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RESUMO

O objetivo do presente trabalho consistiu em isolar bactérias do sedimento de um manguezal,
com capacidade para degradar petréleo e produzir biossurfactantes. O sedimento coletado foi
diluido serialmente e plagueado em meio para heterotréficos totais e em meio mineral contendo
petréleo. Apés o crescimento, as colbnias foram contadas e, aquelas que cresceram nas
placas contendo petréleo foram isoladas e testadas quanto a sua capacidade de produzir
biossurfactantes pelo teste de colapso da gota. Parte do sedimento foi incubada com 2% de
petréleo e o procedimento anterior foi repetido. Observou-se alteragdo numérica na
comunidade microbiana ap0s a incubagédo do sedimento com o poluente, bem como a acgéo
seletiva do petréleo no meio de cultura utilizado, além disso, foi possivel obter bactérias
produtoras de biossurfactante a partir do sedimento do manguezal estudado, demonstrando o
potencial destes organismos para uso em processos de biorremediagéo.
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INTRODUCAO

No estado do Rio de Janeiro, Brasil, 0s manguezais mais extensos sdo 0s encontrados
na foz do rio Paraiba do Sul e nas baias de Guanabara, Sepetiba e Angra dos Reis (FEEMA,
1980; MENEZES et al., 2000). Estes ecossistemas sao sensiveis a distarbios antrépicos, como
a contaminacgédo por petroleo ou de outros produtos toxicos, que podem provocar danos a toda
a biota, exercendo impacto por longo prazo (KREPSKY et al., 2007; CURY, 2002).

Com a finalidade de minimizar o impacto ambiental causado pelo petrdleo, foram
desenvolvidas técnicas utilizando processos biolégicos para remover estes compostos. Estas
técnicas tém se destacado, pois sdo mais simples e apresentam maior eficiéncia e menor custo
qguando comparadas a métodos fisicos e quimicos. Estudos sugerem que as comunidades
microbianas indigenas apresentam um potencial considerdvel para remediar sedimentos
contaminados por 6leo (YU et al., 2005).

A sorcdo dos componentes hidrofébicos do petréleo as particulas de sedimento dos
manguezais limita sua biodisponibilidade aos microrganismos indigenas, reduzindo a eficiéncia
da biorremediacdo (KREPSKY et al., 2007). Algumas bactérias, no entanto, possuem a
capacidade de produzir biossurfactantes, compostos com caracteristicas de detergéncia, que
podem emulsificar o 6leo, facilitando a degradacéo, indicando seu potencial para remediar este
tipo de poluicdo (KREPSKY et al., 2007; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Diante disto, o presente trabalho apresentou como objetivo isolar bactérias do
sedimento de um manguezal que apresentem capacidade para degradar petréleo e produzir
biossurfactantes.

MATERIAL E METODOS

A area de estudo foi o manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul, com
aproximadamente 800 ha, considerado o maior manguezal da regido Norte Fluminense. Este
localiza-se no municipio de S&o Francisco do Itabapoana (21°28'25"S e 41°07'12"0) (BERNINI
& REZENDE, 2004).
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A amostra de sedimento foi coletada a partir da camada superficial (0 a 5 cm) em 18
pontos aleatorios, formando uma amostra composta. A seguir, o material foi resfriado e levado
para o Laboratério de Ciéncias Ambientais da UENF para processamento.

Parte da amostra foi congelada e enviada para o laboratério da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-RJ) para andlises de hidrocarbonetos no sedimento coletado.

Foram realizados dois tratamentos com o sedimento, um antes da incubacdo com
petréleo (VA) e outro apos a incubacdo (VD). No primeiro tratamento, uma aliquota de dez
gramas de sedimento foi incubada com tampéao fosfato sob agitacdo a + 28° C durante 28 dias,
e nos dias 0, 7, 14, 21 e 28, foram feitas diluicdes seriadas (10" a 10'8) em NacCl (0,85%) e
inoculacdo em placas com meio de cultura para heterotréficos totais (LI et al., 2000) e placas
com meio mineral com agar bacteriolégico acrescido de 0,5% de petréleo como Unica fonte de
carbono (LI et al., 2000 modificado). As colbnias foram contadas apos 48h de incubacdo a
37°C. No segundo tratamento, outros dez gramas de sedimento foram incubados em meio
mineral com 2% de petréleo até a degradacdo visual do mesmo, repetindo-se, entdo, o
procedimento descrito acima.

