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RESUMO

O crescente desenvolvimento do turismo nas regifes litoraneas pode gerar
diversos impactos ambientais, aos quais, apenas recentemente, tem-se dedicado a
devida atencédo. A poluicdo organica pode afetar comunidades microbianas com
consequéncias propagadas através de cadeias alimentares pelagicas inteiras
afetando os ciclos biogeoquimicos. Existem poucos estudos sobre a ecologia
microbiana nas areias de praia no Brasil. O objetivo deste estudo foi comparar a
dindmica microbiana nas areias de duas praias com diferentes graus de poluicéo,
podendo inferir possiveis efeitos da poluicdo organica e fatores fisico-quimicos sobre
a alca microbiana. Amostras de areia foram coletadas durante 24 horas nos
periodos verdo e inverno nas praias de Domingas Dias e Itagua, localizadas no
municipio de Ubatuba, Estado de S&o Paulo. As amostras foram analisadas para a
avaliacdo das densidades e relacdes entre bactérias heterotréficas, cianobactérias,
nanoflagelados heterétrofos, nanoflagelados autétrofos, microplancton heterétrofo e
microplancton autotrofo, densidades dos indicadores de contaminacdo fecal
Enterococcus sp. e Escherichia coli, quantidade de matéria organica, granulometria
e temperatura do sedimento. Foram visualizadas diferencas entre as densidades dos
microrganismos das praias de Domingas Dias e Itagua. As altera¢des nas flutuacdes
dos microrganismos da alca microbiana mostraram que a sua estrutura e dinamica
podem sofrer alteracbes advindas de diversos fatores, isolados ou em conjunto,
como as descargas de efluentes organicos, as quantidades de matéria organica e os
valores de temperatura do sedimento. A al¢ca microbiana mostra ter um papel
fundamental para a transferéncia de matéria e energia para niveis superiores da
cadeia alimentar, principalmente em periodos oligotréficos do ano, ocorrendo
alternancias sazonais das atividades alimentares dos predadores dependendo do

status tréfico e da poluicdo do ambiente.

Palavras-chave: enterococos, algca microbiana, poluicdo organica, Domingas Dias,
Itagud.



ABSTRACT

The increasing development of tourism in coastal regions can generate various
impacts to the environment, which only recently has been devoted sufficient
attention. Organic pollution may affect microbial communities with consequences
spread through the entire pelagic food webs and affecting biogeochemical cycles.
There are few studies about microbial ecology in beach sands in Brazil. The aim of
this study was to compare the microbial dynamics in sands of two beaches with
distinct degrees of sewage input, to infer possible effects of sewage pollution and
physical and chemical factors over microbial loop. Beach sand samples were
collected during 24 hours in the summer and winter from Domingas Dias and Itagua
beaches, Ubatuba city, S&o Paulo State. The samples were analysed for
heterotrophic bacteria, cyanobacteria, heterotrophic and autotrophic nanoflagellates,
and heterotrophic and autotrophic microplankton interactions and densities,
Enterococcus sp. and Escherichia coli densities, organic matter quantity,
granulometry and temperature. Differences were seen between the densities of the
microorganisms from the beaches of Domingas Dias and Itagua. Changes in the
fluctuations of the microorganisms of the microbial loop showed that the structure
and dynamics may suffer resulting changes of several factors, alone or together as
the discharges of organic wastewater, the amount of organic matter and temperature
values of the sediment. The microbial loop is shown to have an important role in the
transfer of matter and energy to higher levels of the food chain, especially in
oligotrophic periods of the year, occurring seasonal alternations of food depending on

the activities of predators and trophic status of environmental pollution.

Keywords: enterococci, microbial loop, organic pollution, Domingas Dias, Itagua.
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1. INTRODUCAO

A compreensdo do papel dos microrganismos nos fluxos da matéria e da
energia dos ecossistemas marinhos tem aumentado consideravelmente nas dltimas
décadas. Os estudos da ecologia microbiana marinha iniciaram-se com a descoberta
das vias dinamicas da utilizacdo da matéria organica dissolvida produzida nos
oceanos, destacando-se o papel dos organismos de menor tamanho dentro das
comunidades planctdénicas (POMERQOY, 1974), como o picoplancton heterétrofo
(bactérias), o picoplancton autétrofo (cianobactérias e proclorofitas), os protozoarios
heterétrofos (nanoplancton, i.e., organismos entre 2 e 20um) e os virus. Entretanto,
muitos estudos ainda se fazem necessarios sobre como essa cadeia funciona em

ambientes impactados.

Até 1974, bactérias, cianobactérias e outros microrganismos eram
considerados componentes quali e quantitativamente pouco importantes na cadeia
alimentar marinha e o0s conhecimentos sobre a produtividade e a dinamica
biogeoquimica dos oceanos ndo levavam em conta 0os microrganismos da biota
peldgica (STEELE, 1974). Bactérias eram, a semelhanca do que ocorria no
ambiente terrestre (MACFAYDEN, 1964), consideradas exclusivamente
remineralizadoras e responsaveis por converter matéria organica em inorganica,

reciclando nutrientes para os produtores primarios.

O surgimento de técnicas mais precisas para o estudo de populacdes
microbianas entre as quais, a contagem direta por microscopia de epifluorescéncia
(HOBBIE et al., 1977), propiciou novos conhecimentos a respeito da densidade e da
distribuicdo de bactérias, cianobactérias e nanoheterétrofos nos ecossistemas

marinhos.

Em relacdo as bactérias heterotréficas, descobriu-se que, na zona eufética,
elas ocorrem em densidades da ordem de 10° células ml* e representam,
aproximadamente, 20% do carbono total (HOBBIE et al., 1977). Em aguas costeiras,

sua producao pode ser correspondente a até 30% da producao primaria.

O picoplancton autotréfico (<2,0um), dominado por cianobactérias dos géneros

Synechococcus e por proclorofitas do género Prochlorococcus, ocorre na coluna de
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agua, na ordem de 10° células ml™ e é responséavel pela maior parte da producéo
primaria e da biomassa fitoplanctbnica em muitas regibes dos oceanos (FOGG,
1995; GAETA et al., 1995). Aléem de servir de alimento para nanoflagelados
heterotrofos (CARON et al., 1991; FERNANDES, 2000; MONGER et al., 1999).

Protozoarios flagelados, na classe de tamanho do nanoplancton, ocorrem em
densidade de 10° células mi* e s&@o os maiores predadores do picoplancton
autotrofo e heterotrofo, além de ter papel significativo na remineralizacdo de
nutrientes (PEREIRA, C.R., 2011).

A partir destes novos conhecimentos obtidos a respeito das populagcbes de
menor tamanho, surgiram novos conceitos sobre o papel dos microrganismos na

estrutura troéfica marinha.

As interacdes tréficas entre os menores componentes de uma cadeia alimentar
foram descritas por Azam et al. (1983) em um modelo denominado alga microbiana.
De acordo com este modelo, que integrou 0s microrganismos a cadeia alimentar
classica, a matéria organica dissolvida, principalmente de origem fitoplancténica, é
utilizada por bactérias heterotroficas para seu crescimento. Ndo sendo a matéria
organica dissolvida limitante para o crescimento bacteriano, a densidade desta
populacdo € mantida dentro de limites restritos através da bacterivoria por
nanoflagelados heterétrofos de tamanho entre 2,0 e 8,0um. Cianobactérias, por
estarem na mesma classe de tamanho de bactérias, também séo utilizadas como
alimento por nanoflagelados (PEREIRA, 2011). Estes por sua vez, séo predados por
ciliados e outros organismos do microzooplancton. O microzooplancton serve de
alimento ao zooplancton de maior tamanho, que por sua vez é consumido por

organismos de niveis troficos superiores (AZAM et al., 1983).

Algum tempo depois, Sherr & Sherr (1988) afirmaram que a estrutura trofica do
pelagial era mais complexa do que a concebida por Azam et al. (1983). De acordo
com estes autores a alca microbiana era parte de um sistema onde procariontes e
eucariontes, autotrofos, heterétrofos e mixotroficos, interagindo de forma complexa

constituindo o que denominaram de rede microbiana.

Os virus somente foram incorporados aos modelos de algca microbiana

posteriormente. Embora a presenca de particulas virais nos ecossistemas aquaticos
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fosse conhecida ha algum tempo, seu significado ecolégico nos ambientes aquaticos
foi subestimado até concluirem que os virus sao parte integrante e importante do
ecossistema marinho, influenciando a abundancia, a distribuicdo e a composicao de
espécies da comunidade microbiana além de alterar o fluxo de matéria e de energia
na alca microbiana (SUTTLE, 1994; FUHRMAN & NOBLE, 1995; BRATBAK &
HELDAL, 2000; THINGSTAD, 2000).

Atualmente sabe-se que a biomassa total de bactérias no oceano excede a
biomassa de zooplancton e de peixes somadas, e que a teia alimentar microbiana
apresenta de cinco a dez vezes a massa de todos os organismos multicelulares
marinhos (DUCKLOW, 1999; POMEROY, 2004; ROBINSON & WILLIAMS, 2005;
POMEROY et al., 2007).

