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RESUMO

Atividades portudrias sdo consideradas fontes de contaminag¢do por metais, que
em altas concentragdes sdo téxicos aos microrganismos, podendo mudar o tamanho, a
composi¢do e a atividade da comunidade microbiana. Essa pressio seletiva faz com que
bactérias desenvolvam mecanismos para combater o estresse causado por eles. Diversos
grupos de microrganismos que desenvolvem sistemas de tolerancia a metais podem fazer
sua biorremediacdo. Bactérias redutoras de sulfato (BRS) podem, devido ao seu
metabolismo, precipitar metais facilitando sua remocdo. A hipétese é que em dreas
portudrias exista uma alteracdo na comunidade microbiana onde sdo favorecidos
microrganismos resistentes, aumentando a chance do isolamento de bactérias resistentes
com potencial biotecnolégico.

Portanto o objetivo dessa tese foi avaliar a influéncia da contamina¢ido de metais
na comunidade microbiana em dreas portudrias e na sele¢do de cepas resistentes, e isolar
cepas de BRS com potencial biotecnoldgico. Para isso, foram coletados sedimentos de 2
areas portudrias (Santos e S@o Sebastido) e uma drea pristina (Ubatuba). Foram
caracterizadas varidveis ambientais do sedimento (como pH, salinidade, temperatura,
oxigénio dissolvido, porcentagem de matéria organica, concentracdes de Cr, Cu, Cd e
Zn). Foi extraido DNA total do sedimento para caracterizagdo da comunidade utilizando
sequenciamento Mi-Seq. Os sedimentos serviram como indculo para isolamento de cepas
que foram submetidas a testes de resisténcia aos metais. Os sedimentos mais
contaminados também serviram como inéculo para enriquecimento de BRS em diferentes
concentracdes de Cr, Cd, Cu e Zn. Esses enriquecimentos foram monitorados através da
reducdo de sulfato, producdo de sulfeto e precipitacdo de metais. Os enriquecimentos
onde houve crescimento de BRS em concentracdes altas de metais foram utilizados para
isolamento de BRS. As cepas isoladas foram identificadas, caracterizadas quanto as suas
exigéncias nutricionais, resisténcia aos metais, seu genoma foi sequenciado e os genes
envolvidos na resisténcia aos metais analisados.

Houve diferenca significativa na composi¢do microbiana das dreas portudrias com
a drea pristina. A diversidade foi menor nas dreas portudrias. Alguns grupos
demonstraram ser mais sensiveis ao Cu, Zn e Cr como Flavobacteriaceae,
Pseudoalteromonadaceae, Desulfobacteraceae e Saprospiraceae; ou filo como

Chloroflexi, Nitrospirae, Plactomyces. Os metais apresentaram forte influéncia no



metabolismo nos enriquecimentos de BRS, onde havia maior concentragcio de metal
ocorreu menor porcentagem de remoc¢ao de sulfato. Cd e Cu foram os metais que mais
influenciaram na atividade de BRS. Desulfovibrio foi o género de BRS encontrado em
maior abundancia. Foi isolada a cepa Desulfovibrio sp Fe33, uma nova espécie altamente
resistente aos metais testados. A cepa Desulfovibrio sp Fe33, apresenta crescimento
rdpido e facil em laboratdrio. Seu crescimento 6timo ocorre em pH neutro e a 30°C.
Apresenta grande versatilidade de crescimento pois utiliza diversos tipos de aceptores e
doadores de elétrons.

Portanto, em dreas portudrias existe uma alteragdo na comunidade microbiana
devido a presenca de metais onde sdo favorecidos microrganismos resistentes € onde a
diversidade microbiana pode ser comprometida. Nessas dreas foi possivel o isolamento
de uma cepa de BRS altamente resistente, capaz de realizar a precipitacio de metais
mesmo em concentragdes toxicas desse componente fazendo com que seu uso futuro para

tratamento de efluentes contaminados seja eficiente.

Palavras-chave: metais, comunidade microbiana, diversidade, bactérias redutoras de
sulfato, biorremediagao.



