Va UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
xOCf “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u nes p - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

Dissertacao de Mestrado

OCORRENCIA E DISTRIBUIGAO DE BACTERIAS RESISTENTES A METAIS
PESADOS EM SEDIMENTOS DA BAIA DO ARAGA, SAO SEBASTIAO (SP)

Bruna Del Busso Zampieri

RIO CLARO / SP
2015



ava UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
O “JULIO DE MESQUITA FILHO"

u n eS p - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

Bruna Del Busso Zampieri

OCORRENCIA E DISTRIBUICAO DE BACTERIAS RESISTENTES A
METAIS PESADOS EM SEDIMENTOS DA BAiA DO ARACA, SAO
SEBASTIAO (SP)

Dissertacao de Mestrado
apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio
Claro, da Universidade
Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, como parte dos
requisitos para obtencido do

titulo de Mestre
Microbiologia Aplicada.

Orientadora: Ana Julia Fernandes Cardoso de Oliveira

Rio Claro — SP
2015



5899  Zampieri, Bruna Del Busso
Z26o Ocorréncia e distribuicdo de bactérias resistentes a metais
pesados em sedimentos da Baia do Araca, Sdo Sebastido (SP)
/ Bruna Del Busso Zampieri. - Rio Claro, 2015
T8 f -1l figs., grafs  tabs  mapas

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociéneias de Rio Claro
Orientador: Ana Julia Fernandes Cardoso de Oliveira

1. Bacteniologia. 2. Resisténcia. 3. Porto. . Titulo.

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/5P




Dedico este trabalho aos meus
pais Claucio e Rosana, meus
grandes incentivadores que
sempre me fizeram acreditar
no meu potencial e tornar meus
sonhos realidade. Esse trabalho
s0 foi possivel gracas a voces.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora Profa. Dra. Ana Julia Fernandes, que ndo mediu
esforgos para que este trabalho fosse realizado com sucesso.

Agradeco ao Micromar e a todos seus integrantes, especialmente Aline
Bartelochi Pinto por seus conselhos e sua contribuigdo neste trabalho.
Agradeco ao Prof. Dr. Marcos de Oliveira que possibilitou a realizagdo das
analises moleculares e sempre teve a maior disposicdo em me ajudar.
Também aos integrantes do laboratério LABIMES, especialmente ao Leonardo
Schultz pela sua paciéncia e amizade.

Agrade¢o aos meus pais, meus principais incentivadores, a quem este trabalho
€ dedicado.

Agradeco as minhas queridas amigas que sempre estiveram do meu lado, e
me faziam companhia nas horas de alegria e de frustragao.

Agradeco ao meu namorado, Gabriel Leleko, que sempre me escutou contar
todos os passos e atividades desse mestrado e por todo seu apoio nas horas
dificeis.

Agradeco a UNESP — Campus de Rio Claro e a UNESP- Campus do Litoral
Paulista e a todos seus mestres que me fizeram a biéloga que sou hoje.
Agradeco a Capes e a FAPESP pelo apoio financeiro.

Agradeco a Profa Cecilia Amaral, coordenadora do projeto Biota Araga, projeto

qual este mestrado é vinculado.



O que vale na vida nao é o ponto de partida e sim a caminhada.
Caminhando e semeando, no fim teras o que colher.

Cora Coralina



Ocorréncia e distribuicao de bactérias resistentes a metais pesados na
Baia do Araga, Sao Sebastiao (SP)

RESUMO

Uma das grandes preocupagdes ecoldgicas atuais refere-se ao
impacto ambiental causado pela liberagdo antropica de metais pesados em
ambientes naturais, uma vez que esses poluentes sdo extremamente ubiquos
e persistentes. Em altas concentragdes metais pesados sédo extremamente
téxicos a bactérias, sendo capazes de influenciar na sua densidade e atividade
metabdlica. Por sua vez, bactérias sao capazes de desenvolver mecanismos
de resisténcia a metais pesados sendo importantes em estudos de
biorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados. Portanto, o
objetivo do presente trabalho foi analisar a ocorréncia e distribuicdo de
bactérias resistentes a metais pesados na Baia do Araga em Sao Sebastiao,
SP. Do total de cepas isoladas, 12% foram sensiveis a todos os metais. Foi
possivel observar que a maior porcentagem de cepas resistentes se
encontravam na regido de sublitoral que € mais proxima ao canal de S&o
Sebastido onde se concentra a atividade portuaria. As cepas isoladas foram
mais resistentes ao Cr, seguido de Zn, Cd e Cu. Em relagdo a concentragao
minima inibitéria, para o Cd foram poucas as cepas que resistiram a
concentragbes maiores que 200 yg mL'. Ja para o Cr, 36% das cepas
cresceram mesmo na concentragdo de 3200 ug mL™'. Para Zn e Cu, poucas
cepas (4% e 2%, respectivamente) cresceram na concentragdo 1600 ug mL" e
nenhuma conseguiu resistir a maior concentragdo (3200 ug mL-"). Bacillus sp
foi o genero com maior frequéncia de isolados, o que pode sugerir dominancia
em areas contaminadas por metais pesados, especialmente as espécias
Bacillus cereus e Bacillus pumilus. Staphyloccus sp, Planococcus maritmus e
Vibrio alginoticus também foram isolados sugerindo potencial para utilizagéo
em processos de biorremediagao.

Palavras-chave: resisténcia; metais pesados; Sao Sebastido; porto; bactérias;
Bacillus sp.



Ocurrence and distribuition of heavy metal resistant bacteria
from Araca Bay, Sao Sebastiao (SP).

ABSTRACT

One of the major ecological concerns, nowadays, refers to
anthropogenic environmental impact caused by heavy metals release in
diverses natural environments, since these pollutants are extremely persistent
and pervasive. At high concentration heavy metals are extremely toxic to
bacteria, being able to influence the density and metabolic activity. However,
bacteria are capable to develop heavy metal resistance mechanisms in the
environment, being important in bioremediation of contaminated areas.
Therefore, the purpose of the study was to assess the occurrence and
distribution of heavy metal resistance bacteria in Araca Bay, Sdo Sebastido -
SP. 12% of the isolated bacteria were sensitive to all metals. It was observed
that the highest percentage of resistant strains were in the subtidal region that is
closest to the Sao Sebastido channel, where port activity are concentrated.
Bacterial isolates were more resistant to Cr, followed by Zn, Cd and Cu.
Regarding the minimum inhibitory concentration, a lower number of strains
resisted levels greater than 200 mg L-1 for Cd. While for Cr, 36% of the strains
grew even at a concentration of 3200 mg L-1. For Zn, Cu, few strains (4% and
2%, respectively) grew in higher concentrations like 1600 mg L-1 and none
could withstand the highest concentration (3200 mg L-1). Bacillus sp was the
most isolated genera and may be a dominant genre in heavy metal
contaminated areas, especially species Bacillus pumilus and Bacillus cereus.
Staphylococcus sp, Planococcus maritmus and Vibrio aginoliticus were also
isolated and have potential for use in bioremediation of contaminated sites.

Keywords: resistance, heavy metals, Bacillus sp, port activity, contamination.
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1. INTRODUCAO

Uma das grandes preocupagdes ecoldgicas atuais refere-se ao impacto
ambiental causado pela liberagdo antropica de metais pesados nos diversos
ambientes naturais e naqueles de maior interagdo com populacdées humanas
(JESUS et al., 2004). Esse tipo de poluicdo gera grande preocupagao, pois
metais pesados sao poluentes ubiquos e persistentes no ambiente (ANDRADE
et al., 2001).

O ambiente marinho é usado como local de despejo de efluentes
contaminados de inumeras industrias, como local de exploracédo de petrdleo e
como vias de transporte de embarcagdes de grande porte, cuja atividades
podem gerar contaminagao por metais pesados (TEITEZEL & PARSEK, 2003).
Dessa maneira, a preocupagao com os impactos gerados por metais pesados
no ambiente marinho € crescente, pois no mar esses contaminantes sao
acumulados principalmente no sedimento, e sua deposi¢cao gera toxicidade a
biota aquatica (YANG & ROSE, 2003).

As industrias estdo entre as principais geradoras de contaminagéo por
metais pesados, especialmente a industria siderurgica que por utilizar os
metais pesados como matéria prima acaba liberando para o meio ambiente
ampla variedade de produtos poluentes (TEITEZEL & PARSEK, 2003).

As atividades portuarias também podem causar forte impacto ambiental
em areas estuarinas. Os metais traco, tanto essenciais como nao essenciais,
encontram-se entre os principais constituintes dos aportes de atividades
portuarias (HORTELLANI et al., 2008). Perdas durante as cargas/descargas,
armazenamento, transferéncias de produtos quimicos, lavagens de
“‘isocontainers” assim como atividades de manutengdo com lavagem de pordes
e lixiviacdo de cascos e tintas constituem-se fontes de materiais poluentes para
aguas do sistema estuarino em questao (HORTELLANI et al., 2008).

Os metais sao tidos como poluentes criticos no ambiente marinho devido
sua capacidade de se acumular, ser téxico e de se incorporar na cadeia
alimentar (ANDRADE et al., 2001; MASHIATULLAH et al., 2013).



Além disso, esse tipo de contaminante pode alterar a qualidade de
aguas de consumo e de habitats marinhos e estuarinos, alterando
comunidades macro e microbiolégicas (IVORRA et al., 2000). Como
sedimentos sdo capazes de incorporar e acumular elementos contaminantes
tem sido amplamente utilizados como indicadores ambientais.

Como sedimentos s&o capazes de incorporar e acumular elementos
contaminantes tem sido amplamente utilizados como indicadores ambientais,
podendo apresentar também grande abundancia de microrganismos, que
representam o primeiro passo para transferéncia desses compostos toxicos
aos niveis troficos superiores da cadeia alimentar (GILLAN et al., 2005).

E importante destacar que metais pesados apresentam papel importante
nos processos que envolvem microrganismos. Metais como calcio, zinco,
niquel, ferro, potassio, magnésio, manganés, cobalto sdo nutrientes essenciais
em baixas concentragdes. Esses elementos participam de reagdes bioquimicas
de catalise, estabilizadores de proteinas e da parede celular bacteriana, além
de manter o balango osmético da célula (HUGHES & POOLE,1989; POOLE &
GADD, 1989; JI & SILVER, 1995).