A variabilidade temporal das populacfes microbianas € atribuida a fatores
diversos tanto de natureza fisico-quimica quanto biolégica. Em geral, a
discriminacdo dos diversos fatores atuantes e a determinacdo dos mais relevantes
nas variacbes discerniveis das populacdes naturais é complexa. Todavia, nas
situacOes de co-variacOes positivas e negativas, entre fatores bidticos e abidticos e
as populacdes em questéo, € possivel inferir sobre a importancia de um determinado
fator (MESQUITA & FERNANDES, 1998).

No caso das bactérias, cianobactérias, nanoflagelados e dos virus, a densidade
e a distribuicdo dos mesmos, no ambiente marinho, depende de varios fatores,
alguns relacionados ao status tréfico do sistema, e outros, a interacdo predador-
presa (ANDERSEN & FENCHEL, 1985) ou a relacdo parasita-hospedeiro. A
estrutura hidrodindmica do ecossistema também interfere significativamente na

distribuicdo espaco-temporal dos microrganismos (POMEROY et al., 1983).

Além dos microrganismos marinhos autoctones que compde a algca microbiana,
microrganismos antropogenicamente introduzidos, podem estar presentes em aguas
marinhas costeiras, pois, em muitas regides litoraneas, os esgotos domésticos séo
lancados diretamente ao mar. Esses lancamentos ocorrem sem qualquer tipo de

tratamento, levando com eles uma variedade de organismos (WHO, 2003).

Outros fatores podem propiciar a presenca de microbiota aléctone no ambiente

marinho como o dimensionamento inapropriado de emissérios e sistemas de
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tratamento de esgotos, a existéncia de ligacbes inadequadas da rede de esgoto a
rede pluvial, a existéncia de corregos fluindo ao mar, a ocorréncia de chuvas e as
condicdes de maré (CETESB, 2004).

A presenca e a permanéncia de bactérias aléctones em ecossistemas
marinhos, incluindo sedimentos e areias de praias, sao relevantes nao apenas do
ponto de vista ecoldgico, mas também quando considerada a saude publica ja que
muitas espécies bacterianas lancadas com os efluentes domésticos séo patdgenos
em potencial (AYO et al., 2001).

As areias de praias também s&o habitats de varios microrganismos, tanto
autoctontes quanto aléctones (SMAC, 2000). Bactérias, inclusive bactérias fecais
(LALIBERTE & GRIMES, 1982; OBIRI & JONES, 2000), podem sobreviver mais
tempo na areia das praias e em sedimentos, ao contrario das bactérias livres na
agua, pois podem se aderir a particulas do sedimento (WHITMAN & NEVERS,
2003). Devido a alta quantidade de detritos organicos associados a estas particulas,
bactérias podem sobreviver neste ambiente por longos periodos (BURTON et al.,
1987; CHAN et al.,, 1979; DARAKAS, 2002; LALIBERTE & GRIMES, 1982) por
encontrarem condi¢bes favoraveis de nutrientes (BRUNKE & FISCHER, 1999;
DAVIES et al.,, 1995; VILLAR et al.,, 1999), protecéo contra a luz solar (DAVIES-
COLLEY et al., 1999; SINTON et al.,, 1994) e contra a predacdo por protozoarios
(DAVIES & BAVOR, 2000).

Embora tenham sido realizados trabalhos sobre a estrutura e o funcionamento
da alca microbiana em ambientes marinhos e sobre a presenca de bactérias
indicadoras de contaminacédo fecal na agua do mar e nos sedimentos e areias de
praias, poucos tém examinado a interacdo da microbiota autéctone (via alca

microbiana) com a microbiota aloctone.

O crescente desenvolvimento do turismo nos municipios litoraneos nas ultimas
décadas, principalmente decorrente de atividades recreacionais, tais como natagéo,
mergulho, esportes nauticos e pesca, gera diversos impactos ambientais, aos quais,
apenas recentemente, tem-se dedicado a devida atencdo (CETESB, 2006). Dentre
os diversos impactos que ocorrem nestes ambientes, 0 enriquecimento organico

causado, principalmente, pelos esgotos, pode levar a varias mudancas (WEISS &
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WILKES, 1974), como alterar a microbiota (BARLOW et al., 1963; WEISS &
WILKES, 1974) e também mudar drasticamente a estrutura de comunidades

bentdnicas e pelagicas, afetando os ciclos biogeoquimicos (MANN, 1982).

A contaminacdo fecal de aguas marinhas e areias de praias determina a
gualidade microbiologica destes ambientes, deste modo a qualidade microbiolégica

de uma praia é denominada de balneabilidade.

Atualmente, as bactérias do género Enterococcus sdo consideradas melhores
indicadoras de contaminacéo fecal de aguas marinhas e de areias de praias (ALM et
al., 2003) que as anteriormente utilizadas para tal, que sdo a Escherichia coli e a
Candida albicans (MENDES et al.,, 1993; VIEIRA et al., 2001), sendo portanto
utilizadas na maior parte dos estudos sobre a contaminacdo de praias e/ou no

monitoramento da qualidade das mesmas.

As bactérias do género Enterococcus pertencem ao grupo dos estreptococos
fecais, se caracterizam por tolerarem condicOes adversas de crescimento como
crescimento na presenca de 6,5% de cloreto de sodio, pH a 9,6, temperaturas de 10
a 45°C e sobrevivem por até 30 minutos a 60°C (HARWOOD et al.,, 2000;
HANCOCK & GILMORE, 2006). Sdo negativas a catalase, cocos Gram-positivos que
aparecem em cadeias curtas, aos pares, ou como unico coco. Eram incluidas no
género Streptococcus até 1984, quando Schleifer e Kilpper-Balz através de técnicas
de hibridizacdo de DNA determinaram que Enterococcus sp. e Streptococcus sp.
eram muito distintos para serem classificados no mesmo género (TENG et al., 2002).
A maioria das espécies dos Enterococcus sp. € de origem fecal humana, podem ser
encontrados no trato gastrointestinal de muitas espécies de animais homeotermos e
podem causar varias infec¢des, como as do trato urinario, bacteremias nosocomiais,
endocardite e infeccdes de feridas, entre outras (HUYCKE et al., 1998; D’AZEVEDO
et al., 2004; HANCOCK & GILMORE, 2006; MURRAY, 1990; MURRAY, 1998).

As condicdes de balneabilidade das praias do estado de Sao Paulo sé&o
monitoradas pela CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo - para
atender a Resolucdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n°274/00
(BRASIL, 2001), na qual estado definidos os critérios para a classificacdo de aguas

destinadas a recreacdo de contato primario. De acordo com as densidades
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encontradas de coliformes fecais ou Escherichia coli, as praias podem ser
classificadas em quatro categorias: Excelente, Muito Boa, Satisfatéria e Imprépria,
sendo que as trés primeiras sdo agrupadas em uma classificacdo denominada
Propria. Para que a praia seja classificada como Imprépria € necesséario que
apresente pelo menos uma das seguintes situacbes: densidades de coliformes
fecais superiores a 1000 NMP100ml™?, densidades de Escherichia coli superiores a
800 UFC100ml™* ou densidades de Enterococcus sp. superiores a 100 UFC100mI™
em duas ou mais amostras de um conjunto de cinco amostragens consecutivas; ou
densidades de coliformes fecais superiores a 2500 NMP100ml™, densidades de
Escherichia coli superiores a 2000 UFC100mI™ ou densidades de Enterococcus sp.
superiores a 400 UFC100ml™ na Gltima analise semanal realizada. Quando a praia é
classificada como Imprépria, a saude do banhista pode ser comprometida, sendo
assim, € desaconselhavel a sua utilizagéo para contato priméario (CETESB, 2013).

A Balneabilidade das praias esta diretamente relacionada a varios fatores como
as condicbes de infra-estrutura de saneamento basico, crescimento populacional,
afluxo de turistas e condi¢des climaticas como os indices de pluviosidade (CETESB,
2013). Os municipios litorAneos de S&o Paulo, em sua maioria, apresentam um
crescimento populacional maior do que a média estadual. De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a estimativa da popula¢cdo do municipio
de Ubatuba para o ano de 2013 foi de 84.377 pessoas, apresentando um
crescimento populacional de aproximadamente 11,6% nos ultimos 10 anos e 4,7%
do ano de 2012 para 2013 (IBGE, 2013). Porém, é importante salientar que a
populacao flutuante, em meses de férias, festas e feriados, pode ser maior do que a
populacéo local. O saneamento basico na regido litoranea no geral € bem defasado
guanto a sua estrutura e alcance do crescimento da populacdo, sendo que a média
de coleta de esgotos entre esses municipios € de 56%, e no municipio de Ubatuba é
de 38,5% (SABESP, 2014).

Quanto a qualidade das areias de praias, atualmente ha uma grande
preocupacao devido a falta de uma padronizacdo dos limites dos indicadores de
contaminacgéao fecal. A CETESB realiza estudos desde 2009 para avaliar a qualidade
das areias de praias, mas somente no periodo de alta temporada, e no caso do
municipio de Ubatuba apenas em duas praias, Grande e Tenério (CETESB, 2013). A
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resolucdo CONAMA n° 274/2000 (BRASIL, 2001) além de estabelecer os padrdes
de balneabilidade também recomenda que os 6rgdos ambientais devem realizar
avaliacdes ndo s6 das condi¢cdes microbiolégicas como também parasitolégicas das
areias para futuras padronizagbes. Alguns estudos foram realizados e neles
sugeridos padrdes de limites para os indicadores de contaminacao fecal, porém h&
uma ampla variacdo nos valores propostos (MENDES et al., 1993; ABAE, 2008;
SMAC, 2010).