ABSTRACT

Port activities are considered sources of metal contamination, which in high
concentrations are toxic to microorganisms, and can change the size, composition and
activity of the microbial community. This selective pressure forces bacteria to develop
resistance mechanisms. Several microorganisms groups that develop metal tolerance
systems can perform their bioremediation. One example is Sulfate-reducing bacteria
(SRB). Because of their metabolism, this group can precipitate metals facilitating their
removal. In this way, the hypothesis is that in port areas there is a change in the microbial
community where resistant microorganisms are favored, increasing the chance of
isolation of resistant bacteria with biotechnological potential.

Therefore, the objective of this thesis was evaluate the influence of metal
contamination in the microbial community in port areas and in the selection of resistant
strains, and to isolate strains of SRB with biotechnological potential. For this, sediments
were collected from two port areas (Santos and Sdo Sebastido) and one pristine area
(Ubatuba). Sediment environmental variables were characterized (such as pH, salinity,
temperature, dissolved oxygen, percentage of organic matter, concentrations of Cr, Cu,
Cd and Zn). Total DNA was extracted from the sediment for community characterization
using Mi-Seq sequencing. The sediments was used as inoculum for strain isolation, and
the metal resistance was checked. The most contaminated sediments also was used as
inoculum for SRB enrichments in different concentrations of Cr, Cd, Cu and Zn. The
enrichments were monitored through the measurements of sulfate reduction, sulfide
production, and metals precipitation. The enrichments where there was SRB growth even
at high metal concentrations were used for isolation of SRB strains. The isolated strains
were identified, characterized by their nutritional requirements, resistance to metals, their
genome was sequenced and the genes involved in resistance to metals analyzed.

There was a difference in the microbial composition of the port areas in
comparison with the pristine area. Diversity was lower in the port areas. Some groups
were more sensitive to Cu, Zn and Cr such as Flavobacteriaceae,
Pseudoalteromonadaceae, Desulfobacteraceae and Saprospiraceae; or phylum like
Chloroflexi, Nitrospirae, and Plactomyces. The metals had a strong influence on the BRS
metabolism presents is the enrichments. The higher was metal concentration in the
enrichments, the lower was the percentage of sulfate removal. Cd and Cu were the metals

that most influenced SRB activity. Desulfovibrio was the SRB genus found in higher



abundance. The strain Desulfovibrio sp Fe33 was isolated, a new species highly resistant
to the metals tested. This strain presents fast and easy growth in laboratory. Its optimal
growth occurs at neutral pH and at 30° C. The strain has growth versatility because it uses
several types of electron acceptors and donors.

Therefore, in port areas there is a change in the microbial community due to the
presence of metals where resistant microorganisms are favored and where the microbial
diversity can be compromised. In these areas, it was possible to isolate a highly resistant
SRB strain, capable of precipitating metals even in toxic concentrations of this
component. This hability makes its future use, for the treatment of contaminated effluents

efficient.

Keywords: metals, microbial community, diversity, sulfate reducing bacteria,

bioremediation.
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CAPITULO 1

Estruturacao da tese

1.1 INTRODUCAO

A poluicdo nos ecossistemas costeiros se tornou um sério problema ambiental em
vérias partes do mundo, afetando diversos paises (ELOFSSON et al., 2003).

Em geral toda a orla maritima esta sujeita a vetores de desenvolvimento em franco
processo de expansdo, dentre os quais destacam-se o turismo, a aquicultura, a implantacao
de parques edlicos, as grandes estruturas industriais, portudrias e logisticas, ligadas,
sobretudo, a exploracdo petrolifera “offshore”, e seus efeitos multiplicadores, como os
produzidos pela descoberta e exploragdo da Formacdo Pré-Sal. Tais atividades, tem
contribuido para acelerar a expansdo urbana irregular, com todos os problemas e impactos
dela decorrentes, como o langcamento de esgotos e efluentes industriais (MMA, 2017).