As coldnias que cresceram nas placas com petr6leo em ambos os tratamentos foram
isoladas em placas com &gar nutriente. A seguir, transferidas para tubos com TSB (Triple Soy
Broth) e incubadas a 37° C por 24h. A visualizagdo das bactérias foi feita em laminas a fresco
com o auxilio de microscopio optico. A seguir 100uL da solucdo bacteriana em TSB foram
transferidos para tubos contendo 3mL de meio mineral acrescido de glicose a 1%. Apds
incubacéo por 24h a 37°C os in6culos foram padronizados para densidade 2 com o cartéo de
Wickerham (TOSTA, 2004). A seguir, 500pL das solugdes padronizadas foram inoculados em
Erlenmeyers com 9,5mL de meio mineral com 2% de glicose. Apés 72h de crescimento a 37°C,
realizou-se o teste de colapso da gota, onde 100uL das suspensdes foram inoculados em
"pogos” de placas de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) preenchidos com 50uL
de 6leo mineral. Apés 1 minuto de reacdo, o resultado foi determinado visualmente em
microscopio estereoscopio; considerando-se positiva a producdo de biossurfactante quando
houve colapso da gota de 6leo mineral. O controle positivo foi preparado utilizando-se SDS
(dodecil sulfato de sédio) a 25% no lugar das amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para avaliar o nivel de contaminacdo de sedimentos por hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPASs) utilizou-se os limites propostos pela NOAA, que baseia-se no indice TEL
(Threshold Effect Level), o qual ndo pode ultrapassar 1.684 ng g~ para o somatoério de HPAs.
De acordo as andlises realizadas pela PUC-RJ, no sedimento do manguezal estudado ha
predominio de HPAs de fontes de combustdo ou de biomassa ndo havendo HPAs de origem
petrogénica.
A contagem de microrganismos nas placas de heterotroficos totais apresentou valores
de 10° a 10™ UFC. g™ para a amostra antes da incubacdo com petréleo (VA), e 10° a 10"
UFC. g* de sedimento para a amostra apés a incubagéo com o g)oluente (VD) (Fig. 1a). Para
as placas contendo Petréleo, obteve-se contagens entre 10° e 10° UFC. g de sedimento para
VA, e entre 10’ e 10'° UFC. g™ de sedimento para VD (Fig. 1b).
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Figura 1: a) Médias e respectivos desvios-padrdo das contagens de microrganismos cultivados
em placas contendo meio de cultura para heterotroficos totais antes (VA) e depois (VD) da
incubacéo do sedimento com petroleo; b) Médias e respectivos desvios-padrao das contagens
de microrganismos cultivados em placas contendo meio de cultura para degradadores de
petréleo antes(VA) e depois (VD) da incubacéo do sedimento com petrdleo.
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Foi realizada uma ANOVA a fim de verificar diferengas nas contagens das col6nias,
obtendo-se p=0,030 F(3,76)=3,12. O teste de Duncan demonstrou diminui¢do significativa no
namero de heterotroficos apés a incubagdo com o petroleo. Esta diferenca ndo foi encontrada
guando comparamos as contagens de degradadores de petrdleo antes e depois do contato
com o poluente.

Houve diferenca nas contagens de acordo com o tipo de meio de cultura utilizado, com
maior namero de heterotroficos em relacdo ao de degradadores de petroleo antes da
incubacdo do sedimento; esta diferenca deixa de ser observada apés a incubagcdo com o
poluente, uma vez que a comunidade de heterotréficos foi reduzida, demonstrando que o
impacto do petréleo sobre a comunidade microbiana indigena pode ter selecionado apenas os
microrganismos degradadores.