Visto que a contaminagcdo das areias de praias pode afetar a qualidade da
agua do mar, assim como a degradacdo ambiental, podem ter seus efeitos
propagados por toda a cadeia tréfica marinha e, como consequéncia, podem afetar
0os ciclos de matéria e energia nas mesmas, € necessario ter uma abordagem
diferente sobre a poluicdo marinha, ndo apenas detectando-a ou estabelecendo
limites para a saude humana, mas analisando seus impactos de forma
ecossistémica. Além disso, no Brasil o conhecimento sobre a ecologia microbiana de
ecossistemas marinhos € restrito a alguns trabalhos sobre a distribuicdo, densidade
e producdo de microrganismos em aguas costeiras do sudeste (PEREIRA, 2011,
FERNANDES & MESQUITA, 1991a,b; MESQUITA, 1993; MESQUITA &
FERNANDES, 1996; ANDRADE et al., 2004; GONZALEZ et al., 2000) e da regido
Sul (ABREU & ODEBRECHT, 1995; KOLM et al., 2002; KOLM & ANDRETTA, 2003).
Poucos estudos tém abordado a estrutura e a dindmica da alga microbiana (ABREU
et al., 1992; FERNANDES, 1995; MESQUITA & FERNANDES, 1998; OLIVEIRA,
2000; MARTINEZ, 2009).

Deste modo, considerando o que foi apresentado sobre o papel dos
microrganismos nos ecossistemas costeiros, € de significativa importancia a
realizacdo de estudos que contribuam para o conhecimento do funcionamento da
alca microbiana em areias de praias, comparando ambientes mais e menos

impactados.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

Determinar as variacbes nas densidades populacionais de bactérias
heterotréficas, cianobactérias, nanoflagelados heterétrofos e autétrofos, e
microplancton heter6trofo e autétrofo das areias de duas praias do municipio

de Ubatuba com diferentes graus de poluicéo.

Determinar as densidades de Enterococcus sp. e Escherichia coli a fim de
verificar relagcdes com a dindmica e a estrutura da alca microbiana em areias

de praias com diferentes graus de poluicao.

Estudar a relacdo entre as densidades desses microrganismos com fatores

abidticos, tais como: temperatura, granulometria e matéria organica.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Areas de Estudo

Com aproximadamente 880 km de extensao de linha de costa, o litoral do
estado de Sdo Paulo abrange 16 municipios e uma area total de 7.759 km? (TARIFA
et al., 2001). E cortado pelo Trépico de Capricornio, o que lhe confere uma transicéo
entre os Climas Tropicais Umidos de Altitude e os Subtropicais, sendo assim, os
meses de verdo sdo periodos com chuvas intensas enquanto que nos outros meses
sdo mais secos. Porém, devido a proximidade da Serra do Mar que impede a
umidade formada sobre o oceano, a ocorréncia de chuvas intensas em periodos de

seca € comum nessa localizacdo (CETESB, 2013).

O litoral norte do estado de S&o Paulo possui uma planicie muito estreita com
areas de intensa e continua ocupacdo, especulacdo e valorizagdo imobiliaria.
Compreende quatro municipios, sendo eles Sdo Sebastido, llhabela, Caraguatatuba
e Ubatuba, com 184 praias e uma area de 1943 km? (CETESB, 2013). O clima é
controlado predominantemente por massas equatoriais e tropicais. A proximidade da
Serra do Mar junto a costa é responsavel pela alta umidade e acentuada

pluviosidade mesmo em periodos de inverno (SMA, 2006).

O municipio de Ubatuba, com 711km? de area, possui aproximadamente 80%
do territério inserido no Parque Estadual da Serra do Mar (PESM), o qual foi criado
em 30 de agosto de 1977 através do Decreto 10.251 (SMA, 2006).

O saneamento basico do municipio ndo abrange a totalidade de esgoto
produzido pela populagdo, portanto ocorre o lancamento direto de efluentes
domeésticos nos coletores de agua pluvial. Este evento pode ocasionar tanto
mudancas na balneabilidade das praias do municipio quanto doencas de veiculacao
hidrica como esquistossomose e hepatite. Além do saneamento basico insuficiente,
0 aumento da populagéo flutuante em periodos de alta temporada, juntamente ao
crescimento descontrolado da urbanizac&do, podem agravar este quadro, gerando

impactos a biodiversidade (SMA, 2006) e de saude publica.

A CETESB realiza monitoramento em 26 pontos do municipio de Ubatuba,

sendo eles localizados em 23 praias e um no Rio Itamambuca, abrangendo 31% do
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total das praias desse municipio. Em 2012, 65% das praias permaneceram Préprias
durante o ano, sendo que 27% delas receberam classificacdo anual Otima. Somente
duas praias tiveram classificagcdo anual Ruim, Itagua e Perequé-Mirim (CETESB,
2013).

As coletas foram realizadas em duas praias com diferentes graus de poluicao
localizadas no municipio de Ubatuba (Fig. 1), a praia de Itagua (23° 27’ 23,78" S /
45°03’ 36,15” W) e a praia Domingas Dias(23° 29’ 51.89” S / 45° 8’ 40.65" W).

igura 1: Mapa mostrando os pontos de coleta nas praias de Domingas Dias (ponto 1) e Itagué
(ponto 2), localizadas no municipio de Ubatuba (Fonte: http://www.google.com/maps
(consultado em 05/01/14).
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As praias foram escolhidas de acordo com as classificacdes de balneabilidade
dadas a elas durante os ultimos anos, sendo que a praia de Domingas Dias

prevaleceu a classificagdo propria e a praia de Itagua como impropria.

A praia de Domingas Dias possui aproximadamente 400 metros de extenséo e
obteve classificacdo anual Otima em 2012, sendo que em 100% das coletas obteve
classificagcdo Excelente (CETESB, 2013). O acesso para esta praia é através do
Condominio Pedra Verde.

A praia de Itagud é localizada no centro de Ubatuba, é monitorada em dois
pontos pela CETESB. Os pontos de monitoramento obtiveram classificacdo anual
Ruim e Regular no ano de 2012, sendo que 0 ponto que obteve classificacdo Ruim é
proximo ao ponto em que foram coletadas as amostras da praia de Itagua neste
trabalho. Além disso, esta praia possui um Cais de Porto e esta localizada em um

centro urbano com uma grande rede de comércio e turismo.

3.2. Coletade Amostras

Foram realizadas quatro coletas em cada praia, sendo que duas coletas
foram no periodo de inverno e as outras duas no periodo de verdo. Tanto nas
coletas de verdo como nas de inverno, amostras de sedimento foram coletadas de 4
em 4 horas para a determinacéo da densidade de Enterococcus sp., bem como para
a avaliacdo das flutuaces nas densidades dos microrganismos pertencentes a algca
microbiana. Também foram realizadas coletas para a determinacao da granulometria
e do conteudo de matéria organica do sedimento. Em ambas as campanhas foram
colhidas amostras de sedimento da regido intertidal, que é a regido que sofre maior
influéncia das marés. As amostras foram coletadas com luvas estéreis (Figura 2),
acondicionadas em sacos também estéreis e transportadas sob refrigeracdo para o
laboratorio de Microbiologia Marinha da Universidade Estadual Paulista (UNESP),

Campus do Litoral Paulista — Unidade S&o Vicente, onde foram realizadas as
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analises. Além disso, foram obtidas as temperaturas do sedimento através de um
termdémetro imerso por 10 minutos (ALONGI, 1988) (Figura 2).

Figura 2: Coleta de amostras de sedimento e obten¢édo da temperarura.

3.3. Indicadores de Contaminacéo Fecal

As densidades de Enterococcus sp. e de Escherichia coli foram determinadas
utilizando-se a técnica de membrana filtrante (APHA, 1999). No laborat6rio, com o
auxilio de uma espatula estéril, as amostras de areia foram pesadas em balanca
analitica, acondicionadas em erlenmeyers, acrescidas de agua destilada (1:10) e
submetidas a 2 agitacdes, com periodos de 10 minutos cada, em um agitador Kline,

para lavar e extrair as bactérias das amostras.

ApoOs a extracdo, volumes de 1; 5; 10 e 50 mL do sobrenadante foram retirados
e filtrados em membranas de 0,45um de porosidade, as quais foram depositadas
em placas contendo meio de cultura Agar mEnterococcus e Agar m-Tec para a
determinacdo das densidades de Enterococcus sp. e E. coli respectivamente

(Becton Dickinson Laboratories).

As placas de Agar mEnterococcus foram incubadas em estufa bacteriologica a
37°C por 24/48h. Apds este periodo, as colbnias de coloracdo vermelho-marrom
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foram contadas como Enterococcus sp. As placas contendo Agar m-Tec foram
incubadas durante duas horas a 35°C para a aclimatacdo das células. Apés este
periodo estas placas foram submetidas a temperatura de 44,5 + 0,5°C por 24/48h.

As colonias de coloragdo amarelada foram contadas como sendo Escherchia coli.