Atividades portudrias sdo consideradas fonte importante de contaminagdo para o
ambiente marinho, devido ao lancamento de hidrocarbonetos e derivados, poluicdo por
substancias toxicas decorrentes de tintas anti-incrustantes, perdas durante operagdes de
carga e descarga de “containers”. Além do trafego constante de navios que também faz
com que exista a necessidade de dragagens continuas de sedimentos para manter a
profundidade do canal, causando a ressuspensdo de contaminantes depositados nesses
sedimentos (ABESSA et al., 2008).

Dentre os contaminantes mais sérios e persistentes estio os metais (DUFFUS,
2002). Os metais ocorrem naturalmente nos solos e alguns deles, tais como cobre (Cu),
zinco (Zn) e cobalto (Co), desempenham importante papel na nutricio de plantas e
animais, enquanto outros, como cddmio (Cd), chumbo (Pb), arsénio (As) e selénio (Se),
exercem efeitos deletérios sobre varios componentes da biosfera (ALLOWAY, 1995). Os
aumentos nas concentragdes de metais no ambiente devido as atividades poluidoras vém
se destacando mundialmente no cendrio de polui¢do ambiental.

O compartimento marinho mais afetado em relacdo a essa contaminagdo € o
sedimento. Os metais sdo retidos nos sedimentos por causa das condi¢des anaerdbicas
aliadas a outras condicionantes (granulometria fina, pH acido, entre outros), além de
serem tipicamente redutores, aprisionando metais (TAM & WONG, 2000).

Metais podem influenciar toda a biota presente nesse compartimento, inclusive

microrganismos, que estdo presentes em grandes densidades, e que acabam sendo o
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primeiro passo de transferéncia de substincias téxicas para niveis tréficos superiores
(POOLE & GADD, 1989).

Metais apresentam papel importante nos processos que envolvem microrganismos.
Metais como cdlcio, zinco, niquel, ferro, potdssio, magnésio, manganés, cobalto sio
nutrientes essenciais em baixas concentragcdes. Esses elementos participam de reagdes
bioquimicas de catdlise, estabilizadores de proteinas e da parede celular bacteriana, além
de manter o balan¢o osmético da célula (HUGHES & POOLE,1980; POOLE & GADD,
1989; JI & SILVER, 1995). Em contrapartida, metais em altas concentracdes sao toxicos
aos microrganismos pois podem causar alteracdes na estrutura conformacional de dcidos
nucleicos e proteinas, além de interferir na fosforilacdo oxidativa e balanco osmético
(POOLE & GAD, 1989).

Portanto, metais podem mudar o tamanho, a composicdo e a atividade da
comunidade microbiana (GILLER, 1998). O estresse abidtico causado por metais, nas
suas formas organica e inorganica, pode afetar o crescimento, a morfologia e o
metabolismo de bactérias (IMCHEN et al., 2018; HUA et al., 2017). O impacto dos
metais na diversidade microbiana tem sido um tdépico de crescente preocupagdo
ambiental, umas vez que os microrganimos sdo grandes responsaveis pelos ciclos
biogeoquimicos e, dessa maneira, pelo bom funcionamento do ecossistema (DASH et al.,
2013). E especialmente no Brasil, se tem pouco conhecimento do quanto essas
comunidades microbianas sdo afetadas pelo impacto e poluicio antrépica quando
comparado a dreas ainda preservadas.

Além disso, a presenca de metais no ambiente causam pressdo seletiva em
bactérias que acabam desenvolvendo mecanismos para combater o estresse causado por
eles. Esses mecanismos incluem a formagdo e fixacdo desses metais em complexos,
reducdo de um metal a uma espécie menos toxica ou efluxo direto de metais para fora da
célula (NIES, 1999; OUTTEN et al., 2000). Portanto, bactérias que crescem em ambiente
contaminado por esses poluentes desenvolvem sistemas de tolerdncia, podendo ser
utilizadas como indicadoras de contaminacdo por metais (DIAZ-RAVINA &
BAATH,1996).