Em contrapartida, metais em altas concentragbes sdo tdxicos aos
microrganismos pois podem causar alteracdes na estrutura conformacional de
acidos nucleicos e proteinas, além de interferir na fosforilagdo oxidativa e
balanco osmético (POOLE & GAD, 1989).

Portanto, metais pesados podem mudar o tamanho, a composicao e a
atividade da comunidade microbiana (GILLER, 1998). O estresse abidtico
causado por metais, nas suas formas organica e inorganica, pode afetar o
crescimento, morfologia e metabolismo de bactérias (DOELMAN, 1985;
DUXBURY, 1985).

Apesar disto, microrganismos apresentam papel importante na
manutencao e equilibrio de qualquer ambiente, também sendo capazes de se
ajustar rapidamente a diferentes modificagdes ambientais (DASH et al., 2013),
inclusive a presencga de metais.

Bactérias desenvolveram mecanismos para combater o estresse
causado pelos metais pesados. Esses mecanismos incluem a formacado e
fixacdo desses metais em complexos, reducdo de um metal a uma espécie

menos toéxica ou efluxo direto de metais pesados para fora da célula (NIES,
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1999; OUTTEN et al., 2000). Portanto, bactérias que crescem em ambiente
contaminado por esses poluentes desenvolvem sistemas de tolerancia,
podendo ser utilizadas como indicadoras de contaminacao por metais pesados
(DIAZ-RAVINA & BAATH,1996).

Como esses microrganismos sao capazes de transformar tais
compostos téxicos em compostos menos toxicos ou atdxicos, apresentam
grande potencial para serem utilizadas em processos de biorremediacdo de
solos e sedimentos contaminados (RAINBOW, 1995).

Pesquisas com objetivo de identificar bactérias resistentes a metais
pesados tem se desenvolvido desde 1970 (BRUINS et al.,, 2000). Essas
pesquisas incluem muitos microrganismos aerébios, tendo como os principais
Staphylococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e Bacillus sp.
(NAKAHARA et al., 1977; MARQUES et al., 1979; SCHWARZ & HOBEL, 1989;
BELLIVEAU et al., 1991).

Entretanto, existe um grande obstaculo para realizagcdo de
biorremediagdes in situ, como as condigdes adversas encontradas em
ambientes naturais tais como baixa ou elevada temperatura, pH acido ou
alcalino, pressao alta ou alta concentracao de sais (DASH et al., 2013).

As bactérias de origem marinha sdo microrganismos adaptados a
viverem nessas condicbes extremas e de grande variacdo, apresentando,
portanto, grande potencial para realizagdo de biorremediacdo in situ de
ambientes contaminados por metais pesados (DASH et al., 2013).

No Brasil, quando se trata de isolamento e monitoramento de bactérias
resistentes a metais pesados pouquissimos estudos s&o realizados no
ambiente marinho. Esse fator torna mais relevante os estudos em areas
costeiras e estuarinas, pois grande parte do esgoto brasileiro € despejada
diretamente nesses locais sem tratamento. O problema ainda € maximizado
por essas areas serem atrativos turisticos e onde se encontram grande
adensamento populacional, além da presenga de rica e importante
biodiversidade. Portanto, sdo necessarios estudos para o isolamento e
monitoramento de bactérias resistentes a metais pesados no ambiente

marinho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Contaminag¢ao ambiental por metais pesados

Metais pesados sao elementos quimicos que apresentam massa
especifica elevada, sendo maior ou igual a um determinado valor de referéncia
que varia entre 3,5 e 7,0 g/cm?3, sendo associado como uma substancia toxica,
geralmente proveniente de um descarte inadequado de um rejeito no meio
ambiente. Definicdes mais recentes nomeiam esses elementos quimicos como
elementos tragos, por se apresentarem em concentracbes muito baixas no
meio ambiente (DUFFUS, 2002).

Os metais pesados ocorrem naturalmente nos solos e alguns deles, tais
como cobre (Cu), zinco (Zn) e cobalto (Co), desempenham importante papel na
nutricdo de plantas e animais, enquanto outros, como cadmio (Cd), chumbo
(Pb), arsénio (As) e selénio (Se), exercem efeitos deletérios sobre varios
componentes da biosfera (ALLOWAY, 1995). Mas aumentos da sua
concentragdo no ambiente devido atividades poluidoras vem se destacando no
cenario de poluicado ambiental.

A poluicdo por metais pesados consiste, atualmente, como uma das
grandes preocupagdes ecoldgicas. Ela esta relacionada a atividades antropicas
e tem maior relevancia quando ocorre em ambientes de maior interagdo com
populagdes humanas (PHILLIPS,1977).

Diversas atividades geram poluentes como os metais pesados. As
industrias estdo entre as principais, especialmente e industria siderurgica que
por utilizar os metais pesados como matéria prima, acabam liberando para o
meio ambiente ampla variedade de produtos poluentes, dentre os quais se
destacam os metais pesados como manganés e chumbo (NASCIMENTO et al.,
2006).

Qutras industrias que produzem efluentes com metais pesados
dissolvidos por consequéncia de seus processos sdo as industrias de

mineragao e de galvanoplastia, termoelétricas e os curtumes.
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Muitas dessas industrias estédo situadas proximas a bacias hidrograficas
e regides estuarinas, areas que acabam recebendo grande carga de efluentes
contaminados com metais pesados.

As atividades portuarias acabam causando forte impacto ambiental em
areas estuarinas. Os metais trago, tanto essenciais como nao essenciais,
encontram-se entre os principais constituintes dos aportes de atividades
portuarias (HORTELLANI et al., 2008).

Perdas durante as cargas/descargas, armazenamento, transferéncias de
produtos quimicos, lavagens de “isocontainers” assim como atividades de
manutengdo com lavagem de pordes e lixiviagado de cascos e tintas constituem-
se fontes de materiais poluentes para aguas do sistema estuarino em questao
(HORTELLANI et al., 2008).

Como sedimentos sdo capazes de incorporar e acumular elementos
contaminantes tém sido amplamente utilizados como indicadores ambientais.
Como podem ser lavados pelos rios para outro curso d’agua ou para o mar, as
analises de varios pontos de uma regidao de interesse servem para rastrear
fontes de contaminagao e/ou monitorar esses contaminantes (PEREIRA et al.,
1998).

Dessa maneira, sedimentos costeiros marinhos tém sido considerados o
maior deposito de metais pesados, o0 que leva a uma consequéncia ecologica
pela sua alta persisténcia e toxicidade, mesmo em concentragdes traco
(CHAPMAN et al. 1998; DELL’ANNO et al., 2003).

2.2. Bactérias resistentes aos metais pesados

O surgimento de bactérias resistentes a metais pesados se deu devido a
uma pressao seletiva em ambientes contaminados por metais em que micro-
organismos que apresentassem mecanismos de resisténcia, acabavam por
apresentar vantagens sobre outros (ROUCH et al., 1995).

Pesquisas com objetivo de identificar bactérias resistentes a metais
pesados tem se desenvolvido desde 1970 (BRUINS et al., 2000). Essas
pesquisas incluem muitos micro-organismos aerdbios, tendo como os principais

Staphylococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e Bacillus sp.
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(NAKAHARA et al., 1977; MARQUES et al., 1979; HARNETT & GYLES, 1984;
SCHWARZ & HOBEL, 1989; BELLIVEAU et al., 1991).

Além disso, muitos mecanismos de resisténcia aos metais como
mercurio, arsénio, ferro, cadmio, zinco, cobalto, niquel entre outros metais
pesados presentes em algumas bactérias ja foram descritos na literatura
(SILVER, 1996; MISRA, 1992; ROSENTEIN et al., 1992; COOKSEY, 1994;
SOLIOZ et al. 1995).

A sobrevivéncia microbiana em ambientes poluidos depende de suas
propriedades bioquimicas e estruturais, fisiologicas, e/ou adaptagdes genéticas
que incluem modificagdes morfologicas, assim como modificagdes ambientais
na especiacdo de metais (WUERTZ & MARGEAY, 1997). Microrganismos
apresentam varios tipos de mecanismos de resisténcia em resposta as
concentragdes de metais pesados (NIES, 2003). Esses mecanismos podem ser
codificados através de genes cromossomais, mas usualmente o loci que
confere resisténcia esta localizado nos plasmideos (CERVANTES &
GUTIERREZ-CORONA, 1994).

Atualmente, o uso de técnicas da biologia molecular permitem acessar
genes que conferem resisténcia a bactérias e investigar as respostas
bacterianas para o estresse ambiental e revelar os mecanismos moleculares
para a adaptacdo (ABOU-SHANAB et al., 2007).

Estudos com objetivo de identificar bactérias resistentes a metais
pesados bem como seus mecanismos de resisténcia tem se intensificado.
Existem dois fatores principais que motivam diversas pesquisas. O primeiro é
que existe grande potencial de que esses microrganismos testados sejam
capazes de realizar biorremediacdo in situ de solos contaminados, sendo
capazes de solucionar problemas de poluicdo ambiental muito importantes.

Mas existe também o fator ecolégico, pois a contaminagdo por metais
pesados pode alterar toda dinamica da comunidade microbiana. Por exemplo,
em sedimentos marinhos, bactérias apresentam papel importante na
reciclagem de nutrientes inorganicos e organicos, bem como na transferéncia
de energia e matéria para niveis troficos mais altos (OSINGA et al., 1996;
FABIANO & DANOVARO, 1998). Dessa maneira, o impacto de metais pesados
em bactérias bénticas pode ter consequéncias importantes tanto nos ciclos

biogeoquimicos quanto na trofodindmica bentica (FORD, 1994).
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Mas é importante destacar que esses efeitos ainda sdo tdo pouco
estudados que ainda € dificil extrapolar essa investigagdo em cepas
especificas para os efeitos na comunidade microbiana no ambiente natural
(FORD, 2000; DEL’ANNO et al., 2003).

2.3. Mecanismos de resisténcia

Uma célula pode desenvolver uma série de sistemas de resisténcia a
metais na tentativa de proteger componentes celulares mais sensiveis,
limitando o acesso a metais ou alterando componentes celulares, existindo,
assim, uma diminuic&do na sensibilidade (BRUINS et al., 2000).