Para a confirmacdo do género Enterococcus, algumas colbnias consideradas
nas contagens e escolhidas aleatoriamente foram repicadas para tubos de ensaio
contendo o meio de cultura Enterococcosel Caldo e incubadas a 37°C por 24/48h.

Os tubos que apresentaram enegrecimento do meio foram considerados positivos.

As colonias contadas como E. coli foram confirmadas utilizando o substrato de
uréia. Essa confirmacdo consistiu em transferir as membranas para uma placa
contendo um “pad” embebido em substrato de uréia. Como E. coli ndo possui
capacidade de hidrolisar a uréia, as colénias mantém assim sua coloragdo, portanto
as colonias que mantiveram a coloracdo amarelada foram identificadas como
pertencentes a essa espécie. As densidades bacterianas foram expressas em

unidades formadoras de colbnias por 100 g de sedimento.

3.4. Granulometria e Matéria Organica

As andlises do conteido de matéria organica e da granulometria foram
realizadas de acordo com Mahiques (1987). Amostras de sedimento foram
colocadas em béquers com agua deionizada e apds a decantacdo do sedimento, a
agua foi retirada com o auxilio de uma pisseta e outra agua foi adicionada ao
béquer. Este procedimento foi realizado cinco vezes para a remoc¢ao dos sais do
sedimento. Apds a lavagem, o sedimento foi levado a estufa a 60°C para secagem.
O sedimento seco foi pesado para a obtencdo da massa total. Com o0 uso de uma
peneira de malha 0,063 mm o sedimento foi lavado para a eliminagdo do silte e
argila, e entdo levado novamente a estufa a 60°C para a secagem.Apos a secagem

o sedimento ficou pronto para as analises de granulometria e matéria organica.

Para a obtencdo das quantidades de matéria organica (GROSS, 1971),

amostras de sedimento seco foram pesadas e colocadas em cadinhos de porcelana
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previamente pesados e calcinados. Os cadinhos foram levados a mufla a 500°C por
guatro horas e logo apds colocados no dessecador até que atingissem a
temperatura ambiente para que o0s cadinhos fossem pesados novamente. A
qguantidade de matéria organica foi obtida através da diferenca entre o peso inicial e

final.

Para as analises da granulometria, amostras de sedimento seco foram
colocadas sobre um conjunto de peneiras sobrepostas com malhas decrescentes
(1,18 mm; 0,6 mm; 0,25 mm; 0,125 mm e 0,063mm) por 10 minutos sob agitacdo
constante de 6 Hz. Os sedimentos os quais ficaram em cada peneira foram pesados
e posteriormente calculadas as porcentagens de cada tamanho de grao (SUGUIO,
1973).

3.5. Contagem Direta de Microrganismos

As densidades populacionais de bactérias heterotréficas, cianobactérias,
nanoheterotrofos, nanoautotrofos, microheterétrofos e microautétrofos foram obtidas
através do método de contagem direta de microrganismos por microscopia de
epifluorescéncia (Figura 3). Todos os procedimentos de microscopia foram feitos
segundo (HOBBIE et al., 1977) e contagem realizada em microscépio de
epifluorescéncia, marca Nikon Eclipse 50i. Para a extragdo dos microrganismos do
sedimento, as amostras foram pesadas em balanca analitica, acondicionadas em
erlenmeyers, acrescidas de dgua destilada (1:10) e submetidas a 2 agitacfes, com
periodos de 10 minutos cada, em um agitador Kline, da mesma maneira realizada
para Enterococcus sp. Em seguida, volumes do sobrenadante foram retirados e
armazenados em frascos estéreis e 0s microrganismos foram fixados com a adicao
de formaldeido a uma concentracéo final de 5%. Os frascos foram refrigerados para

posterior determinacao das densidades dos microrganismos.

Para a contagem de bactérias heterotroficas, aliquotas das amostras fixadas
com formaldeido foram colocadas em tubos de ensaio e coradas durante 10
minutos, na penumbra, utilizando-se o fluorocromo DAPI (4’-6-Diamino — 2-

fenolindol) (solucédo de trabalho 5 pug/ml) segundo Porter & Feig (1980). ApGs os 10
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minutos, os conteudos foram filtrados em membranas Nucleopore Black de 0,2 um
de porosidade. As membranas foram dispostas em laminas, foi adicionada uma gota
de 6leo mineral em cima de cada membrana e colocadas laminulas sobre elas. As
laminas foram, entdo, observadas sob luz ultravioleta (PORTER & FEIG, 1980).

Para a contagem de cianobactérias as amostras foram filtradas em membrana
Nucleopore Black de 0,2um, dispostas em laminas e observadas sob luz verde, que
ao excitar a célula provoca a fluorescéncia dos seus pigmentos fotossintéticos
(WATERBURY et al.,1987).

Figura 3: Método de Contagem Direta por Microscopia de Epifluorescéncia. Equipamento de
filtracdo (a); Membrana Nucleopore Black disposta em lamina (b); Adicdo de 6leo mineral
sobre a membrana (c); Laminula colocada sobre a lamina (d) e Microscdpio de
Epifluorescéncia Nikon Eclipse 50i (e).
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Como os principais predadores de bactérias sdo os nanoheterotrofos menores
gque 8,0um (SHERR et al., 1986; CARON et al., (1991), para a contagem de
nanoflagelados heterotrofos, primeiramente aliquotas das amostras foram passadas
em membranas Nucleopore de 8,0um de porosidade para remocdo dos
microrganismos maiores. O filtrado foi, entdo, corado por 10 minutos em tubo de
ensaio com a solucédo preparada de DAPI e filtrado em membrana Nucleopore Black
de 2,0um de porosidade (FENCHEL, 1982). As membranas foram dispostas em
laminas e observadas também sob luz ultravioleta. As densidades foram estimadas
apoés a contagem minima de 30 campos microscopicos, dependendo da
concentracéo de cada amostra.

Para a contagem de nanoflagelados autétrofos o processamento das amostras
foi 0 mesmo e o filtrado foi utilizado para a filtracdo em membrana Nucleopore Black
de 2,0um de porosidade sem adicdo de corantes (FENCHEL, 1982). Estes foram
observados, entdo, em relacdo a autofluorescéncia dos pigmentos fotossintéticos
(WATERBURY et al., 1987) sob a luz verde.

Para a contagem do microplancton heterétrofo, primeiramente aliquotas foram
filtradas em membranas nucleopore de 80,0um de porosidade para retirar os
organismos maiores. O filtrado foi corado durante 10 minutos em um tubo de ensaio
com a solucdo preparada de DAPI. Posteriormente foi filtrado em membrana
nucleopore com 8,0um de porosidade. Para a analise do microplancton autétrofo o
preparo ocorreu de maneira semelhante ao preparo para 0 microplancton
heterétrofo, somente com a diferenca de ndo ter sido realizada a coloracdo com a
solucdo de DAPI, uma vez que estes organismos serdo observados em relacdo a
autofluorescéncia dos seus pigmentos fotossintéticos (WATERBURY et al., 1987)

sob a luz verde.

3.6. Analises Estatisticas

Foi realizado teste T-Student para detectar diferencas entre as temperaturas do
sedimento da praia de Domingas Dias e Itagua. A fim de inquirir relacdes entre os

dados encontrados, foram realizadas analises de regressao e correlacdo de Pearson
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nas quais os dados de temperatura, matéria organica e indicadores de
contaminacdo fecal foram considerados como variaveis independentes, e a
densidade dos microrganismos no sedimento como variavel dependente. Também
foram realizadas analises considerando os dados de matéria organica como variavel
independente, e as densidades dos indicadores de contaminacdo fecal como

variaveis dependentes.
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4.1. Fatores Abidticos
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Os valores minimos, médios e maximos das temperaturas do sedimento estéo

representados na Figura 4. Verao | e Verdo Il representam a primeira e segunda

coletas realizadas no periodo de verao, Inverno | e Inverno Il representam a primeira

e segunda coletas realizadas no periodo de inverno.

Nas coletas de verdo a temperatura do sedimento variou de 18 a 36°C na Praia

de Domingas Dias e de 17 a 35°C na Praia de Itagud, enquanto que nas coletas de

inverno a temperatura variou de 17 a 28°C na Praia de Domingas Dias e de 17 a

33°C na Praia de Itagua.

Temperatura (°C)

Valores das Temperaturas do Sedimento

40

Domingas
Dias

Itagud

Domingas
Dias

Iltagua |Domingas

Dias

Itagua |Domingas

Dias

Itagua

Verao | Verao Il Inverno | Inverno Il

i Minima
M Média

H Maxima

Figura 4: Valores minimos, médios e maximos de temperatura do sedimento.

Tanto nas coletas de verdo quanto nas de inverno, foi possivel observar uma

tendéncia de variacdo temporal das temperaturas do sedimento durante o periodo

de coleta, com baixas temperaturas no periodo noturno e aumento no periodo diurno

(Figura 5), a excecdo da primeira coleta de inverno, na praia Domingas Dias, no
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horario 15:45h. Esta diferenca é devida, provavelmente, ao fato de no momento da
coleta na praia de Domingas Dias haver incidéncia de Sol sobre o local da

amostragem, enquanto que na praia de Itagua o ponto de amostragem estava

sombreado.
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Figura 5: Valores de temperatura observados na primeira coleta de verdo (a), na segunda
coleta de verado (b), na primeira coleta de inverno (c) e na segunda coleta de inverno(d) nas
praias de Domingas Dias e Itagué no periodo de 24 horas.