Segundo SANTOS (2004), a presenca do contaminante pode causar o aumento das
populagBes de microrganismos capazes de se adaptarem as novas condicbes e a diminuicao
daquelas que sao sensiveis ao poluente. De acordo com ZHOU et al. (2009), tanto a
concentracdo, quanto o tempo de exposicdo aos HPAs causam reducdo da diversidade,
sugerindo que a comunidade do sedimento foi afetada pela contaminacéo.

Foram isoladas 112 colénias, das quais, 59 produziram biossurfactante
(aproximadamente 53%). Esses dados comprovam os resultados de TUGRUL & CANSUNAR
(2005), que utilizaram a mesma metodologia para demonstrar a capacidade de producdo de
biossurfactantes por bactérias. De acordo com BODOUR et al. (2003), estudos sugerem que a
producdo destes metabodlitos aumentam a disponibilidade dos HPAs, constituindo uma
importante ferramenta para a sobrevivéncia destes organismos em ambientes contaminados.

CONCLUSOES

Pbde-se concluir que o petréleo exerce atividade seletiva sobre a comunidade microbiana
do manguezal estudado e que as bactérias indigenas do sedimento possuem capacidade de
produzir biossurfactante, possuindo aplicabilidade em processos de biorremediacéo.

REFERENCIAS

BERNINI, E; REZENDE, C. E. 2004. Estrutura da vegetacdo em florestas de mangue do
estuario do rio Paraiba do Sul, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Acta Botanica Brasiliensis,
v. 18, n.3, p. 491-502.

BODOUR, A. A;; DREES, K. P.; MAIER, R. M. 2003. Distribution of biosurfactant-producing
bacteria in undisturbed and contaminated arid southwestern soils. Applied and Environmental
Microbiology, v. 69, n. 6, p. 3280-3287.

CURY, J. C. 2002. Atividade microbiana e diversidade metabdlica e genética em solo de
mangue contaminado com petréleo. Dissertacdo de mestrado, Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo. Piracicaba, SP. 95p.

FEEMA. 1980. Relatorio técnico sobre manguezal. RT 1123, 61p.

KREPSKY, N., DA SILVA, F.S., FONTANA, L.F. & CRAPEZ, M.A.C. 2007. Alternative
methodology for isolation of biosurfactant-producing bacteria. Brazilian. Journal of Biolology,
67(1): 117-124.

LI, G.; HUANG, W.; LERNER, D. N. & ZHANG, X. 2000. Enrichment of degrading microbes and
bioremediation of petrochemical contaminants in polluted soil. Water Research. 34. 3845-3853.

MENEZES, L.F.T., PEIXOTO, AL. & MACIEL, N.C. 2000. A rigueza ameacada dos
manguezais. Ciéncia Hoje, 27(158):63-67.

Falta Michel et al., 2000

NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M. 2002. Biossurfactantes: Propriedades e Aplicacdes. Quimica
Nova, v. 25, n® 5, p. 772 - 776.

SANTOS, A. C. F. 2004. Utilizacdo do tolueno como Uunica fonte de carbono por
microrganismos Isolados de um Landfarming. Monografia de Graduacgdo, Universidade
Estadual de Santa Cruz, BA.

AOCEANO - Associagao Brasileira de Oceanografia

03438



Il Congresso Brasileiro de Oceanografia — CBO'2010
Rio Grande (RS), 17 a 21 de maio de 2010

TOSTA, C. D. 2004. Biotipagem de leveduras industriais através do sistema killer. Dissertacao
de mestrado. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo.
Piracicaba, SP.

TUGRUL, T. & CANSUNAR, E. 2005. Detecting surfactant-producing microorganisms by the
drop-collapse test. World Journal of Microbiology & Biotechnology 21: p. 851-853.

YU, S. H.; KE, L.; WONG, Y. S.; TAM, N. F. Y. 2005. Degradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) by a bacterial consortium enriched from mangrove sediments.
Environment International, n. 31, p. 149-154.

ZHOU, H. W.; Wong, A. H. Y.; YU, R. M. K,; PARK, Y. S.; TAM, N.F.Y. 2009. Polycyclic
Aromatic Hydrocarbon-Induced Structural Shift of Bacterial Communities in Mangrove
Sediment. Microbial Ecology, v. 58, p. 153-160.

AOCEANO - Associagao Brasileira de Oceanografia

03439