Diversos fatores determinam a extensdao da resisténcia nos
microrganismos: o tipo e o numero de mecanismos para absorgdo de metais, o
papel que cada metal tem no metabolismo e a presenga de genes localizados
nos plasmideos, cromossomos ou transposons que controlam a resisténcia a
metais (BRUINS et al., 2000).

A seguir sdo descritos alguns desses mecanismos.

2.3.1. Exclusao de metais por barreiras permeaveis

Alteracdes na parede celular, membrana ou qualquer outro envelope de
microrganismos sao exemplos desse tipo de mecanismos de resisténcia que
tem por objetivo proteger componentes celulares essenciais que sejam
sensiveis a metais. Um exemplo & a exclusdo de Cu?* (ll) resultante de uma
alteracdo na producédo de uma proteina porina de um canal de membrana pela
E. coli B (Rouch et al., 1995). Isso consiste de uma mutagao de um unico gene,
o que diminui a permeabilidade da membrana a ions metalicos (JI & SILVER,
1995).
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Cu2+ Cu2+
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Figura 1 - Esquema simplificado do mecanismo de resisténcia por exclusao de barreiras permeaveis, em

que uma porina modificada impede a passagem de metais para dentro da célula.

2.3.2. Transporte ativo de metais

O transporte ativo ou sistemas de efluxo representam uma grande

categoria de sistemas de resisténcia a metais, pois microrganismos usam

transporte ativo para exportar metais toxicos para fora de seu citoplasma

(BRUINS et al., 2000).
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Zn2+ Zn2+
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| \ ATP
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" -

Célula bacteriana

Figura 2- Esquema simplificado do mecanismo de resisténcia por transporte ativo de metais para fora do

microrganismo.

2.3.3. Sequestro intracelular de metais

O sequestro intracelular € o acumulo de metais no citoplasma da célula
bacteriana para prevenir a exposicdo de componentes celulares essenciais
(BRUINS et al., 2000). Um exemplo desse tipo de mecanismo de resisténcia
estd presente no género Synechococcus, em que existe a producdo de
metalotioneina expresso por dois genes smt A e smt B. Essa proteina
apresenta forte ligacdo com Zn (ll) e Cd (ll) (SILVER, 1992).
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Figura 3 - Esquema simplificado do mecanismo de resistencia por sequestro intracelular de metais por

proteinas de ligagéo.
2.3.4. Sequestro extracelular

Esse mecanismo de resisténcia consiste na produgdo e excreg¢ao de
proteinas que sao capazes de se ligar fortemente a alguns tipos de metais.
Esse tipo de mecanismo foi hipotetisado em bactérias, mas também tem sido
encontrado em diversos tipos de fungos e leveduras (JOHO et al., 1995).
Saccharomyces cerevisiae pode reduzir a absorgéao de Ni (ll) pela excregéo de

grandes quantidades de glutationa, proteina com grande afinidade a esse metal

(MURATA et al, 1985).

Mi
i
O—ni
Mi
4 @—Ni
o . .
® 9
Proteiras

Figura 4 - Esquema simplificado do mecanismo de resistencia por sequestro extra-celular.
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2.3.5. Reducgao da sensibilidade de alvos celulares

Alguns microrganismos se adaptaram a presenca de metais tdxicos
através da alteragdo da sensibilidade de componentes celulares essenciais
(ROUCH et al., 1995). Isso se deve ao fato de ocorrerem mutacdes nesses
componentes que alteram sua sensibilidade a metais mas nado comprometem
sua funcao basica. Um exemplo desse tipo de adaptacao foi encontrado em
cepas de E. coli expostas a Cd (ll) no trabalho de Mergeay (1991), em que as

bactérias desenvolveram mecanismos de reparo do DNA.

2.3.6. Detoxificagao enzimatica de metais para formas menos

toxicas

Esse mecanismo consiste na transformacao de formas toxicas de metais
pesados para suas formas menos toxicas, realizado por enzimas presentes em
alguns microrganismos. Dessa maneira as bactérias conseguem transformar os
metais em formas que sejam menos agressivas ao meio ambiente e que
causam danos menores na biota.

Resisténcia ao mercurio € um exemplo muito estudado de sistema de
detoxificagdo enzimatica em microrganismo. Bactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus sp) e gram-negativas (E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens e Thiobacillus ferrooxidans) demostram essa
resisténcia (MISRA, 1992).

Essas bactérias contem um conjunto de genes que formam um operon
de resisténcia a Hg(ll) (mer). Esse operon n&o apenas detoxifica o Hg(ll) como
também transporta e auto-regula a resisténcia (JI & SILVER, 1995; MISRA,
1992). Esse mesmo conjunto de genes é capaz de codificar proteinas
periplasmaticas de ligacao e proteinas de transporte associadas a membrana.
Essa proteina periplasmatica de ligagao coleta Hg(ll) no ambiente ao redor da
célula e as proteinas de transporte levam o metal para o citoplasma para a

detoxificagao.
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Figura 5 - Esquema simplificado do mecanismo de resistencia por detoxificacdo enzimatica de metais

para formas menos toxicas (Modificado de Madigan et al. (2010)).

Esse tipo de mecanismo de resisténcia € muito estudado em bactérias
por terem potencial na realizagdo de biorremediacdo de ambientes
contaminados por metais pesados. Tendo a finalidade de solucionar problemas
ambientais causados por esse tipo de poluicdo e fazer com que a biota ndo

sofra com a toxicidade dessas substancias.

2.4. Potencial para Biorremediagao

Existe uma série de aplicacbes para os mecanismos de resisténcia a
metais pesados desenvolvidos por bactérias: recuperacdo de metais através do
sequestro ou precipitacdo bacteriana no esgoto e efluentes industriais,
bioacumulagcao de metais valiosos (outro, prata) e uso de mecanismos de
detoxificagdo enzimatica para fazer com que alguns metais [Hg(ll), Ar (V)] se
tornem menos toxicos ou biodisponiveis (BRUINS et al., 2000). Sendo esse
ultimo uma aplicagdo muito importante na microbiologia ambiental na tentativa
de recuperar ambientais contaminados por metais pesados.

O processo de biorremediacao € muito atrativo quando comparado com

meétodos fisico-quimicos para remocado de metais por ter um custo menor e
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uma maior eficiéncia quando a concentragdo de metais no ambiente n&o chega
a niveis muito altos (GADD & WHITE, 1993).

Tém sido investigadas maneiras de tornar os ambientes ora
contaminados em ambientes livres da contaminagdo por meio do uso de
microrganismos capazes de metabolizar metais toxicos presentes no ambiente,
e transforma-los em uma forma cujo potencial de dano a saude humana ou a
fauna e flora seja reduzido (CHEN & WILSON, 1997; GOMES et al., 1998;
ESSA et al., 2002; DOBLER, 2003).

Como exemplo desse potencial existe o estudo de Vaxevanidou et al.
(2008) que demonstrou taxas de remoc¢ao de 90% de solo contaminado por As

através do uso de Desulfuromonas palmitatis.

2.5. Potencial de bactérias de origem marinha

Mecanismos de resisténcia a metais sdo bem representativos em
bactérias marinhas que demonstram um enorme potencial para serem
utilizadas para biorremediagao de ambientes contaminados por metais pesados
(DASH et al., 2013). Alguns estudam demonstraram a capacidade de bactérias
marinhas como Vibrio haveyi que consegue bioacumular cobre, Enterobacter
cloaceae capaz de remover contaminantes como cobre, cobalto e cadmio
(IYER et al. 2005).

Apesar de todo esse potencial existente em bactérias presentes no
oceano, poucos estudos tém sido desenvolvidos para identificar bactérias
resistentes a metais pesados no ambiente marinho, principalmente no Brasil.

Alguns trabalhos realizados em diferentes paises mostram a importancia
desses estudos, como o trabalho de Santhiya et al. (2011) que demonstra a
importancia da analise de bactérias presentes na agua e areia de praias para
acessar e monitorar a qualidade desse ambiente. Além disso, outros estudos
demonstram a importdncia no monitoramento da existéncia de bactérias
resistentes a metais pesados em ambientes contaminados pois esse fator
predispde que essas bactérias sejam resistentes a antibidticos, sendo um
problema de saude publica (SPAIN & ALM, 2003).

Apesar disso, no Brasil, esse tipo de pesquisa ainda é focado em areas

terrestres, principalmente onde existe contaminacado de solos por industrias e
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agricultura, como pode ser visto nos trabalhos de ANDREAZZA et al. (2010,
2011), VOSS & THOMAS (2001) e CAMARGO et al. (2007).

No Brasil, quando se trata de isolamento e monitoramento de bactérias
resistentes a metais pesados alguns estudos focam no esgoto doméstico e
hospitalar como fonte desses microrganismos na tentativa de utilizar técnicas
para biorremediacdo de metais pesados.

Esse fator torna mais relevante os estudos em areas costeiras e
estuarinas, pois grande parte do esgoto brasileiro € despejada diretamente
nesses locais sem tratamento. O problema ainda é maximizado por essas
areas serem atrativos turisticos e onde se encontram grande adensamento
populacional, além da rica e importante biodiversidade presente.

Portanto, sdo necessarios estudos para o isolamento e monitoramento

de bactérias resistentes a metais pesados no ambiente marinho.

3. OBJETIVO

Objetivo do presente trabalho consiste em analisar a ocorréncia de
bactérias resistentes aos metais: cobre, cromo, cadmio e zinco na regiao
estuarina da Baia do Araga, municipio de Sao Sebastiao (SP), identificando-as
através de métodos biomoleculares. Além de analisar a relacdo das cepas
resistentes aos metais pesados com a concentragao de metais no sedimento, e

identificar a distribuicdo de cepas resistentes na regido de estudo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Areade Estudo

A Baia do Araca esta situada na cidade de Sao Sebastido —SP, em uma
area adjacente ao porto de Sao Sebastido (Figura 1). A Baia do Araca é
representativa na costa brasileira, pois reune ecossistemas como costdes
rochosos, manguezais e praias arenosas, em continuidade a uma regiao de
sublitoral que se estende para o interior do canal de Sao Sebastido — SP. Além

disso, possui representativa diversidade biolégica (AMARAL et al., 2010).
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O Araga pode ser classificado como uma baia muito protegida, com
hidrodindmica dominada pela maré, mas que também sofre a acido de ondas
de baixa amplitude (MIRANDA & CASTRO-FILHO, 1995). Devido a
proximidade da malha urbana, esse conjunto de diferentes biétopos esta, ha
muitos anos, exposto a diferentes tipos de agdo antrépica, como ocupacodes
irregulares, despejo de efluentes domeésticos, além de ser proxima ao Porto de
Sao Sebastido e ao Terminal Aquaviario da Petrobras, onde ocorrem
constantes vazamentos de 6leo, além de outras perturbagbes (AMARAL et al.,
2010).