Comparando as duas praias os maiores valores de temperatura foram obtidos
na praia de Itagua, a excecédo da segunda coleta de Verdo em que o valor mais alto
de temperatura foi obtido na praia de Domingas Dias. Porém, na Figura 4 é possivel
perceber que mesmo com o fato de o maior valor na segunda coleta de verédo ter
sido atingido na praia de Domingas Dias, a média de temperatura de Itagua foi maior

do que na praia de Domingas Dias.

De maneira geral, as médias de temperatura na praia de Itagua foram maiores
gue as obtidas na praia de Domingas Dias. Este resultado pode ter relacdo com a
vegetacdo encontrada na praia de Domingas Dias e a auséncia da mesma na praia
de ltagua. Para chegar a Praia de Domingas Dias, € necessario entrar por um

condominio fechado com algumas constru¢des proximas a praia, mas mesmo com
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essas construgbes hd uma quantidade razoavel de vegetacdo de restinga, o que
pode ter sido suficiente para proporcionar uma menor temperatura em alguns
momentos de coleta nos quais 0 ponto esteve sombreado. Além disso, a praia de
Domingas Dias por ser uma praia um pouco mais exposta, pode sofrer maior agao

dos ventos do que a praia de Itagua.

Em todas as coletas os picos dos valores das temperaturas do sedimento
foram obtidos no horario 11:45h (Figura 5), devido a maior incidéncia dos raios
solares neste momento. J& os valores mais baixos foram encontrados as 3:45h, com
excecdo da primeira coleta de Inverno em ambas as praias, nas quais 0S menores
valores foram encontrados as 23:45h. Provavelmente essa diferenca se deu devido
ao fato de, neste horario, a velocidade do vento estar muito alta em relacdo aos

outros horarios de coleta em que havia apenas uma leve brisa.

N&o houve diferengas significativas entre os valores de temperatura do

sedimento das praias de Domingas Dias e Itagua (p=0,07).

4.2. Indicadores de Contaminacao Fecal

A utilizacéo de indicadores de contaminacédo fecal como fator classificatorio de
qualidade das praias do litoral de Sdo Paulo tem sido realizada desde 1974 pela
CETESB, a qual utilizava os parametros definidos pela Portaria 01/1974 da
Secretaria Especial do Meio Ambiente e hoje atende a Resolugdo CONAMA n°
274/2000. Porém, esta avaliacdo é realizada até hoje somente a partir de andlises

da agua do mar e nao das areias das praias.

Uma vez que os graos de areia oferecem um micro-habitat propicio a
sobrevivéncia de microrganismos (GHINSBERG et al., 1994), devido a alta
guantidade de detritos organicos associados a essas particulas, bactérias podem
sobreviver neste ambiente por longos periodos (LALIBERTE & GRIMES, 1982), por
encontrarem condicbes favoraveis de nutrientes (GHINSBERG et al.,, 1994),
protecdo contra a luz solar (SINTON et al.,1994) e contra a predacdo por

protozoarios (DAVIES e BAVOR, 2000). Sendo assim, mesmo em uma praia que
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tenha a classificacdo prépria para o contato primario, o banhista pode estar correndo
sérios riscos de contrair doengcas no contato com este ambiente. Além disso, os
banhistas tendem a gastar a maior parte de seu tempo em contato com a areia e a
ressuspensdo de sedimento que contém altas densidades de microrganismos pode
contribuir significativamente para que os microrganismos acumulados na areia sejam
liberados para a coluna de agua (LALIBERT & GRIMES, 1982) trazendo riscos a

salde dos banhistas.

Vérios trabalhos mostram que as densidades de indicadores de contaminacao
fecal, assim como outros microrganismos, sdo no geral bem maiores do que as
encontradas na agua do mar (OLIVEIRA & PINHATA, 2007; PINTO & OLIVEIRA,
2011, PASSOS et al.,, 2011; PINTO et al.,, 2012), as quais sdo utilizadas para a
avaliacdo da balneabilidade. Mas a falta de padronizacdo dos limites maximos de
indicadores de contaminacédo fecal para as areias de praias dificulta analisar a
gualidade efetiva deste ambiente utilizado para contato primario pelos banhistas.

Em Portugal um estudo realizado por Mendes et al. (1993) foi sugerido um
valor para coliformes termotolerantes de 100.000 UFC100g-1 de sedimento e para
Enterococcus sp. de 10.000 UFC100g-1 de sedimento. Ja no trabalho realizado pela
Associacao Bandeira Azul da Europa (ABAE, 2008), os valores propostos foram de
2.000 UFC100g-1 de sedimento, tanto de Escherichia coli quanto para Enterococcus
sp. Através de uma Resolucdo da Secretaria Municipal do Meio Ambiente (SMAC n°
468/2010), a prefeitura do Rio de Janeiro estabeleceu os limites maximos de 3800
NMP Escherichia coli 100g-1 de sedimento como indicador de contaminagéo fecal

das areias para recreacao de contato primario.

Na Figura 6 estdo representadas as flutuagbes das densidades de
Enterococcus sp. e Escherichia coli encontradas nas areias das praias de Domingas
Dias e Itagua nas coletas realizadas no periodo do verdo. Em relagdo a primeira
coleta os maiores valores das densidades de Enterococcus sp. e Escherichia coli
foram encontrados na praia de lItagud (Enterococcus sp.. 5274 UFC100g™;
Escherichia coli: 8100 UFC100g™. Na segunda coleta (Figura 6) o maior valor
encontrado de Enterococcus sp. foi na praia de Domingas Dias (3276 UFC100g™), e

o de Escherichia coli foi na praia de Itagua (72 UFC100g™).
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Figura 6: Graficos com as flutuagdes das densidades de Escherichia coli e Enterococcussp.ao
longo de 24 horasna primeira coleta de verdo nas praias de Domingas Dias(a) e Itagua(b), e na
segunda coleta de verdo nas praias de Domingas Dias (c) e Itagué (d).

Na Figura 7 estdo representadas as flutuagcbes das densidades de
Enterococcus sp. e Escherichia coli encontradas nas areias das praias de Domingas
Dias e Itagua nas coletas realizadas no periodo do inverno. Na primeira coleta o
maior valor encontrado para Enterococcus sp. foi de 4752 UFC100gde sedimento
na praia de Domingas Dias e para Escherichia coli foi de 1260 UFC100g™ de
sedimento na praia de Itagud. Na segunda coleta de inverno (Figura 7) as maiores
densidades de ambos os microrganismos foram encontradas na praia de Domingas
Dias (Enterococcus sp.: 3402 UFC100g™, Escherichia coli:1080 UFC100g™).

== Escherichia coli
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Figura 7: Flutuagdes das densidades de Escherichia coli e Enterococcussp. ao longo de 24
horas na primeira coleta de inverno nas praias de Domingas Dias (a) e Itagua (b), e na segunda
coleta de inverno nas praias de Domingas Dias (c) e Itagua (d).

Considerando os limites dos indicadores de contaminacao fecal propostos pela
Associacao Bandeira Azul da Europa (ABAE, 2008), em que os maximos valores
permitidos sdo de 2000 UFC100g™” tanto para Escherichia coli quanto para
Enterococcus sp., os limites foram ultrapassados diversas vezes durante as coletas
tanto da praia de Domingas Dias quanto de Itagua, mesmo quando a classificacédo
da praia estava como Propria, indicando riscos a saude do frequientador deste

ambiente.

Durante a primeira coleta de Veréao foi ultrapassado este limite na praia de
Itagua quatro vezes, tanto para Escherichia coli quanto para Enterococcus sp., em

um total de sete amostras.

O ponto de coleta da praia de Itagua, além de estar préximo a uma marina,
ainda recebe esgoto doméstico e, na maioria das vezes, este ponto estava com uma
grande quantidade de lixo, tanto na 4gua quanto no sedimento. Segundo dados da
CETESB (2013) esta praia estava Impropria para recreacdo de contato primario,

enquanto que a praia de Domingas Dias obtinha a classificagdo Propria. Esta coleta

*
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foi realizada logo apés um periodo de feriado prolongado e chuvoso, sendo que o
primeiro fator pode causar um aumento da populacdo flutuante no municipio,
acarretando uma maior descarga de poluentes organicos. As aguas das chuvas
podem através da drenagem urbana levar as areias uma grande quantidade de
matéria organica e de microrganismos presentes nas fezes de animais, no lixo e até
mesmo de esgotos de ligacdo clandestina a rede pluvial, favorecendo a proliferacao
dos mesmos neste ambiente (CETESB, 2013), o que pode ter sido a causa do

resultado obtido.

Na segunda coleta de verdo os limites considerados foram ultrapassados
somente para Enterococcus sp. uma vez em cada praia, em um total de sete
amostras. Esta coleta ndo foi precedida por chuvas e nem por periodos de feriado.
Segundo dados da CETESB (2013) ambas as praias estavam Préprias para 0 uso
de contato primario.

Na primeira coleta de inverno duas das sete amostras da praia de Domingas
Dias ultrapassaram os limites de Enterococcus sp., e somente uma das sete
amostras de Itagua ultrapassou os limites também de Enterococcus sp. Esta coleta
foi realizada no primeiro dia de um feriado prolongado, ndo precedido por chuva. As
duas praias estudadas obtinham classificagdo Propria, segundo dados da CETESB
(2013).