Existem diversos grupos de microrganismos que, quando desenvolvem esses
sistemas de tolerancia a metais, podem ser aliados na descontaminagdo de dreas afetadas
por esse tipo de polui¢do. Como exemplo temos as bactérias redutoras de sulfato (BRS)

(MUYSER & STAMS, 2008).
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As bactérias redutoras de sulfato compreendem um grupo de microrganismos
anaerdbios que através de seu metabolismo usam sulfato como aceptor de elétrons no
processo de oxidacdo de compostos orgadnicos, gerando sulfeto. Em locais com
concentracoes altas de metais, o sulfeto se liga aos mesmos formando sulfeto metélico.
Sulfetos metélicos sdo insoluveis e precipitam naturalmente, facilitando assim sua
separa¢do e retirada de efluentes ou residuos contaminados (CASTRO et al., 2000).

Muitos estudos t€m sido realizados para empregar o uso de BRS em reatores com
o objetivo de precipitar metais em efluentes industriais (BIJMANS et al., 2011; PAULO
et al., 2015). Entretanto, muitas vezes o processo ¢ prejudicado pois esses
microrganismos acabam nao sendo tdo tolerantes a concentracdes toxica de metais
presentes nesses efluentes (FANG & HUI, 1994).

Dessa maneira, encontrar microrganismos resistentes se torna ainda mais
relevante nessa busca de solu¢@o para esse problema ambiental. As dreas portudrias sao
areas onde, geralmente, existe uma contaminacdo a longo prazo e onde a comunidade
microbiana como um todo foi exposta a esse tipo de toxicidade. Dessa maneira, existe a
hipétese de que nessas dreas seja possivel visualizar como a comunidade microbiana se
adapta e muda sua composicao para sobreviver a esse tipo de estresse ambiental e também
no qual sdo favorecidos microrganismos resistente aumentando a chance do isolamento
de bactérias potenciais para serem usadas em aplicacdes biotecnolégicas para a

remediacdo de locais e efluentes contaminados por metais.
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1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da contamina¢do de metais na composicio e na dindmica da
comunidade bacteriana em dreas costeiras e na selecdo de cepas resistentes a metais,

podendo isolar cepas com potencial biotecnolégico.

1.2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar as areas de estudo (Porto de Santos, porto de Sdo Sebastiao e praia
da Fazenda em Ubatuba) em relacdo aos pardmetros fisico-quimicos, ambientais
e de contamina¢@o organica e inorganica;

e Analisar a abundancia e diversidade bacteriana em diferentes niveis de
contaminacao por metais, isolando e identificando, através de testes bioquimicos
e moleculares, bactérias cultiviveis e ndo cultivaveis, presentes nas dreas de
estudo;

e Verificar a resisténcia a metais com as cepas de bactérias isoladas nas areas de
estudos;

e Identificar fatores que contribuem para selecdo, através da correlacdo dos dados
encontrados com varidveis ambientais e com os niveis de contaminagdo organica
€ por metais;

e Enriquecer e isolar espécies de bactérias redutoras de sulfato (BRS) resistente a

metais e com potencial para serem utilizadas em processos de biorremediacao;
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A figura 1 apresenta o fluxograma das atividades realizadas durante o doutorado

para atender os objetivos mencionados anteriormente. Apds a coleta de dados e

caracterizacdo do sedimento o projeto foi dividido em duas partes, uma com intuito de

analisar in situ como a comunidade microbiana muda de acordo com concentragdo de

metais em dreas portudrias assim como seu perfil de resisténcia e uma segunda parte que

utiliza o sedimento contaminado de dreas portudrias para tentar isolar grupos de bactérias

importantes para processos biotecnolégicos de remocao dos metais.
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Figura 1- Fluxograma do projeto durante os 4 anos de execug¢do (M.O. — matéria organica; C.O.T. — carbono orginico

total; O.D.- oxigénio dissolvido).
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. PANORAMA SOBRE AREAS COSTEIRAS E PORTUARIAS
2.1.1. Areas Costeiras Brasileiras

A zona costeira brasileira apresenta-se com mais de 8500 km de extensdo (Figura 2).
A regido abrange 17 estados, e sua faixa continental abriga 13 das 27 capitais brasileiras,
incluindo algumas das principais regides metropolitanas, onde vivem milhdes de pessoas