S

Figura 6 — Vista panoramica de Sdo Sebastido, destaque para Baia do Araga e Porto de Sdo Sebastido.

Foto: http://www.panoramio.com/photo/28738490

Existem algumas areas no canal de Sdo Sebastido onde a influéncia
antropica é destacada. Em sua regido central esta localizado um dos maiores
terminais petroliferos do Brasil, o terminal Petrolifero Almirante Barroso
(TEBAR) da Companhia Petréleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS). O terminal é
constituido de um oleoduto que interiga um conjunto de 40 tanques de
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armazenamento, na parte terrestre e duas plataformas situadas no meio do
canal de Sdo Sebastido (NEIVA, 1993).

O TEBAR, além do pier de atracacédo de navios, possue tanques para
armazenamento de petroleo e seus derivados (gasolina, 6leo diesel, nafta e
querosene de aviagao, metanol e lastro). Préximo ao TEBAR ha o porto de Sao
Sebastido, para navios de pequeno e médio calado (GUBITOSO, 2010).

Ainda, localizado na Baia do Araca existe um emissario submarino, que
transporta e langca no canal quase todo esgoto doméstico da cidade de Sé&o
Sebastidao (GUBITOSO, 2010) (Figura 7).

CEmissario

[Canal de Sao Sebastiao

Figura 7 - Esquema da localizagdo dos emissarios submarinos (linha vermelha), porto de Sao Sebastido,

e o Terminal Petrolifero Almirante Barroso (TEBAR), proximos a Baia do Araga. Fonte: Google Earth.

4.2. Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de sedimento em 37 pontos distribuidos ao
longo da Baia do Araga e georreferenciados por GPS (Garmin) (Figura 8).
Foram realizadas 4 coletas que ocorreram trimestralmente entre julho de 2013
a julho de 2014, totalizando 148 amostras de sedimento coletadas. As coletas

foram realizadas desde as praias até a isobata de 20 m de profundidade.
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Figura 8- Mapa da regido de Sdo Sebastiao mostrando a localizagdo do Canal de Sdo Sebastido
e em detalhe a Baia do Araga com os pontos de coleta na regido do sublitoral (1-16) e na regido
de Entremarés (17-37).

As coletas foram feitas com amostradores cilindricos, em alguns pontos
da regido entremarés e com multicorer (Figura 9 a-c) nas regides do
entremarés e do sublitoral, dependendo da profundidade dos pontos de
amostragem. Em cada estacao de coleta, foram retiradas amostras até a 20 cm
de profundidade no sedimento.
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Figura 9- Tipos de equipamentos utilizados durante as coletas na Baia do Araga: Amostrador cilindrico (a —b)

utilizado no entremarés e multicorer (d) no entremarés e sublitoral.

As amostras de sedimento foram acondicionadas em sacos plasticos
estéreis e levadas ao Laboratério de Microbiologia Marinha (MICROMAR) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus do Litoral

Paulista.

4.3.Isolamento de bactérias

Para cada amostra, 10 g de sedimento foram homogeneizados em
90mL de solucédo salina (NaCl 0,9%) e colocados no agitador por 5 min para
que houvesse desprendimento das bactérias aderidas aos gréos de areia. Apos

esse processo foi realizada uma diluicdo seriada até a concentragéo de 10-.



26

As diluicdes foram plaqueadas em placas de petri contendo meio de
cultura Marine Agar 2216E (Difco), através da técnica de “Pour- Plate” e
incubadas a 28°C, durante de 24-72h.

Apos esse periodo, procedeu-se a contagem de colOnias crescidas em
cada placa com auxilio de contador de colénias Tipo Quebec (Figura 10) e os
resultados foram expressos como unidades formadoras de colénia por grama
de areia (UFC g). A partir de cada placa coldnias com aspectos diversos
foram seleciondas e isoladas, através da técnica de esgotamento, nos mesmos

meios de cultura.

Figura 10 — Utilizagdo de contador de col6nias Tipo Quebec para contagem das colénias das amostras de

sedimento marinho.

Para o isolamento, foram selecionadas 100 colénias as quais foram
submetidas a uma sucessdo de cinco esgotamentos, para obtengdo de

colénias puras.

4.4. Armazenamento

As cepas isoladas foram transferidas para Eppendorfs contendo caldo
nutriente preparado com agua do mar esterilizada (filtrada em filtros 0,22um e
autoclavada), e acrescido de 20% de glicerol. Os tubos foram armazenados em

ultra freezer a temperatura de -80°C.
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4.5. Identificagao

Para realizacdo da idenficagdo molecular foi feita extracdo do DNA
gendmico das colbnias armazenadas utilizando o PureLink® Genomic DNA Kit
de acordo com as instrugcdes do fabricante. O DNA extraido foi analisado em
gel de agarose 0,8% e quantificado (SOUZA, 2013).

O DNA gendmico de cada isolado bacteriano foi utilizado como molde
para amplificagcdo da regido do gene 16S rDNA através de reacdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR). Foram utilizados oligonucleotideos para o
dominio Eubacteria fD1 “foward” (5’ -17AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
rD1 “reverse” (5 AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (WEISBURG et al., 1991).

As reacgdes foram realizadas em volume final de 50 pl contendo 20 pmols
de oligonucleotideos, 200 uM de cada dNTP, 1 X tamp&o da enzima, 2 U da
enzima Taq DNA polimerase (FERMENTAS), 1,5 mM de MgCI2 e 20 ng de
DNA molde.

A reagao de amplificagao foi realizada em termociclador modelo Veriti-96
well termal cycler (Applied Biosystems), dentro do programa 94°C/3 minutos,
30 ciclos de amplificagdo (94°C/1 minuto, 55°C/30 segundos, 72°C /30
segundos), 72°C/10 minutos.

A avaliagdo dos amplificados foi feita por eletroferese em gel de agarose
0,8%. O tamanho do fragmento esperado era de, aproximadamente, 1500
pares de base.

O DNA amplificado foi purificado através do PureLink® Quick Gel
Extraction and PCR purification Combo Kit (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apds a purificagao, foram retirados 5 pl do produto
final, para avaliagdo por eletroforese em gel de agarose 0,8% e quantificacéo
do DNA para realizagao da reacédo de sequenciamento.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit
Sequencing- Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready ABI Prism verséo 3
— Life Technologies. Cada reacdo de sequenciamento foi ajustada para um
volume final de 10 ul, utilizando 20ng dos fragmentos de interesse, 3,2 pmols
de oligonucleotideos inicadores rD1 ou fD1, 2,0 ul de tampéao 2,5x e 0,5 ul dos
terminadores Big Dye. As condigdes de reagao foram: 96°C/1 min; 25 ciclos
(96°C/1 min., 50°C/5s., 60°C/ 4 min.) (SOUZA, 2013).
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Apos a reacéo foi realizada a precipitacdo adicionando-se 2,5 ul de EDTA
125mM, 30 pl de etanol 100%. A solucdo foi misturada por inversao e
centrifugada por 20 min. A 13.4000 rpm a 4°C. Depois o sobrenadante foi
descartado, foi adicionado 30pl de etanol 70% e centrifugado novamente nas
mesmas condigdes. O sobrenadante foi novamente descartado, a amostra
seca a temperatura ambiente e depois armazenada a 4°C.

O sequenciamento foi realizado no Centro de Estudos do Genoma
Humano e células-tronco (CEGH-CEL), no Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo (USP), através de sequenciador ABI, modelo 3130
(Applied Biosystems).

As sequéncias encontradas foram alinhadas utilizando o programa Clustal
W 1.8. Posteriormente as sequencias foram ajustadas com o auxilio do
programa BioEdit, de forma que todas tivessem o mesmo numero de bases e
estivessem completamente alinhadas.

Foi utilizado a ferramenta BLASTn da base de dados do NCBI (National
Center of Biotechnology Information) para identificacdo das cepas isoladas.

A analise de distancia foi feita com base na regido 16S rDNA, utilizando o
programa Mega6. Cada sequéncia obtida neste trabalho foi alinhada as
sequéncias semelhantes (selecionadas pela busca no BLAST), em um
alinhamento multiplo, o qual foi gerado automaticamente pelo Mega6. Em
seguida, foi gerada a arvore pelo método de distdncia Neighbor-Joining
baseado no modelo Tamura-Nei (SOUZA, 2013).

4.6. Determinacao da Concentragdao Minima Inibitéria (CMI)

Para determinar se as cepas isoladas eram resistentes aos metais
pesados ou nao, foi realizada a determinagdo da Concentragdo Minima
Inibitéria (CMI) (Figura 11).
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Figura 11 — Teste de resisténcia das cepas isoladas aos metais pesados.

Cada col6nia isolada foi inoculada em 1 mL de solugédo salina, com o
controle de turbidez equivalente a uma solugdo padrao 0,5 de McFarland
(1x108 UFC mL™").

Os inéculos preparados foram reinoculados em placas de petri contendo
meio Agar Muller Hinton (Difco™ 225250) com as seguintes concentragdes de
metais 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800; 1600; 3200 ug mL-'. Quatro diferentes
metais pesados foram testados mediante uso dos seguintes compostos:
CdS04.8/3H20; 2ZnS04.7H20; CuS04.5H20; K2CrO4. Os testes foram
realizados em triplicatas (MATYAR et al., 2008).

Os isolados foram considerados resistentes quando o valor da CMI
excedeu o de Escherichia coli K-12 que foi usada como controle
(AKINBOWALE et al., 2007)., como nos trabalhos de Trevors et al. (1985),
Ahmad & Yadava (1988) e Malik & Jaiswal (2000).