Quanto a ultima coleta de inverno, o limite considerado foi ultrapassado apenas
uma vez, sendo este de Enterococcus sp. na praia de Domingas Dias, que segundo
dados da CETESB obtinha a classificacdo Propria para contato primario. J4 a praia
de Itagua, que ndo ultrapassou os limites de indicadores de contaminacéo fecal
considerados, obtinha a classificagdo Impropria, indicando que estes
microrganismos podem estar concentrados em determinados locais formando

mosaicos de contaminacao, dificultando a extrapolagéo para outros trechos da praia.

Os valores mais altos das densidades de Escherichia coli e Enterococcus sp.
ocorreram, na maioria das vezes no periodo do Verao. Estes resultados corroboram
com os estudos de Passos et al. (2011), que obtiveram valores menores de
densidade de microrganismos indicadores de contaminacdo fecal no periodo do
Inverno. Além disso, as chuvas podem ter colaborado para a chegada desses

microrganismos no sedimento e a sua disseminagao.
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As bactérias do género Enterococcus mostraram serem melhores indicadoras
de contaminagdo fecal do que as bactérias da espécie Escherichia coli, as quais
tiveram um menor acumulo no sedimento em comparacdo com as densidades
obtidas de Enterococcus sp. Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos de
Alm et al. (2003).

4.3. Granulometria e Matéria Organica

Os valores da granulometria dos sedimentos das praias de Domingas Dias e

Itagué de todas as coletas estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8: Porcentagens granulométricas dos sedimentos coletados nas praias de Domingas
Dias e Itagua.
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Na praia de Itagud, as maiores porcentagens granulométricas foram sempre da
classificacdo areia fina, seguida por areia muito fina. Na praia de Domingas Dias,
durante as coletas de verdo, as maiores porcentagens granulométricas foram da
classificacdo areia fina seguida por areia média. Quanto as coletas de inverno, na
primeira houve prevaléncia de areia muito fina seguida por areia fina, e na segunda
coleta prevaléncia de areia fina seguida por muito fina com valores bem préximos de

porcentagem.

As porcentagens de matéria organica encontradas nos sedimentos das praias
de Domingas Dias e Itagua encontram-se na Tabela 1, sendo que 0s maiores
valores de matéria organica foram encontrados em todas as coletas na praia de

Itagud, e os menores valores na praia de Domingas Dias.

Por ser uma praia mais abrigada, a praia de Itagua apresentou um sedimento
predominantemente menor, enquanto que a praia de Domingas Dias, por ser mais
exposta, apresentou porcentagens mais elevadas de grédos de tamanho maior,
provavelmente por ser uma praia mais exposta a acdo de ondas. Resultados
semelhantes foram obtidos no estudo de Abreu de Castilhos (1995). A quantidade
maior de matéria organica na praia de Itagua pode estar relacionada a dois fatores,
ao menor tamanho dos graos de sedimento que proporcionam uma maior superficie
de contato e melhor aderéncia das particulas de matéria organica e/ou a descarga
de esgoto domeéstico direto ao mar, evento que foi visualizado durante as coletas e

corroborado pelas altas densidades de bactérias fecais observadas.

Tabela 1: Valores das porcentagens de matéria organica presente nas praias

de Domingas Dias e Itagua.

Coleta\ Praias Domingas Itagua
Dias
Veréo | 0,77 1,56
Verao Il 1,10 1,31
Inverno | 0,97 1,23

Inverno 11 0,72 1,14
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4.4. Contagem Direta de Microrganismos

As flutuacdes nas densidades dos microrganismos obtidas através do método
de contagem direta por microscopia de epifluorescéncia (Figura 9) de cada coleta
estdo representadas nas Figura 10, Figura 11, Figura 12, Figura 13, Figura 14,

Figura 15, Figura 16 e Figura 17.
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Figura 9: Bactérias heterotroficas(a), cianobactérias(b), nanoheterétrofos(c),
nanoautétrofos(d), microheterétrofos(e) e microautdtrofos(f) visualizados em microscépio de
epifluorescéncia.

Os valores encontrados das densidades de cianobactérias na praia de
Domingas Dias variou de 1,44.10* células.g™® a 1,89.10° células.g™ e na praia de
ltagua de 2,01.10* células.g™ a 1,98.10° células.g™. Para bactérias os valores de
densidade variaram de 1,83.10° células.g® a 1,12.10" células.g® na praia de

Domingas Dias e de 1,87.10° células.g™ a 1,03.10’ células.g™ na praia de Itagua.

As densidades encontradas de nanoflagelados autétrofos variaram de 4,0.10°

células.g™® a 3,6.10°células.g™ na praia de Domingas Dias e 5,71.10° células.g’ a
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1,45.10° células.g’ na praia de ltagua. Quanto aos flagelados heterétrofos as
densidades variaram de 2,86.10° células.g® a 5,14.10* células.g™® na praia de

Domingas Dias e de 9,43.10° células.g™ a 6,57.10 células.g™ na praia de Itagua.

Os organismos pertencentes ao microplancton autétrofo foram detectados com
densidades variando de 6,29.10° células.g™ a 1,39.10° células.g’ na praia de
Domingas Dias e de 1,14.10* células.g™ a 8,98.10* células.g™ na praia de Itagué.E,
por ultimo, os organismos pertencentes ao microplancton heterétrofo foram
detectados com densidades variando de 5,71.10° células.g™ a 7,09.10° células.g™ na
praia de Domingas Dias e de 8,8.10°% células.g* a 9,37.10* células.g™ na praia de

Itagud.

A partir das flutuacdes ao longo de 24 horas percebe-se que em ambas as
praias no periodo de inverno ha um decréscimo na populacdo de nanoflagelados
autotrofos enquanto aumenta a populacdo de microplancton heteroétrofo, mostrando
uma possivel interacdo presa-predador, sendo que as maiores densidades de
microplancton heterétrofo na maioria das coletas foram atingidas em periodos
noturnos, coincidindo com as menores densidades de nanoflagelados autotrofos e
de cianobactérias, esta ultima principalmente na praia de Domingas Dias. Durante
as coletas de verdo foi possivel observar que enquanto havia o crescimento da
densidade de microplancton heter6trofo ocorria a diminuicdo da densidade de
cianobactérias na praia de Domingas Dias. Ja na praia de Itagua foram observadas
diminuigBes das populacdes de bactérias e nanoflagelados heterotrofos coincidindo
com o aumento de microplancton heterétrofo, mostrando que estes predadores
podem se alimentar de todos os microrganismos de tamanho menor do que eles.
Desta maneira, o0 microplancton heterétrofo pode controlar as populacdes
pertencentes ao picoplancton e ao nanoplancton, tanto autétrofos quanto
heterotrofos (FENCHEL, 1990). Este controle pode depender dos diferentes
ambientes que estes microrganismos estdo presentes, da densidade dos mesmos,
do tamanho, da maneira de alimentacdo do predador, das respostas fisiologicas e
morfologicas as variagcdes do ambiente. Todos estes fatores variam de acordo com
as espécies (KUOSA, 1991). Porém, parece haver uma preferéncia de consumo por
organismos do pico e nanoplancton autétrofo no periodo de inverno, de pico e
nanoplancton heterétrofo no verdo na praia de Itagua e de picoplancton autétrofo no

verao na praia de Domingas Dias. Foi visualizada situacdo semelhante quanto aos
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predadores de menor tamanho, os nanoflagelados heterétrofos, no verao
aparentemente apresentam uma preferéncia por consumo de cianobactérias na

praia de Domingas Dias e de bactérias na praia de Itagua.

Nas coletas que apresentaram valores menores de matéria organica
prevaleceram as predacdes por pico e nanoplancton autétrofos, enquanto que nas
coletas com valores mais altos de matéria organica prevaleceu a predagcao por pico
e nanoplancton heterétrofos. A mesma relacdo de quantidade de matéria organica e
preferéncia pelo consumo de pico e nanoplancton autétrofo ou heterétrofo foi
observada em outros estudos (BARRETA-BEKKER et al., 1998; KORMAS et al.,
1998; METZLER et al., 2000; OLIVEIRA, 2000), sendo que em ambientes com
menores quantidades de matéria organica ha uma preferéncia de consumo dos
predadores por cianobactérias, e em ambientes com maiores quantidades de
matéria organica ha uma preferéncia pelo consumo de bactérias. Estes resultados
indicam que em ambientes oligotréficos, os microrganismos sdo muito importantes
por funcionarem como um elo de transferéncia de matéria organica e energia para
niveis troficos superiores da cadeia trofica e também que em periodos oligotroficos
do ano, a algca microbiana € o componente predominante da cadeia alimentar,
podendo ocorrer alternancias sazonais da atividade alimentar dos predadores
dependendo do status trofico do ambiente (HALL et al., 1993; KUOSA, 1991).