(MMA, 2017).
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Figura 2 — Zona costeira brasileira
(Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Litoral_do_Brasil#/media/File:Br%C3%A9sil_-_ZEE_et_plateau _

continental .jpeg)
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Ao longo dessa faixa litoranea € possivel identificar uma grande diversidade de
paisagens como dunas, ilhas, recifes, costdes rochosos, baias, estudrios, brejos e falésias.
Dependendo da regido, o aspecto € totalmente diferente do encontrado a poucos
quildmetros de distincia. Mesmo os ecossistemas que se repetem ao longo do litoral -
como praias, restingas, lagunas e manguezais - apresentam diferentes espécies animais e
vegetais. Isso se deve, basicamente, as diferencas climaticas e geol6gicas (WWF, 2017).

A concentracdo populacional indica alto grau de intervencdo humana (ou
antrépica) nos recursos naturais do bioma. Segundo dados da Comissdo Interministerial
para Recursos do Mar (CIRM), aproximadamente um quarto da populagdo brasileira vive
na zona costeira, somando 50 milhdes de habitantes. Esse fator ja traz indicios de que as
areas costeiras sofrem indmeros impactos ambientais. Apesar disso, a zona costeira
brasileira constitui uma regido de transicio ecoldgica e desempenha importante papel no
desenvolvimento e reproducdo de espécies, bem como nas trocas genéticas entre os
ecossistemas terrestres e marinhos (MMA, 2017).

De acordo com o documento Panorama Global da Biodiversidade, langcado pelo
Programa das Nag¢des Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), ecossistemas costeiros
e marinhos continuam sofrendo a reducdo de sua extensdo, ameacando uma de suas
funcdes basicas imprescindiveis, a absor¢ao de diéxido de carbono (CO>) da atmosfera,
fundamental na mitigacdo das mudancas climéticas globais.

Além de acolher uma ampla variedade de seres vivos, esses ecossistemas
proporcionam servigos essenciais a sobrevivéncia humana, como alimentos, manuten¢do
do clima, purificacdo da dgua, controle das inundagdes e protecdo costeira, bem como o
turismo e lazer.

No Estado de Sao Paulo, a Zona Costeira apresenta uma extensao de 700 km e
uma drea de cerca de 27.000 km?, incluindo 36 municipios e abrigando a maior parte da
Mata Atlantica existente no Estado. De acordo com as caracteristicas socioambientais, a
zona costeira paulista foi dividida em quatro setores: Litoral Norte, Baixada Santista,
Complexo Estuarino-Lagunar de Iguape-Cananéia e Vale do Ribeira (SMA, 2017)
(Figura 3).
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Figura 3 — Mapa da divisdo de acordo com as caracteristicas socioambientais da zona costeira do estado de

Sao Paulo (http://www.ambiente.sp.gov.br/cpla/zoneamento/gerenciamento-costeiro/)

A Baixada Santista abrange os municipios de Bertioga, Guaruja, Santos, Sao
Vicente, Cubatdo, Praia Grande, Mongagud, Itanhaém e Peruibe. Concentra o parque
industrial de Cubatdo e o complexo portudrio de Santos, e se caracteriza pela grande
diversidade de funcOes presentes nos municipios que a compdem — seja no campo
produtivo, no de consumo ou no de habitacdo. Em nivel estadual, destaca-se no setor
industrial e de turismo e, em nivel regional, nas atividades relativas a construcao civil, a
pesca, aos comércios atacadista e varejista, ao atendimento a saide, educagdo e transporte
e ao sistema financeiro. As atividades de suporte ao comércio de exportagdo, originadas
pela proximidade do complexo portudrio, também tém presenca marcante na regiao
(SMA, 2017).