4.7. Analise dos metais pesados

A andlise dos elementos metalicos cromo, cobre, cadmio e zinco foi
realizada no Instituto Oceanografico da Universidade de Sao Paulo (I0- USP)
em amostras de sedimento superficial congeladas e liofilizadas, segundo a
metodologia SW 846 US EPA 3051 (USEPA, 1994), a qual consiste em uma
digestdo acida capaz de dissolver a maior parte dos elementos de origem
antrépica. As estruturas silicaticas ndo sao dissolvidas por esse procedimento.

Foram adicionados 10 mL de HNO3 a 300mg de sedimento seco e essa

solucdo foi submetida a acido de microondas por 30 minutos em diferentes
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potenciais, de 250W a 890W. Em seguida a amostra foi filtrada em papel filtro
Whatman 41 e a solugao resultante teve seu volume elevado a 45 mL.

Os elementos Cr, Cd, Cu e Zn foram quantificados por espectrometria de
emissao atdbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES).

Para verificagdo da metodologia analitica foram utilizados materiais de
referéncia certificados (CRMs), EnviroMAT SS-1 e EnviroMAT SS-2 da SCP
Science.

Como no Brasil ainda nao existe legislagdo que indique concentragbes
no sedimento que sejam capazes de prejudicar a biota e a saude do
ecossistema, no presente estudos foi utilizado os valores de referéncia da
Canadian Sediment Quality Guidelines (SQG) para sedimentos marinhos
(CCME 2002) (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de referéncia para concentragdo de metais em sedimentos estuarinos de acordo
Canadian Sediment Quality Guidelines (SQG). TEL — Threshold Effect Level — Nivel limiar abaixo do qual
néo ocorre efeito adverso a comunidade biolégica; PEL — Probable Effect Level — Nivel provavel de efeito

adverso a comunidade bioldgica (frequentemente associados € efeitos bioldgicos).

Metais TEL (mg kg™ PEL (mg kg™)
Zn 123 315
Cr 37,3 90
Cu 35,7 197
Cd 0,6 3,5

4.8. Analise do sedimento

A analise granulométrica foi feita aplicando o método tradicional de
peneiramento e pipetagem descrito por Suguio (1973).

A andlise do percentual de carbono organico no sedimento foi
realizada a partir da oxidagcdo com dicromato de potassio, ataque com
acido sulfurico e posterior titulagcdo do dicromato excedente da oxidacao
com sulfato ferroso amoniacal, conforme descrito
em Gaudette et al. (1974).
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O método baseia-se na oxidagao (exotérmica) com dicromato de potassio e aci
do sulfurico concentrado. A quantidade de dicromato consumido na oxidagao d
o carbonato organico é determinada titulando-se o excesso de dicromato com
sulfato ferroso amoniacal.

O carbono organico total (COT) foi determinado segundo a Equacgao 1:

[%COT] =V x [1-(T/T Br)] x 0,003 x N x (100/m) (1)
onde:

V = volume de dicromato utilizado, em mi;

N = normalidade do dicromato;

T = volume de sulfato ferroso gasto na amostra, em ml;

T Br = volume de sulfato ferroso gasto no branco, em mi;

m = massa da amostra de sedimento, em gramas.

4.9. Analises Estatisticas

Foi realizado teste de homocedasticidade para confirmacao de dados
heterogéneos, e entdo utilizados testes estatisticos n&do paramétricos.

Aos resultados obtidos para concentracdo de metais pesados,
densidades de bactérias, matéria organica e carbono organico total foi aplicado
o teste estatistico ndo paramétrico de Mean-Whitney para verificar as
diferencgas significativas entre as amostras (p<0,05). Para verificar a diferenga
estatistica entre a porcentagem de resisténcia das cepas aos metais testados
nas duas regides de amostragem foi utilizado Chi-quadrado. Por fim foi
aplicada a correlagdo de Sperman entre as concentragcdes de metais e

porcentagens de resisténcia.

5. RESULTADOS

5.1. Dados fisico-quimicos

O metal que apresentou maior concetracdo no sedimento foi o Zn com
concentragdo média de 38,84 mg kg', seguido do Cr com 19,8 mg kg, Cu
com 5,47 mg kg™' e Cd com 0,25 mg kg™' (Figura 12).
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Para todos os metais testados as concentragbes foram
significativamente maiores na regido de sublitoral (Cd: p=0,0088; Cr: p=0,002;
Cu: p= 0,037 e Zn= 0,049).
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Figura 12 - Grafico com as concentragdes (mg kg-1) dos metais pesados: zinco (a), cadmio (b), cobre (c)
e cromo (d) nas duas regides de amostragem (entremarés e sublitoral). (*) representa diferenga estatistica
(p<0,05).

A analise granulométrica demonstrou que grande parte dos sedimentos
da baia sdo dominados por areias finas e muito finas, com pouca quantidade
de silte e argila. Mas em média, o sedimento do sublitoral apresentou

sedimentos mais finos que o entremarés (Figura 13).
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a) b)
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M Areia muito grossa W Areia muito grossa
W Areia grossa W Areiagrossa
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W Areia muito fina W Areia muito fina
W Silte msilte
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Figura 13- Composicao granulométrica do sedimento da Baia do Araga na regido do entremarés (a) e do
sublitoral (b).

A porcentagem de matéria organica (MO) do sedimento variou de 4,9 a
14,8%, sendo que os maiores picos foram registrados no sublitoral e os
menores no entremarés. Na regido do sublitoral a porcentagem de matéria
organica foi significativamente maior em relagado a regidao de entremarés. No
sublitoral a MO teve porcentagem média de 13,7%, enquanto que no

entremarés a meédia foi de 6,5% (Figura 14).
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Figura 14- Porcentagem média da matéria organica (M.O.) dos sedimentos da regido do entremarés e do
sublitoral. (*) representa diferenga estatistica.
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Em relagdo ao carbono organico total (COT), a variagao foi menor que a
observada para matéria orgénica. As porcentagens foram de 0,43 a 1,15% ,
sendo que os maiores valores foram encontrados na regido de sublitoral e os
menores no entremarés. No sublitoral houve porcentagem média de 0,82% e
no entremarés de 0,72%. Nao houve diferenca estatistica para COT nas duas

regides de amostragem (Figura 15).
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Figura 15 - Porcentagem de carbono orgénico total (C.O.T.) dos sedimentos do sublitoral e no

entremarés.

5.2. Densidade de bactérias

A densidades bacteriana variou nos pontos de coleta, especialmente no
sublitoral, com maximos valores chegando a 85 UFC 104 g'. Os valores
menores estiveram entre 7 e 10 UFC 10* g'. Nao foi observada diferenca
estatistica entre os valores de densidade para as duas regdes de amostragem
(p=0,605), entretanto, os maiores valores de densidade ocorreram na regidao do
entremarés com média de 46 UFC 10% g', enquanto que o sublitoral obteve
apresentou valores médios de 34 UFC 10* g (Figura 16).
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Figura 16- Densidade média de bactérias no sublitoral e no entremarés.

A influéncia da concentracdo dos metais nas densidades bacterianas

pode ser inferida a patir da observacdo da figura 12. Apesar da correlagao

fraca, pode

ser observada uma tendéncia de diminuicdo da densidade de

acordo com o aumento da concentracao de todos os metais (Figura 17).
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Figura 17 - Correlacéo entre as densidades médias de bactérias e as concentragdes de Zn (a), Cd (b), Cu (c) e
Zn (d) (n=37).

5.3. Resisténcia aos metais

De um total de 100 cepas bacterianas isoladas, 53% foram resistentes
ao cromo, 52% ao zinco, 38% ao cadmio e 10% ao cobre (figura 18). As
bactérias foram mais resistentes aos metais que apresentaram maiores
concentracdes (Cr e Zn). Em relagdo ao Cd, apesar da baixa concentragcdo no

sedimento, houve porcentagem significativa de cepas resistentes.
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Figura 18- Porcentagem de cepas resistentes ao Cobre (Cu), Cadmio (Cd), Cromo (Cr) e Zinco (Zn),

isoladas do sedimento.

O perfil de resisténcia em cada concentracdo de metal pesado testado
pode ser vizualizado na tabela 2. Para o Cd foram poucas as cepas que
resistiram a concentragbes maiores que 200 yg mL'. Para o Cr, 36% das
cepas cresceram mesmo na concentragdo de 3200 yg mL™'. Para Zn e Cu,
poucas cepas (4% e 2%, respectivamente) cresceram na concentragédo 1600

pg mL" e nenhuma conseguiu resistir @ maior concentragéo (3200 ug mL™).

Tabela 2 — Porcentagem de resisténcia das cepas testadas em diferentes concentragdes de Cd, Cu, Cre
Zn.

Metais Porcentagem (%) de cepas tolerantes a cada concentragio de metais (ug mL"') % cepas
resistentes

12,5 25 50 100 200 400 800 1600 3200 >3200

Cadmio 54,0 51 49 38* 22 7 0 0 0 0 38
Cobre 100 95 941 86 42 25 10* 2,0 0 0 10
Cromo 100 100 100 100 100 97,0 658 53* 36,0 0 53
Zinco 100 96,0 94,0 93,0 720 52* 42 4 0 0 52

* Concentragdo minima inibitéria da cepa padrao Escherichia coli K12.

Quando analisado o perfil de multi-resisténcia das cepas testadas
observou-se que apenas 23% das cepas ndo foram resistentes a nenhum
metal pesado, sendo que 49% foram resistentes a mais de dois metais
pesados ao mesmo tempo e 7% das bactérias testadas foram resistentes
concomitantemente ao Cd, Cu, Cr e ao Zn, apresentando multi-resistecia
(Figura 19).
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14% =0
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Figura 19 - Porcentagem de cepas resistentes a diferentes quantidades de metais pesados testados. 0 —
representa as cepas que nao foram resistentes a nenhum metal; 1 - cepas resistentes a apenas 1 metal
pesado; 2- cepas resistentes a dois tipos de metal; 3- cepas resistentes a 3 diferentes tipos de metal; 4 —
cepas resistentes a todos metais pesados testados.

Quando comparadas as duas regides de amostragem (entremarés e
sublitoral) observou-se que a a prevaléncia de cepas resistentes acompanha
diretamente os padrdes encontrados para as concentracbes de metais. No
sublitoral as bactérias apresentaram maior porcentagem de resisténcia, onde
também foram encontradas as maiores concentragdes de metais, apenas para
o0 cadmio essa relacdo foi inversa. Ja no entremarés, houve menor
concentragdo de metais e menor porcentagem de cepas resistentes.