E importante salientar que as flutuagdes dos microrganismos podem sofrer
diversas interferéncias concomitantes a de predadores, como os fatores ambientais
temperatura, matéria organica, granulometria, pluviosidade e até mesmo
contaminantes. Os microrganismos fotossintetizantes, por exemplo, podem parecer
gue estdo sendo controlados quanto as suas densidades somente pelos predadores
durante o periodo noturno, mas o periodo que fazem fotossintese é o diurno,
podendo este fato estar interferindo nas densidades dos organismos autétrofos em
conjunto com a predacdo por organismos maiores, como 0os do microplancton

heterétrofo e nanoflagelados heterotrofos.
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Figura 10: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotroficas,
nanoautdtrofos, nanoheterétrofos, microautétrofos e microheterétrofos na primeira coleta de

verdo na praia de Domingas Dias.
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Figura 11: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotroficas,

nanoautétrofos, nanoheterétrofos, microautétrofos e microheterétrofos na primeira coleta de
verdo na praia de ltagua.
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Domingas Dias - 2° Coleta de Verao
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Figura 12: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotroficas,
nanoautdtrofos, nanoheterdtrofos, microautdtrofos e microheterdtrofos na segunda coleta de

verdo na praia de Domingas Dias.
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Itagua - 2° Coleta de Verao
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Figura 13: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotréficas,
nanoautdtrofos, nanoheterdtrofos, microautdtrofos e microheterdtrofos na segunda coleta de

verdo na praia de ltagua.
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Figura 14: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotroficas,
nanoautétrofos, nanoheterétrofos, microautétrofos e microheterétrofos na primeira coleta de

inverno na praia de Domingas Dias.
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Figura 15: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotroficas,
nanoautétrofos, nanoheterétrofos, microautétrofos e microheterétrofos na primeira coleta de

inverno na praia de ltaguéa.
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Domingas Dias - 2° Coleta de Inverno
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Figura 16: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotroficas,
nanoautdtrofos, nanoheter6trofos, microautétrofos e microheterétrofos na segunda coleta de
inverno na praia de Domingas Dias.
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Itaguad - 2° Coleta de Inverno
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Figura 17: Flutuacdo das densidades de cianobactérias, bactérias heterotroficas,
nanoautétrofos, nanoheterétrofos, microautétrofos e microheterétrofos na segunda coleta de
inverno na praia de Itagua.
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4 5. Anélises Estatisticas

45.1. Médias e Desvio Padrao das densidades

Os valores médios das densidades de microrganismos encontrados nas coletas
de verdo e inverno nas praias de Domingas Dias e Itagua estdo representados na
Figura 18. As médias das densidades dos microrganismos mostraram valores mais
altos de microrganismos heterotrofos na praia de Iltagua e autotrofos de maior
tamanho na praia de Domingas Dias. J& em relacdo as densidades de
cianobactérias, os valores foram mais elevados na praia de itagua. Esta praia, por
possuir marinas e embarcacdes pode conter um acumulo de materiais derivados de
petréleo e, de acordo com Barth (2003), as cianobactérias sdo bem representativas
em ambientes contaminados por hidrocarbonetos, explicando sua maior densidade
encontrada nesta praia semelhantemente aos resultados obtidos por Oliveira et al.

(2007) na praia do Perequé, no municipio de Guaruja.

Densidades dos Microrganismos ao longo das
coletas
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Figura 18: Densidades Médias dos Microrganismos, nas praias de Domingas Dias e
Itagud, nas coletas de verdo e inverno
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As densidades de bactérias heterotréficas foram, de maneira geral, duas
ordens de grandeza maiores que as densidades de todos 0s outros microrganismos
analisados nas duas praias em todas as coletas, aparecendo nas ordens de
grandeza de 10° a 10’ células.g™ de sedimento.As maiores densidades médias de
bactérias foram obtidas na praia de Itagua em todas as coletas com excecdo da

primeira coleta de verao (Figura 19).

Densidades de Bactérias no sedimento de Domingas Dias e Itagua
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Figura 19: Densidade média e desvio padrdo das densidades de bactérias heterotréficas no
sedimento das praias de Domingas Dias (DD) e Itagua (IT).
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As densidades médias de cianobactérias também foram maiores na praia de
Itagud, com excecdo da segunda coleta de verdo. As mesmas foram encontradas na
ordem de grandeza de 10* a 10° células.g’de sedimento ao longo das coletas
(Figura 20). De maneira geral as maiores densidades encontradas de cianobactérias

foram no periodo de inverno.

Densidades de Cianobactérias no sedimento de Domingas Dias e Itagua
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Figura 20: Densidade média e desvio padrdo das densidades de cianobactérias no sedimento
das praias de Domingas Dias (DD) e Itagua (IT).
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Semelhantemente as bactérias e cianobactérias, as densidades de
nanoflagelados heterotrofos foram maiores na praia de Itagua, principalmente no
periodo de inverno (Figura 21), sendo que oS mesmos apareceram em ordem de

grandeza de 10° a 10* células.g™ de sedimento.

Densidades de Nanoflagelados heterétrofos no sedimento de Domingas Dias e Itagua
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Figura 21: Densidade média e desvio padrédo das densidades de nanoflagelados heter6trofos
no sedimento das praias de Domingas Dias (DD) e Itagua (IT).
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Em contrapartida, os valores médios das densidades de nanoflagelados
autotrofos foram maiores na praia de Domingas Dias, com excecdo da segunda
coleta de inverno, e os mesmos apareceram em ordem de grandeza de 10% a 10°

células.g™ de sedimento (Figura 22).

Densidades de Nanoflagelados autétrofos no sedimento de Domingas Dias e Itagua
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Figura 22: Densidade média e desvio padrao das densidades de nanoflagelados autétrofos no
sedimento das praias de Domingas Dias (DD) e Itagua (IT).
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Assim como as médias das densidades de cianobactérias, as meédias
encontradas dos organismos pertencentes ao microplancton heterétrofo foram
maiores na praia de Itagua, com excecao da segunda coleta de verao (Figura 23), e

apareceram na ordem de grandeza de 10° a 10* células.g™ de sedimento.

Densidades de Microplancton heterdtrofo no sedimento de Domingas Dias e ltagua
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Figura 23: Densidade média e desvio padrdo das densidades de organismos percententes ao
microplancton heter6trofo no sedimento das praias de Domingas Dias (DD) e Itagua (IT).
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E, por ultimo, semelhante ao padrdo encontrado para os nanoflagelados
autotrofos as médias das densidades de organismos pertencentes ao microplancton
autotrofo foram maiores na praia de Domingas Dias, com excec¢ao da primeira coleta
de verdo, e os mesmos apareceram entre as ordens de grandeza 10° a 10*
células.g™ de sedimento (Figura 24).
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Figura 24: Densidade média e desvio padrdo das densidades de organismos percententes ao
microplancton autétrofo no sedimento das praias de Domingas Dias (DD) e Itagua (IT).

4.5.2. Correlagdes entre as densidades de microrganismos

A fim de detectar relacbes entre as densidades dos microrganismos
pertencentes a alca microbiana foram realizadas analises de correlacdo de Pearson

considerando um nivel de significancia p<0,05.



57

Tabela 2: Valores das correlagdes entre as densidades de microrganismos
encontradas nas areias das praias de Domingas Dias e Itagua.

Correlagdes entre densidades de microrganismos

Microrganismos Praias ' DD Verdo DD Inverno ITVerdo  IT Inverno
Cianobactérias X Bactérias -0,41 -0,05 -0,42 0,08
Cianobactérias X Nanoautétrofos 0,76 0,43 0,22 -0,11
Cianobactérias X Nanoheterétrofos -0,38 0,29 0,45 0,20
Cianobactérias X Microautoétrofos -0,39 -0,15 0,49 0,76
Cianobactérias X Microheterétrofos -0,16 -0,25 0,13 0,07
Bactérias X Nanoautotrofos -0,48 -0,20 -0,23 -0,36
Bactérias X Nanoheterétrofos 0,47 0,48 -0,23 0,62
Bactérias X Microautétrofos -0,22 0,46 -0,41 0,09
Bactérias X Microheterétrofos 0,00 0,70 -0,49 0,12
Nanoautdtrofos X Nanoheterdétrofos -0,51 -0,22 -0,11 -0,66
Nanoautétrofos X Microautétrofos -0,01 0,04 0,43 -0,17
Nanoautdtrofos X Microheterétrofos 0,07 -0,45 0,28 -0,61
Nanoheteroétrofos X Microautétrofos -0,38 0,37 0,14 0,23
Nanoheterotrofos X Microheterétrofos -0,03 0,36 -0,37 0,50
Microheterdétrofos X Microautétrofos 0,43 0,33 0,23 -0,15

No periodo do verdo, correlacbes negativas foram observadas entre
nanoflagelados heterétrofos e cianobactérias na praia de Domingas Dias, e entre
nanoflagelados heterotrofos e bactérias indicando diferentes relagbes de presa-
predador entre as praias de Domingas Dias e Itagua. Quanto ao microplancton
heterétrofo, houve uma preferéncia por nanoflagelados autétrofos no periodo de
inverno em ambas as praias. Além disso, as cianobactérias também apresentaram
uma correlacdo negativa com o microplancton heterétrofo no periodo de inverno na
praia de Domingas Dias. Ja no periodo de inverno parece haver uma preferéncia do
microplancton heterotrofo pela predacdo por heterotrofos na praia de Itagua e
autotrofos na praia de Domingas Dias, mostrando outra diferenca no comportamento

de predacgdo entre as teias troficas das praias de Domingas Dias e Itagua.
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4.5.3. Densidades X Temperatura

Para verificar a possibilidade de relagdes entre os parametros fisicobioquimicos
com as densidades de microrganismos encontradas no sedimento, foram realizadas

regressoes e correlacbes de Pearson.

