). Estes resultados demonstram
a seletividade do petréleo sobre a comunidade de microrganismos do sedimento. Esse
padrdo nao foi observado para as contagens em placas com o meio cultura depois da
incubacdo com petréleo (HT D e P D), isso demonstra que, a incubacdo com petroleo
diminuiu a contagem de HT, igualando-se ao numero de degradadores de petréleo,

permanecendo somente a comunidade degradadora.
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De acordo com Zhou et al. (2009), cujo estudo mostrou pela primeira vez as
alteracdes da estrutura da comunidade microbiana no sedimento de manguezal, tanto a
concentracdo, tanto o tempo de exposicdo aos HPAs causam uma reducédo da
diversidade microbiana, sugerindo que essa comunidade foi afetada pela contaminacao.
De acordo com esses autores, (2009) dois efeitos diferentes dos poluentes organicos
sobre a diversidade microbiana foram observados. Por um lado, poluentes orgéanicos
podem ser utilizados como uma fonte de carbono, aumentando assim a diversidade
microbiana. Por outro, em um efeito antagbnico, eles representam uma ameaca toxica

para microrganismos e, como consequéncia, reduzem a diversidade.

3.5. Teste de colapso de gota para averiguar a capacidade dos isolados em

produzir biossurfactantes

As bactérias capazes de utilizar o petr6leo como Unica fonte de carbono foram
submetidas ao teste do colapso da gota para averiguar a capacidade das mesmas em
produzir biossurfactantes. Das 94 colbnias bacterianas isoladas no presente estudo, 78
apresentaram capacidade de produzir biossurfactantes (aproximadamente 83%). De
acordo com Bodour et al. (2003), alguns estudos de analise filogenética demonstram que
a grande diversidade existente entre os microrganismos produtores de biossurfactantes,
sugere que a producdo desses metabdlitos seja uma importante ferramenta para a
sobrevivéncia desses microrganismos. Para que ocorra uma alta producdo desses
metabdlitos pelos microrganismos, é necessario que haja um conjunto de caracteristicas
gue, dependem principalmente dos fatores nutricionais e do ambiente.

De acordo com Krepsky et al. (2007), muitos estudos vém demonstrando que 0s
substratos de hidrocarbonetos séo preferiveis para producéo de biossurfactante. Bushnell
& Haas (1941), foram os primeiros a demonstrar a capacidade de producdo de
biossurfactantes pelas bactérias, isolando Corynebacterium simplex e linhagens de
Pseudomonas em um meio mineral, contendo o querosene, o 6leo mineral ou a parafina
como fonte de carbono.

De acordo com as analises quimicas feitas no presente estudo, foram encontrados
hidrocarbonetos de origem de combustdo ou biomassa, com uma dominancia de HAPs.
De acordo com Harayama (1997), apenas um numero limitado de microrganismos €
capaz de degradar hidrocarbonetos aromaticos policiclicos com quatro ou mais aneéis

aromaticos. Além disso, a biodegradacdo desses compostos € limitada pela sua baixa
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disponibilidade, devido a sua eleveda hidrofobicidade (KE, et al., 2005). Segundo
Ganeshlingam et al. (1994), a aplicacdo de surfactantes como agentes de solubilizacéao
pode ser uma maneira de aumentar a disponibilidade de HAP aos microrganismos. Assim,
0s microrganismos isolados no presente estudo, provavelmente foram aptos a degradar o
petroleo e produzir biossurfactantes devido a presenca de outros hidrocarbonetos no

sedimento.
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4. CONCLUSOES

O petréleo atua como um agente selecionador sobre os microrganismos, como foi

visto no experimento de contagem microbiana.

O sedimento do manguezal estudado tem uma grande quantidade de
microrganismos capazes de utilizar petréleo com Unica fonte de carbono, uma vez
gue esse poluente € um composto organico, esses microrganismos utilizam vias
enzimaticas destinadas a outros compostos para degradar esse contaminante,

demonstrando grande potencial de biodegradagéo.

Foi possivel detectar que uma grande parte das bactérias isoladas neste estudo foi
capaz de produzir biossurfactantes, demonstrando sua aplicabilidade em

processos biotecnoldgicos.
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