No sublitoral as bactérias foram mais resistentes ao Zn, Cu e Cr
enquanto que no entremarés, as cepas foram mais resistentes ao Cd e ao Cr
(figura 20). Além disso, as porcentagens de bactérias resistentes foram
significativamente maiores no sublitoral tanto para Zn (p= 0, 0077; x?>= 7,1;
gl=1) quanto para o Cu (p= 0,0003; x>=13,31; gl=1).
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Figura 20- Porcentagem de cepas resistentes aos metis pesados (cadmio, cobre, cromo e zinco) nas duas
regibes de amostargem: entremarés e sublitoral. (*) representa diferenga estatistica entre o entremarés e
o sublitoral.

As concentracbes dos diferentes metais pesados testados e as
porcentagens de cepas resistentes a cada um dos metais, em cada ponto de
coleta, sdo mostradas na figura 21. Destaca-se a presenga de maiores
concentragcbes e porcentagens de resisténcia nos pontos do sublitoral,
especialmente para Zn, Cr. Para o Cd as maiores concentracbes estdo no

sublitoral, mas as maiores porcentagens de resisténcia estdo no entremarés.
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Figura 21- Graficos das concentra¢des de metais e porcentagem de cepas resistentes para Cr( a),

Cd (b), Cu (c) e Zn (d) em cada ponto de amostragem (1-37).

Esse fator pode ser observado através de mapas de interpolagéo da

contracdo de metais ao longo da Baia do Araga, em que as maiores

porcentagens estdo concetradas nar regides mais préximas ao porto e ao canal
de Sao Sebastidao (Figura 22-25).
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Figura 22 — Mapa com as concentragdes de Cd nos pontos de coleta de 1-37.
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Figura 23 — Mapa com as concentracdes de Cr nos pontos de coleta de 1-37.
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Figura 24 - Mapa com as concentragdes de Zn nos pontos de coleta de 1-37.
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Figura 25 - Mapa com as concentragdes de Cu nos pontos de coleta de 1-37.

Um padrdo parecido para as porcentagens de cepas resistentes aos
metais pesados pode ser observado para Zr e Cu. Para Cu nenhum padrao
pode ser observado pois foram poucos cepas resistentes isoladas e em muitos
pontos de coleta ndo houveram cepas resistentes isoladas. Para Cd o padrao
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oposto ao da concentracdo de metais pode ser observado, em que as maior
porcentagem de cepas resistentes se concentrou na regido de entremarés que

também apresentou menor concentragao de metais pesados (Figuras 26-29).
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Figura 26 — Mapa com as porcentagens de bactérias resistentes ao Cd nos pontos de coleta 1-37.
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Figura 27— Mapa com as porcentagens de bactérias resistentes ao Cr nos pontos de coleta 1-37.
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Figura 28- Mapa com as porcentagens de bactérias resistentes ao Cu nos pontos de coleta 1-37.
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Figura 29 - Mapa com as porcentagens de bactérias resistentes ao Zn nos pontos de coleta 1-37.

O teste de correlacdo de Spearman monstrou que nao houve correlagcao
elevada entre as concentragbes de metais pesados e porcentagem de cepas
resistentes nos pontos de amostragem (Figuras 30-33). Mas para Zn e Cr
houve uma correlagdo positiva que apesar de fraca indica aumento de cepas

resistentes de acordo com o aumento da concentragdo de cada metal.
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Figura 31 - Correlagao entre a porcentagem de cepas resistentes ao cromo € a concentragdo de cromo no

sedimento (n=37).
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Figura 32- Correlagéo entre a porcentagem de cepas resistentes ao cobre e a concentragédo de cobre no

sedimento (n=37).
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Figura 33- Correlacao entre a porcentagem de cepas resistentes ao zinco e a concentragao de zinco no

sedimento (n=37).
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5.4. Identificagao das bactérias

Entre as cepas bacterianas que apresentaram resisténcia aos metais, 50
foram selecionadas e submetidas a técnicas de identificagdo molecular.
A imagem do resultado da corrida de eletroforese depois de algumas

extragcdes de DNA gendmico pode ser visualizada na figura 34.

Figura 34 - Resultado da corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8% de algum dos DNAs genémicos

extraidos das cepas isoladas.

A imagem do resultado da corrida de eletroforese depois da amplificagédo

dos DNAs extraidos pode ser visualizada na figura 35.

Figura 35— Resultado da corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8% depois da reagéo de

polimerizagéo em cadeia (PCR) dos DNAs gendémicos extraidos das cepas isoladas.

A qualidade dos eletroferogramas pode ser visualizada na figura 36.
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Figura 36 - Exemplo da qualidade do eletroferograma gerado a partir do BioEdit para identificagdo de uma

das cepas isoladas.

A partir das analises moleculares foram identificadas as espécies de
tabela 3,

inibitorias.

bactérias descritas na juntamente com suas respectivas

concentracbes minimas Dez cepas ainda nao puderam ser
identificadas por apresentarem baixa porcentagem de identidade com as

sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI.

Tabela 3- Cepas isoladas da Baia do Araga e suas respectivas concentragbes minimas inibitéria (CMI).

Cepa Espécies Caodigo % de CMI (pg/mL)

(ID) NCBI identidade

Zn Cu Cr Cd

5 Bacillus cereus KC895904.1 99% 800 1600 >3200 400

10 Bacillus cereus KJ801586.1 99% 1600 1600 >3200 400

12 Bacillus cereus FJ393304.1 99% 1600 800 >3200 200

36 Enterobacter KJ877656.1 98% 1600 1600 1600 200

asburiae
41 Exiquobacterium  HM489971.1 98% 1600 400 >3200 12,5
sp
55 Vibrio CP006718.1 98% 200 800 3200 400
alginolyticus

8 Bacillus cereus JX155762.1 99% 1600 1600 >3200 400

11 Bacillus pumilus  GU991855.1 99% 1600 800 >3200 400

13 Bacillus pumilus  GU991855.1 99% 1600 800 >3200 200

16 Bacillus pumilus  KJ526891.1 99% 1600 800 >3200 12,5

19 Bacillus cereus KC441781.1 99% 1600 400 >3200 12,5

25 Bacillus pumilus ~ CP007436.1 99% 1600 400 3200 12,5

33 Bacillus pumilus  KJ526883.1 98% 1600 400 3200 12,5

35 Bacillus pumilus  KJ526886.1 98% 1600 200 3200 12,5

37 Bacillus KF436709.1 99% 1600 1600 >3200 400

aerophilus
38 Bacillus pumilus  KJ526883.1 99% 1600 1600 >3200 200
39 Bacillus pumilus  KJ526886.1 99% 1600 800 >3200 100
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A partir da analise da tabela 2 é possivel verificar o predominio do
género Bacillus entre os isolados. Entre as 50 cepas testadas, 7 foram
identificadas como Bacillus cereus, 13 Bacillus pumilus, 2 Bacillus thurigiensis,
1 Bacillus boroniphilus, 1 Bacillus safensis, 1 Bacillus aerophilus, 1
Staphylococcus aureus, 1 Staphylococcus sp, 2 Staphylococcus epidermis, 1
Staphylococcus warneri, 4 Vibrio alginolyticus, 3 Planococcus maritimus, 1
Micrococcus luteus, 1 Enterobacter asburiae, 1 Exiquobacterium sp (figura 37).
Destas apenas os géneros Vibrio e Enterobacter pertencem ao grupo de
bactérias gram-negativas, o restante das bactérias isoladas pertencem ao

grupo de bactérias gram-positivas.

m Bacillus pumillus
| 3% ® Bacillus cereus

(4]
Bacillus aerophilus

Bacillus thurigiensis

&

Bacillus safensis
= Bacillus boroniphilus
m Vibrio alginolyticus
® Planococcus maritimus

® Micrococcus luteus

m Fnterobacter asburiae
s Fxiquobacterium sp
m Staphylococcus aureus

20
/ 2% 39

= Staphylococcus sp

Staphylococcus epidermis

Figura 37 - Porcentagens das espécies de bactérias isoladas e identificadas através de técnicas de

biologia molecular.

by

A resposta de cada género, em relacdo a resisténcia aos metais
testados, foi diferente de acordo com os valores de CMI (figura 38).

Para o zinco os géneros Enterobacter e Exiquobacterium foram os que
apresentaram maiores CMI com média de 1600 yg mL'. O menor valor de

CMI foi 12,5 ug mL-", apresentado pelo género Micrococcus (figura 38- a).
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Em relagéo ao cromo todos os géneros apresentaram valor alto de CMI,
especialmente Exiquobacterium sp que chegou a 3200 ug mL-', seguido de
Bacillus sp, Vibrio sp e Staphylococcus sp apresentaram valores de CMI bem
préximos variando de 2400 a 2614 yg mL™" (figura 38 — b).

Enterobacter sp foi o género que apresentou maior CMI para o cobre,
chegando a 1600 pyg mL'. Os outros géneros apresentaram valores bem
abaixo, variando a média de 250 a 568 ug mL-" (figura 38 — c).

Cadmio foi o metal em que cepas apresentaram menores valores de
CMI. O pico mais alto foi obtido pelo género Micrococcus (400 ug mL') e o
mais baixo pelo Exiquobacterium (12,5 ug mL™"), os outros géneros variaram de
200 a 249 ug mL" (figura 38 — d).
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Figura 38 - Média da concentragdo minima inibitoria para zinco (a), cromo (b), cobre (c) e cadmio (d) para cada

género de bactéria isolado.
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6. DISCUSSAO

6.1. Dados fisico-quimicos

Os sedimentos tém sido considerados como um compartimento de
acumulagao de poluentes, devido tanto a alta capacidade de sor¢ao quanto a
capacidade de acumulacédo, onde as concentragcbes tornam-se varias ordens
de grandeza maiores do que as concentragdes encontradas na agua, o0 que
possibilita o uso dos sedimentos com um bom indicador de poluicado aguda e
crénica (FOSTNER & WITTMANN, 1981).

Em relagcdo aos valores de matéria organica encontrados na Baia do
Araca, vale destacar sua influéncia nas densidades bacterianas encontradas.
Gubitoso et al. (2008) demostrou em seu trabalho que de acordo com os
valores obtidos pelas razbes C/P observou-se que a matéria organica em
grande maioria € de origem da decomposi¢cdo bacteriana, o que pode estar
relacionada a decomposi¢cdo da matéria organica existente na regiao.