Oas valores de temperatura apresentaram correlacdo negativa e significativa
com as densidades de nanoflagelados heterotrofos (R= -0,375630631), as
densidades de cianobactérias (R=-0,344992241) e as densidades de microplancton
heterotrofo (R= -0,286643862). Correlacdes negativas ndo significativas foram
observadas com as densidades de bactérias (R= -0,180266619) e com as
densidades de microplancton autotrofo (R= -0,111037409). Os nanoflagelados
autotrofos apresentaram uma correlagdo negativa ndo significativa com a
temperatura (R= 0,140921629) (Figura 25).
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Figura 25: CorrelagcBes entre as densidades dos microrganismos pertencentes a alca
microbiana com os valores de temperatura do sedimento das praias de Domingas Dias e
ltagua
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4.5.4. Densidades X Matéria Organica

As analises de correlacdo das densidades dos microrganismos pertencentes a
alca microbiana com as porcentagens de matéria organica presente no sedimento
mostraram correla¢des fracas para cianobactérias (R= 0,153), bactérias (R= -0,190),
nanoflagelados heterétrofos(R= 0,120) e microplancton autétrofo (R= -0,105), com
o0 menor valor encontrado para nanoflagelados autétrofos (R= 0,047). Uma maior
correlacdo foi observada entre os dados de matéria organica e densidades do
microplancton heterétrofo (R= 0,401) (Figura 26). Com excecdo do microplancton
heterétrofo, as densidades dos microrganismos pertencentes a alca microbiana
parecem estar sendo controladas por outro fator, pois os valores das correlacdes

foram muito baixos.
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Figura 26: Correlagdes entre as densidades dos microrganismos pertencentes a alga
microbiana com os valores de matéria organica do sedimento das praias de Domingas Dias e

Itagua.
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4.5.5. Densidades X Indicadores de Contaminacao Fecal

As analises das relacbes entre as densidades dos microrganismos
pertencentes a alca microbiana e as densidades de indicadores de contaminagéo
fecal foram realizadas considerando-se apenas as densidades de Enterococcus sp.,
pois estes mostraram ser mais representativos neste ambiente do que a espécie

Escherichia coli.

As densidades de Enterococcus sp. apresentaram correlacfes negativas para
bactérias(R= -0,549) e microplancton heterétrofo(R= -0,144). Correlacbes positivas
foram observadas entre cianobactérias (R= 0,317), nanoflagelados heterétrofos (R=
0,197), microplancton autétrofo(R= 0,394) e nanoflagelado autoétrofo (R= 0,064),

sendo que este Ultimoapresentou um valor muito fraco para correlacdo (Figura 27).
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Figura 27: Correlagdes entre as densidades dos microrganismos pertencentes a alga
microbiana com as densidades de Enterococcus sp.do sedimento das praias de Domingas
Dias e Itagua.
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4.5.6. Indicadores de Contaminacéo Fecal X Matéria Organica

A partir das analises realizadas foram observados valores relativamente altos
de correlagdes positivas dos indicadores de contaminacao fecal Escherichia coli (R=
0,5769) e Enterococcus sp. (R= 0,6333) com os valores da matéria organica (Figura
28).

Correlacdo entre as densidades de Correlacdo entre as densidades de
Enterococcus sp. e a matéria organica Escherichia coli e a matéria organica
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Figura 28: Correlagdes entre as densidades dos indicadores de contaminacao fecal e a matéria
orgénicado sedimento das praias de Domingas Dias e Itagué.

Estes resultados mostram que a quantidade de matéria organica e as
densidades de indicadores de contaminacgao fecal no sedimento estdo intimamente
ligados, indicando que a descarga de poluentes organicos pode aumentar tanto a
guantidade de matéria organica quanto as densidades de microrganismos
indicadores de contaminacdo fecal. Foram observados maiores correlacbes das
densidades de microrganismos pertencentes a alca microbiana com as densidades
de indicadores de contaminacdo fecal do que com a matéria organica. Este
resultado pode mascarar o efeito das oscilacdes de densidades de indicadores de
contaminacao fecal sobre as densidades dos microrganismos da algca microbiana,
pois os ultimos podem parecer estar sendo controlados pela matéria organica mas
na verdade mostraram que sofrem maior interferéncia dos indicadores de

contaminacdo fecal. A preferéncia dos nanoflagelados heterétrofos pelo consumo de
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cianobactérias na praia de Domingas Dias e de bactérias na praia de Itagua
pareceram estar ligadas a quantidade de matéria organica no sedimento, porém nao
houve correlacdo significativa entre matéria organica comas densidades de

cianobactérias e bactérias
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As areias de praias sdo ambientes dificeis de analisar como um todo ja que
sofrem influéncias tanto terrestres quanto marinhas. Apesar da praia de Itagua
possuir uma classificagdo improépria para uso de contato primario durante a segunda
coleta de verdo foi observada a auséncia de valores acima dos limites de
indicadores de contaminacéo fecal considerados neste trabalho. Este resultado pode
ter ocorrido devido aos mosaicos de contaminagdo que podem ocorrerem ambientes
no qual a homogeneizagdo ndo é constante como da dgua do mar, ou até mesmo
pela descarga de esgotos domésticos lancados diretamente ao mar sem contato

prévio com este trecho do sedimento.

Os maiores valores encontrados de densidades de indicadores de
contaminacdo fecal foram obtidos ap6s um periodo de feriado prolongado com
grande pluviosidade, mostrando que tanto o aumento da populagao flutuante quanto
as chuvas podem contribuir para a chegada e disseminacao destes microrganismos.
As densidades de indicadores de contaminacéo fecal apresentaram forte correlacéo

positiva com as porcentagens de matéria organica.

As porcentagens de matéria organica foram maiores em ambientes que
possuiram em sua analise granulométrica maiores porcentagens de grdos de
tamanho areia fina e areia muito fina. Também foi observada uma grande relacéo
entre indicadores de contaminacdo fecal e matéria orgéanica, indicando uma
influéncia nas quantidades de matéria organica tanto por parte dos indicadores de

contaminacdo fecal quanto pela granulometria do sedimento da praia de Itagua.

As correlagcbes negativas observadas entre os dados de temperatura e
microplancton heterotrofo, cianobactérias e nanoflagelados heterétrofos indicam que
a temperatura surte efeito sobre as flutuacbes nas densidades desses

microrganismos ao longo do tempo.

Foram visualizadas diferencas entre as densidades dos microrganismos das
praias de Domingas Dias e Itagua. Os microrganismos heterétrofos apresentaram
maiores densidades no ambiente mais poluido, enquanto que os autétrofos
apresentaram maiores densidades no ambiente menos poluido, com excecao das

cianobactérias, as quais apresentaram uma correlagdo positiva significativa com as
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densidades de Enterococcus sp., além de serem bastante representativas em

ambientes contaminados por hidrocarbonetos.

Os organismos pertencentes ao microplancton heterétrofo apresentaram
correlag@es positivas e significativas com as porcentagens de matéria organica e os
indicadores de contaminacao fecal presentes no sedimento, mostrando que estes
microrganismos podem sofrer influéncias dos dois fatores para aparecerem em uma
densidade maior na praia de Itagua. Ja as bactérias apresentaram correlacdo

negativa e significativa com os indicadores de contaminacao fecal.

A partir das flutuacdes dos microrganismos foi possivel visualizar também uma
relacdo entre o crescimento de microplancton heterétrofo concomitante ao
decréscimo de microrganismos do picoplancton e do nanoplancton, indicando que
estes podem controlar as populagdes dos microrganismos de tamanho menor do
gue ele. Porém, parece haver uma preferéncia pelo consumo de cianobactérias e
nanoflagelados autétrofos no periodo de inverno e consumo de bactérias no verao.
As maiores porcentagens de matéria organica no periodo de inverno podem
provocar a eutrofizacdo do ambiente, aumentando as densidades de cianobactérias
e consequentemente favorecendo o crescimento do microplancton heterétrofo. Além
disso a correlagédo observada neste trabalho entre as densidades de cianobactérias
e de indicadores de contaminacédo fecal parecem contribuir para o aumento da
populacdo de cianobactérias na praia de Itagua. Porém, 0s microrganismos
mostraram uma maior relacdo com os indicadores de contaminacdo fecal do que
com as quantidades de matéria organica, mostrando que a poluicdo por esgotos

pode interferir na dinAmica da alga microbiana.

Desta forma, as alteragcbes nas flutuagbes dos microrganismos da alca
microbiana mostraram que a sua estrutura e dinamica podem sofrer alteracdes
advindas de diversos fatores, isolados ou em conjunto, como as descargas de
efluentes organicos, as quantidades de matéria organica e os valores de
temperatura do sedimento. A alca microbiana mostra ter um papel fundamental para
a transferéncia de matéria e energia para niveis superiores da cadeia alimentar,
principalmente em periodos oligotroficos do ano, ocorrendo alternancias sazonais
das atividades alimentares dos predadores dependendo do status tréfico e da

poluicdo do ambiente.
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