O Litoral Norte abrange os municipios de Sao Sebastido, [lhabela, Caraguatatuba
e Ubatuba e caracteriza-se pela diversidade de recursos naturais e elevado potencial
turistico, que podem ser ameacados em decorréncia da intensa especulacao imobilidria,
do parcelamento irregular do solo, da pesca predatéria e das estruturas nduticas e

atividades portudrias em desconformidade com relacdo a conservacdo dos recursos

marinhos (SMA, 2017).
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Portanto, € evidente, que essas dreas costeiras se apresentam como prioritarias
para realizacdo de estudos técnicos e cientificos devido a sua importincia ecoldgica e
econdmica e a0 mesmo tempo, por sofrerem inimeros impactos ambientais e ameagas ao

seu ecossistema e biodiversidade (MMA, 2010).

2.1.2. Zonas Portuarias e contaminacio por metais

As dreas portudrias sdo dreas extremamente importantes do ponto de vista
econdmico. Através delas, escoa-se grande parte da producdo da industria e da
agropecudria de um pais. Dessa maneira, estas dreas apresentam grande movimentacao
de embarcagdes e proximidade a grandes adensamentos populacionais e de industrias
(DEGRASSI, 2001).

Os portos maritimos sdo sempre fontes significativas de polui¢cdo ambiental
devido ao fato de que suas atividades estdo associadas a uma contaminacao particular dos
ambientes aqudticos, especialmente o sedimento. Os contaminantes entram no meio
aquético através do trafego de embarcacgdes, carregamento de “containers”, reparos e
dragagem, além do escoamento da dgua da chuva, descarga de efluentes, entre outros
(GUERRA-GARCIA, 2005). Além disso, o0 movimento continuo de navios e o intenso
traifego em uma drea confinada aumentam a frequéncia de acidentes, muitas vezes
causando risco de liberacdo de materiais perigosos na area portudria (TROZZI, 2000).

Estudos recentes tentam avaliar a qualidade ambiental de dreas portudrias para
regulacdo e manejo dessas dreas uma vez que sustentabilidade ecoldgica e a produtividade
bioldgica dos ecossistemas costeiros e marinhos dependem em grande parte da qualidade
da dgua costeira. Acredita-se que as regides costeiras tenham uma biodiversidade mais
rica do que as regides ocednicas abertas (JAHAN & STREZOV, 2017).

Ao redor do mundo todo dreas portudrias sofrem com contaminagdo. Diversos
estudos mostram que dreas portudrias sao frequentemente associadas a polui¢ao aquatica
e servem como dispersores de contamina¢do para diversos contaminantes (RIBA et al.,
2005; PEREIRA et al., 2007; BURUAEM, 2012).

De todos os contaminantes, os metais tém sido considerados dos mais
preocupantes, devido as suas toxicidades e a capacidade de se acumular no ambiente.
Buruaem et al. (2012) demostraram em vdrias regides portudrias ao redor do mundo os
niveis de metais encontrados e é possivel encontrar altos niveis para varios metais em

varios dos portos estudados (tabela 1).
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Tabela 1 — Concentracdes de metais (ug g') em diferentes regides portudrias.

Localizacio Hg Cd Cr Cu Ni Pb Zn

Porto de Victoria - 2,61-3,333  57,5-601,2 45-3789,5 23,6-177,1 474-138,1 97,9-610.4
Porto de Rotterdam <0,2-0,8 <0,5-1,8 - <5-40 <5-20 <10-60 15-190

Porto de Montevideo 0,6-1,3 <1,0-1,6 79-253 59-135 26,34  44-128 174-491
Porto de Barcelona - 4-1,4 45-95 70-195 18-27 85-130 180-300
Porto de Ceuta - - 13-381 5-865 8-671 10-516 29-696
Sistema Estuarino de Santos <0,03-0,92 <0,5-1,49 <5,0-97,5 - 1,3-44,2 <2,0-204,8 6,0-312,0
Sistema Estuarino de Vitoria 0,03-0,82 - 35-280 5-660 6-245 5-292 27-812
Sistema Estuarino de Paranagua - <0,001 14,5-58,0 <0,04-16,20 6,65-21,90 <0,30-29,75  26,95-80,50
Porto de Santos 0,04-0,64 <0,6 26,31-42,74  9,01-27,28 10,88-22,28  7,57-16,7 509,08-1077-33
Porto de Mucuripe <0,03-0,04 <0,60-1,41 3,33-50,13 0-19,76 <2,0-21,49 <2,00-3,58 25,05-583,51
Porto de Pecém <0,03-0,04 <0,60-1,28 17,68-63,13  549-18,77 11,48-24,71  <2,00-3,55 215,03-639,95