No presente estudo foi possivel observar as maiores concentragdes de
metais presentes na regido de sublitoral, bem como as maiores porcentagens
de matéria organica. Através da analise granulométrica foi possivel determinar
o predomino de sedimentos finos na regido de sublitoral o que indica uma area
de baixa energia para que seja possivel a deposicdo desses sedimentos
(BELUCIO, 1995).

Além desse fator geomorfologico, as maiores concentragcdes de metais
no sublitoral podem ser explicadas pela maior proximidade do canal de Sao
Sebastido onde existe o predominio de poluigdo vinda através do porto e de
efluentes domésticos e industriais.

A hidrodinamica local também possibilita 0 maior acumulo de metais e
matéria organica no sublitoral. Estudos de Castro-Filho (1990) e Fontes (1995)
demonstraram que a circulagdo do canal de Sao Sebastido caracteriza-se por
movimentos de norte e sul, com periodicidade de dias, pouco influenciada
pelas correntes de maré. Isso indica que parte da polui¢cao vinda da parte norte
do canal onde se localiza o porto e o TEBAR pode influenciar na deposi¢ao de
metais pesados nos sedimentos da Baia do Aracga, especialmente nos pontos
37, 30, 29, 33, 36, 28 e outros pontos da regido do sublitoral.
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As maiores concentragdes obtidas para zinco, cromo, cobre e cadmio,
podem, em parte, ser explicadas pela presenca de fontes de contaminagao de
metais. As possiveis fontes de contaminagcdo desses metais no sedimento, de
acordo com estudos de Lone et al. (2008), para zinco sdo: galvanoplastia,
fundicdo e refino, mineragéo, biossoélido; para cromo: galvanoplastia, lodos,
residuos solidos, curtumes; para cobre: galvanoplastia, fundigdo e refino,
mineragao, biossdlido; e para cadmio: atividades antrépicas, fundicdo e refino
de metais, queima de combustiveis fosseis, aplicagdo de fertilizantes
fosfatados, lodo de esgoto.

Em Sao Sebastido provavelmente atividades relacionadas a refinarias,
queima de combustiveis fosseis, despejo de efluentes industriais e domésticos
acabam por influenciar na quantidade de Zn, Cr, Cd e Cu encontrada nos
sedimentos da Baia do Araca (ABESSA et al., 2012).

Os niveis obtidos para metais pesados, encontraram-se, na maioria das
amostras, abaixo dos valores estabelecidos pela legislacdo Canadense.
Entretanto, em alguns pontos do sublitoral, os niveis obtidos ficaram acima dos
limites. Vale ressaltar, a importancia do desenvolvimento de legislagdes
especificas para o Brasil em relagdo a concentracdes aceitaveis de metais
pesados nos sedimentos. Sedimentos de regides diferentes apresentam
diferentes constituintes, condi¢des fisico-quimicas, além da biota apresentar
caracteristicas e metabolismo extremamente distintos, fazendo que se torne
questionavel a utilizacdo de padrbes estrangeiros também para sedimentos
brasileiros (ALVES et al., 2010).

6.2. Densidade bacteriana

Em zonas costeiras os sedimentos tém sido considerados como
importantes ambientes para atividade microbiana (HAMELS, et al., 2004;
MORENO et al.,, 2006). Varios estudos indicam que a abundancia de
microrganismos esta correlacionada positivamente com porcentagem de
matéria organica (OLIVEIRA et al., 2007; BLUM et al., 2004). Esse fator pode
explicar as densidades de bactérias obtidas nas amostras de sedimento do
presente trabalho, uma vez que, 0os mesmos apresentaram quantidade

significativa de matéria organica em sua composigao.
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Entretanto, mesmo a porcentagem de M.O. tendo sido significantemente
maior no sublitoral o mesmo ndo ocorreu com as densidades bactérias. Isso
pode ser explicado pois a diferenga de M.O. nao foi suficiente para causar
impacto na populagdo microbiana assim como verificado no trabalho de Pinto
et al. (2012) ou devido as altas quantidades de metais encontradas na regiao
do sublitoral quando comparado com o entremarés.

A granulometria também tem influéncia nas densidades microbianas
uma vez que, sedimentos ndo muito finos, com uma maior superficie de
contato, favorecem a adesdo de matéria orgénica e de microrganismos. Pelo
contrario, sedimentos mais finos e arredondados acabam por dificultar essa
adesao (HAMELS et. al.,, 2004; OLIVEIRA et al.,, 2007). Esses fatores nao
foram verificados neste estudo, provavelmente, porque a diferenca na
composi¢cdo do sedimento das duas areas ndo seja suficiente para causar
impacto nas densidades de bactérias.

Diversos estudos indicam que a presenga de metais pesados no solo
diminui a densidade de microrganismos devido a sua toxicidade (TYLER, 1974;
HAFEBURG & KOTHE, 2007). No presente estudo a correlagdo negativa foi
fraca, mas houve tendéncia de diminuicdo das densidades bacterianas de
acordo com o aumento da concentragdo de todos os metais. Entretanto € de
extrema importancia ressaltar que mesmo com uma indicagao de diminuigao de
densidade com o aumento da concentragao de metais pesados houve aumento
significativo de cepas resistentes em pontos com maior concentracédo de

metais.

6.3. Bactérias resistentes aos metais pesados

Azam et al. (1977) reportaram que bactérias em ambientes marinhos
sofrem selecao ou adaptacdo quando existe a ocorréncia de metais pesados. A
contaminagdo por determinado metal no ambiente, aumenta o nivel de
resisténcia da comunidade bacteriana local a esse metal (MALIK et al., 2002).
Portanto, quanto maior a concentracdo de metais pesados, maior a existéncia
de bactérias resistentes a eles. Esse dado foi corroborado no presente estudo,
pois Zn e Cr foram os metais que apresentaram maior concentracdo nos

sedimentos e em relacdo aos quais mais da metade das cepas testadas
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mostraram-se resistentes, enquanto que Cu teve concentracdo mais baixa e
consequentemente menor porcentagem de cepas resistentes.

Cromo, especialmente Cr (VI), exibe pequena atividade bioldgica, devido
a baixa interagdo com macromoléculas, podendo ser considerado menos toxico
que outros metais pesados (ARSLAM et al., 1987). Porém o cromo é facilmente
transportado através de membranas, como resultado da atividade de
transportadores inespecificos de fosfato ou sulfato (BUTTNER &
BEYERSMANN, 1985), e s6 através de varias reagdes quimicas dentro da
célula, por meio de diversos agentes redutores o cromo pode sofrer redu¢ao
formando cromo hexavalente que € conhecido como um agente carcinogénico
e mutagénico por ser capaz de formar ligagdes com RNA e DNA ou proteinas e
induzir mutagédo (YANG et al., 1992).

A relativa baixa toxicidade em relacdo a outros metais, além da sua
maior concentragdo na Baia do Araga, pode explicar a maior porcentagem de
cepas resistentes ao cromo do que aos outros metais.

Sabe-se que 0 Zn é um elemento tragco essencial a célula bacteriana,
mas em altas concentragcdes € um potente inibidor do transporte de elétrons na
respiragdo celular (CHOUDHURY & SRIVASTAVA, 2001). Entretanto, a sua
toxicidade € muito menor quando comparada a de outros metais como Hg, Cd,
Cu, Ni, Co e Pb (DUXBURY, 1981), o que pode explicar os resultados obtidos
neste estudo, no qual, mais da metade das cepas de bactérias isoladas da
Baia do Araca apresentaram resisténcia ao Zn.

As cepas isoladas apresentaram menor resisténcia para Cu, isso pode
ser explicado, pois esse metal € associado com toxicidade aguda e crénica em
bactérias, e afeta fortemente o sistema enzimatico e metabolismos celulares
essenciais (ACHARD-JORIS et al., 2007).

Entretanto, em relacdo ao Cd, 38% das cepas bacterianas foram
resistentes, apesar das baixas concentragdes de cadmio nos sedimentos da
Baia do Araca. De fato, varios estudos demonstraram a presenca de bactérias
tolerantes a metais pesados em locais ndo poluidos ou com baixa de
concentracdo de metais pesados (DUXBURY & BICKNELL, 1983). Esse fator
pode ser explicado devido a sua toxicidade, pois Cd € um dos metais mais
toxicos aos seres vivos e doses muito mais baixas revelam efeito adverso na

biota (CCME, 2002). Portanto baixas concentragdes de Cd sdo capazes de
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selecionar bactérias resistentes, pois concentracbes mais altas sao letais
(KAFILZADEH et al., 2013).

Akinbowale et al. (2007) encontraram resisténcia bacteriana para os
mesmos metais testados nesse estudo na seguinte ordem: Cu>Cr>Zn>Cd
enquanto que, Matyar et al. (2008), nos sedimentos da baia de Iskenderum na
Turquia, encontraram bactérias mais resistentes ao Cd, seguido de Cu e depois
Cr. Isso mostra que existem diferengas nas concentragdes de metais pesados
de sedimentos de diferentes regides de acordo com as atividades antropicas
realizadas, o que reflete no perfil de resisténcia bacteriana.

No presente estudo houve porcentagem significativa de bactérias multi-
resistentes, sendo que quase 50% das cepas testadas foram resistentes
concomitantemente a dois metais ou mais. A multi-ressiténcia tem sido relatada
em diversos estudos, como o de Diaz-Ravina et al. (1994), que encontraram
forte correlagao de cepas resistentes ao Cd com cepas resistentes ao Zn. Isso
indica que existem mecanismos de tolerancia similares para esses metais ou a
existéncia de um mesmo sitio de acédo, como discutido por Doelman (1985).

E disseminado na literatura o fato de que bactérias podem desenvolver
tolerdncia a dois ou mais metais depois da exposicdo a apenas um metal
(DOELMAN, 1985). Blanck & Wanberg (1991) estudaram padrdes de tolerancia
a metais em comunidades marinhas de perifiton e encontraram que uma
multipla tolerancia s6 ocorre com compostos téxicos que apresentam
mecanismos de toxicidade parecidos.