A — Wong et al. (1995);B— Van den Hurk et al. (1997);C— Muniz et al. (2004);D— Guevara-Riba et al. (2004);E— Guerra-Garcia and
Garcia-Gomez (2005); F- Hortellani et al. (2008);G— Jesus et al. (2004);H— Choueri et al. (2009a); I — Buruaem et al. (2012). (Fonte:
BURUAEM et al., 2012).

No Brasil essa realidade ndo € diferente. No porto de Santos muitos tipos de fontes
poluidoras sdo observadas. No municipio de Cubatio foram instaladas, a partir da década
de 1950, importantes inddstrias petroquimicas, metalirgicas, fertilizantes, entre outras,
aproveitando-se das facilidades do maior porto maritimo do Pais, o Porto de Santos. O
material poluente lancado na regido por essas inddstrias levou a um processo de
degradacdo ambiental intenso na regidao (VIRGA & GERALDO, 2008).

Um estudo realizado pela CETESB (2001) demonstrou que toda a regiao estuarina
Santos-Sd@o Vicente se caracteriza como uma regido altamente impactada pela
contamina¢do por metais e outros compostos. Uma série de outros estudos também
analisaram a concentracdo de metais no porto de Santos e também demonstraram
concentracdes de metais como Zn, Cr, Cd, Cu, Hg apresentam-se acima de valores
aceitdveis (PINTO et al., 2015; ABESSA et al., 2008; BURUAEM et al., 2012).

No porto de Sdo Sebastido, segundo a DDS System (2013), o Terminal Aquaviario
Almirante Barroso (TEBAR), localizado em Sdo Sebastido (SP) é o maior terminal
aquavidrio da América do Sul, sendo responsdvel pela movimentacdo didria de 600 mil
barris ou 4 bilhdes de litros de petréleo por més, que representam 50% de todo o petrdleo
consumido no Brasil. Com 40 tanques que armazenam um total de 1,2 bilhdo de litros de
petrdleo e derivados ou o equivalente a 8 milhdes de barris, o Tebar também € a unidade

que possui a maior tancagem entre todos os terminais da Petrobras.
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Dessa maneira, nessas regides € possivel estudar o impacto de metais no
ecossistema e na biota como um todo. Os microrganismos acabam sendo o primeiro nivel

tréfico afetado pela toxicidade de certos poluentes.

2.2. DIVERSIDADE BACTERIANA

Os microorganismos tem habitado a Terra por mais de 3,7 bilhdes de anos e ainda
dominam em termos de biomassa e diversidade. Comunidades bacterianas complexas sdo
encontradas em essencialmente todos os ecossistemas naturais, incluindo solos, plantas e
aguas superficiais e subterraneas (OVREAS, 2000).

A comunidade microbiana apresenta grande importidncia na manutencdo das
funcdes dos diferentes ecossistemas, que incluem: ciclagem de nutrientes, producido
primdria, decomposicao da matéria organcia e regulacao do clima (QUERO et al., 2015;

BRUCE et al., 2012).

2.2.1. Diversidade de microrganismos em areas costeiras

Diversos estudos mostram que populagdes bacterianas marinhas sdo
complexas, de ampla distribuicdo e geralmente apresentam uma variedade de grupos
ainda ndo identificados ou ndo cultivados. Muitos avancgos tecnoldgicos tém
contribuido para melhorar a compreensio dos processos mediados por bactérias nos
ambientes marinhos (VITORINO & BESSA, 2018).

Embora grandes populac¢des de bactérias estejam bem documentadas em dguas
costeiras e sedimentos, sua diversidade e variagdes espaco-temporais permanecem
amplamente inexploradas (BRUCE et al., 2012).