Diversos outros estudos também demonstram essa co-toler&dncia como
um fendmeno comum tanto para algas quanto para bactérias em ecossistemas
aquaticos (TAKAMURA et al., 1989; PENNANEN et al., 1996).

Valores de CMI também podem estar relacionados a concentracao e
toxicidade de metais no ambiente. Malik et al. (2002) isolaram cepas
bacterianas de solo de areas industriais e reportaram maximo de CMI de 2400
ug ml-' para Cu, Cd e Zn e Cr. Assim como no presente estudo, em que a CMI
chegou a valores maximos de 3200 ug/ml para todos os metais menos para Cd
que apresentou CMI maximo de 800 ug ml".

Estudo realizado por Malik & Jaiswal (2000) também mostrou valores
altos de CMI para cepas isoladas e associou seu resultado a localizacdo da

area de amostragem. A semelhanga do que ocorreu neste trabalho, Malik &
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Jaiswal (2000) coletaram suas amostras em locais préximos ao despejo de
efluentes industriais e domésticos. No presente estudo os pontos de coleta
eram proximos a lancamentos de esgotos domésticos e de efluentes
industriais, além de estarem proximos do Porto de Sao Sebastido e ao TEBAR.

Dessa maneira, a distribuicdo da resisténcia bacteriana ao longo da baia
do Araca pode estar relacionada a area de influéncia da disposi¢cao desses
efluentes uma vez que, tanto as maiores concentragbes de metais, quanto as
maiores porcentagens de cepas resistentes foram encontradas nos pontos
proximos ao canal de S&o Sebasti&o, na regido do sublitoral, corroborando a
existéncia de maior contaminacdo proveniente do canal de Sdo Sebastido e
nao proximo a costa da baia.

No presente trabalho, apesar das concentragdes de metais estarem, no
geral, abaixo dos valores de referéncia do Canadian Sediment Quality
Guidelines (SQG), foi possivel observar frequéncias elevadas de cepas
bacterianas resistentes, o que indica a existéncia de provaveis efeitos na biota,
especialmente na area de sublitoral, indicando que esses microrganismos ja
estao sofrendo alteracoes.

Este fato € muito preocupante uma vez que as bactérias sdo os
organismos mais abundantes no sedimento e representam os primeiros
degraus de transferéncia de componentes téxicos a niveis tréficos superiores
(GILLAN et al.,, 2005). Devido a isso, os resultados encontrados indicam a
necessidade de monitoramento da poluicdo na Baia do Araca. Além disso,
outros estudos demonstram a importancia no monitoramento da existéncia de
bactérias resistentes a metais pesados em ambientes contaminados, pois esse
fator predispbe que essas bactérias sejam resistentes a antibiéticos, sendo,
portanto um grave problema de saude publica (SPAIN & ALM, 2003).

Uma significativa porcdo das bactérias identificadas neste estudo
pertence ao grupo de bactérias gram-positivas, o que se assemelha aos
resultados encontrados em outros estudos (GONTANG et al., 2007; NITHIA &
PANDIAN, 2010).

Estudos anteriores estimaram que apenas 5% das bactérias
encontradas no oceano eram gram-positivas (ZOBELL, 1946), entretanto
estudos mais recentes sugerem que a abundancia e diversidade de gram-

positivas em sedimentos sdo consideradas muito maiores (PRIEST, 1989;
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STACH & BULL, 2005; JENSEN et al.,, 2005). Portanto o presente estudo
indica a grande abundancia e diversidade de bactérias gram-positivas também
nos sedimentos marinhos brasileiros.

Em relacdo a identificacdo das cepas isoladas, o género Bacillus
apresentou-se em dominancia em relacdo aos demais géneros. Diversos
outros estudos com objetivo de isolar bactérias resistentes a metais pesados
acabam encontrando grande quantidade desse género (BELLIVEAU et al.,
1991; KAMALA-KANNAN et al., 2006, 2007), o que pode indicar que Bacillus
sp apresenta-se como um grande potencial para biorremediagdo de areas
marinhas e estuarinas contaminadas por metais pesados.

Kamala- Kannan & Lee (2008) também isolaram bactérias resistentes a
metais pesados em sedimentos da Baia Sunshon na Coréia do Sul, e todas
foram identificadas como Bacillus sp, sugerindo que a poluigdo antrépica acaba
por selecionar espécies resistentes. Nesse caso, Bacillus sp acabam por se
apresentar como o grupo taxondmico dominante nas comunidades de bactérias
heterotréficas em areas contaminadas.

O género Staphylococcus sp também apresenta-se como um género
potencial para uso em biorremediagao. O trabalho de Baker-Austin et al. (2006)
afirma que Staphylococcus sp € resistente a multiplos metais pesados,
semelhante ao que foi obtido no presente estudo.

Diversas espécies do género Vibrio e Planococcus maritmus também
foram isoladas de sedimentos marinhos em outros estudos e apresentaram
resisténcia a diversos metais, inclusive apresentando co-resisténcia a
antibiéticos (NITHIA & PANDIAN, 2010).

A poluigdo do ambiente marinho por efluentes proveniente de industrias,
atividades portuarias, entre outras, e que contenham metais pesados,
seleciona bactérias resistentes a diversos metais, tornando-se um problema
nao so para biota local, como também de saude publica, pois existe forte co-
resisténcia de metais e antibiéticos (BAKER-AUSTIN, 2006).

Recentemente, o Comité Cientifico na Identificacdo de Novos e
Emergentes Riscos a Saude, sugeriu que diversos biocidas, incluindo metais
pesados, podem contribuir para selecdo e manutencido de bactérias com
resisténcia multipla a antibiéticos (SCENIHR, 2009), através da transferéncia

horizontal de elementos genéticos moveis e mobilizaveis que transportam
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simultaneamente genes que conferem resisténcia a antibioticos e tolerancia a
biocidas ou através da partilha dos mesmos mecanismos de resisténcia
(HASMAN et al., 2002; SCENIHR, 2009).

Outros trabalhos revelaram esse potencial problema de saude publica
como Pettibone et al. (1996) e Pathak & Gopal (2005), que observaram que
bactérias isoladas de peixes apresentavam-se resistente a diversos metais
pesados e a antibidticos, concomitantemente. Dessa maneira, fazendo com
que essas bactérias cheguem facilmente a populacéo.

Esse problema é ainda agravado pois muitas dessas bactérias sao
patogénicas, podendo causar graves problemas aos seres humanos. Por
exemplo, a espécie Staphylococcus aureus que tem se tornado bastante
relevante nas Ultimas décadas por ser responsavel por causar infecgdes
hospitalares com altos niveis de morbidade e letalidade, e em boa parte dos
casos sua multi-resisténcia acaba dificultando o tratamento (VELASQUEZ-
MEZA, 2005). Outro exemplo é a espécie Bacillus cereus que pode causar
graves infecgbes alimentarem, e se forem resistentes a antibidticos o
tratamento dessas infeccbes acaba sendo extremamente dificultado
(ANDERSON BORGE et al., 2001).

Esse é mais um fator que evidencia a necessidade no monitoramento de
contaminagdes de metais pesados no ambiente que acaba selecionando
bactérias resistentes com grande potencial para serem resistentes também a

antibioticos.

7. CONCLUSOES

A maior parte dos metais pesados contaminantes da Baia do Araca &,
provavelmente, proveniente do canal de Sao Sebastido, que acaba por
selecionar uma maior quantidade de cepas resistentes na regido do sublitoral
que se encontra mais proxima ao canal, sofrendo maior influéncia dos seus
contaminantes. Ja o entremarés acaba ficando mais protegido da influéncia da
contaminagdo por metais, que foram encontrados em concentragbes

significativamente menores.
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A maioria dos pontos amostrados se apresentaram em concentragcdes
menores do que as consideradas nocivas para o ambiente de acordo com os
padroes estabelecidos pela legislagcdo canadense. Mas vale ressaltar a
importancia na criagdo de uma legislagdo brasileira para concentragdes de
metais aceitaveis em sedimentos, uma vez que sedimentos de regides
diferentes apresentam diferentes constituintes e condi¢des fisico-quimicas,
além da biota apresentar caracteristicas e metabolismo extremamente distintos
e especificos. Dessa maneira, esses valores utilizados podem nao representar
de fato valores de concentracbes de metais que realmente causem danos a
biota desse ambiente.

Concentragdes altas de metais podem influenciar negativamente a
abundancia dos microrganismos, através da diminuicdo de densidade
bacteriana com o0 aumento da concentragcao de metais.

Em compensagdo uma relagdo inversa é visualizada em relagdo a
selecdo de cepas resistentes. A porcentagem de cepas resistentes se
correlacionou positivamente com as concentragcbes de metais encontradas,
dessa maneira a maior quantidade de cepas resistentes acaba se
concentrando em regides com maior concentracdo de metais. Essa relagao
apenas nao visualizada com metais muito toxicos que acabam sendo letais e
inibindo crescimento bacteriano.

Dessa maneira, foi possivel o observar o aumento da poluicido do canal
de Sao Sebastido através das atividades portuarias, petroliferas e da presenca
de efluentes domésticos e industriais influenciando fortemente na selecao de
cepas resistentes a metais.

Através da identificacdo molecular foram identificados géneros de
bactérias de origem marinha como Bacillus, Vibrio, Staphylococcus,
Enterobacter, Micrococcus, entre outros como tendo resisténcia a diversos
metais e potencial para serem utilizadas em estudos de biorremdiagéo.

O género Bacillus pode ser considerado um grupo dominante de
bactérias heterotréficas em areas contaminadas por metais pesados, podendo
inclusive poder ser utilizado como bioindicador desse tipo de poluig¢ao.

As bactérias isoladas apresentam grande potencial para serem usadas
na biorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados, apresentando

uma média de concentracdo minima inibitéria relativamente alta.
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Existe a necessidade de um monitoramento da poluicdo por metais
pesados na Baia do Araga, pois ja existe a selecdo de bactérias resistentes a
metais pesados e além das bactérias serem o0 primeiro degrau para
transferéncia desses contaminantes para a cadeia trofica.

Futuros estudos devem ser encorajados nesta ceara, uma vez que
pouquissimos trabalhos desse tipo sao realizados em areas marinhas brasileira
que apresentam um enorme potencial de microrganismos que talvez ainda nem

tenham sido descobertos e estudados.
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