Estimativas recentes revelam que especialmente sedimentos costeiros abrigam
os maiores valores de abundancia e diversidade microbiana no ambiente marinho.
Esse fator, se deve em parte as heterogeneidades presentes nesse compartimento como
a estratificacdo do potencial redox e disponibilidade de nutrientes que acabam por
moldar a comunidade (HUA et al., 2017).

Outro fator que demonstra a grande importancia nos estudos de diversidade
microbiana, é que os ambientes costeiros sofrem muitas alteragdes por consequéncia
da atividade antrépica JAHAN & STREZOYV, 2017). Essas alteragdes podem levar
a consequéncias graves a comunidade microbiana e consequentemente a todo o

ecossistema, uma vez que microrganismos tem um papel fundamental na ciclagem
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dos nutrientes. Além disso, microrganismos sao extremamente sensiveis a mudangas
em seus ambientes devido ao seu tamanho, rapido crescimento e plasticidade
genomica (QUERO et al., 2015). Dessa maneira, o estudo da diversidade microbiana
e suas variacOes acaba sendo ferramenta importante para avaliar a consequéncia do

impacto antropico na saude do ambiente marinho (AGER et al., 2010).

2.2.2. Estudo sobre diversidade bacteriana no ambiente marinho
Brasileiro

Estima-se que o Brasil abrigue aproximadamente 20% do total diversidade
biolégica de macrorganismos do mundo. Além disso é um dos 17 paises que
compartilham quase 70% dos animais e plantas catalogados e é reconhecido como um
dos paises mais megadiversos (LANDIM et al., 2010; CDB, 2013; MITTERMIER et
al., 2004). Esta biodiversidade € frequentemente relacionada a grande variabilidade
climédtica e geomorfologia.

A diversidade biolégica € um importante recurso, ndo s6 para 0S Servicos
ambientais que fornece, mas também para o seu potencial como um recurso no
desenvolvimento de uma gestdo sustentdvel de ecossistemas e oportunidades para
bioprospecc¢do (PYLRO et al., 2014; THOMPSON et al., 2018).

Apesar de sua importincia, a diversidade microbiana brasileira ainda ¢é
considerada em grande parte desconhecida. Estudos da diversidade microbiana siao
comparativamente muito mais escassos. Por exemplo, apenas recentemente a
diversidade microbiana dos solos da Amazonia, do Cerrado ¢ do ambiente marinho
foram estudados de forma sistematica (BRUCE et al., 2012).

De acordo com uma revisao feita por Bruce et al. (2012) Os primeiros estudos
independentes de cultura realizados no Brasil para acessar a diversidade microbiana
datam do final da década de 1990 (BORNEMAN & TRIPLETT, 1997).
Seqiienciamento pelo método de Sanger foi usado extensivamente até poucos anos
atrds para determinar a diversidade genética apds a clonagem de DNA diretamente de
uma amostra ambiental (PACE et al., 1985; SCHMIDT et al., 1991). Essa abordagem
foi amplamente aplicada para o estudo de diferentes biomas. Os primeiros estudos
usando pirosequenciamento para estudar a diversidade microbiana comecaram a ser
feitos hd pouco mais de uma década atrds (THOMPSON et al., 2011; ROESCH et al.,
2007).
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A tabela 2 mostra pesquisas realizadas no Brasil com o intuito de estudar a
diversidade bacteriana em diferentes ambientes marinhos. Pode-se perceber que esses
estudos ficam restritos aos estados do Sdao Paulo e Rio de Janeiro e apenas o Ceara
como representante da regido nordeste. Além disso, as dreas de manguezal e corais

sd0 os ambientes mais estudados.

Tabela 2 — Lista de estudos utilizando métodos independente de cultura em ambientes marinhos.

BIOMA LOCAL TECNICA MOLECULAR | AMOSTRA | REFERENCIA
Manguezal Rio de Janeiro | Sequenciamento do sedimento (Brito et al.
gene 16S rRNA e T- 2006 )
RFLP
Manguezal Rio de Janeiro | Sequenciamento do rizosfera (Maciel-Souza
gene 16S rRNA et al. 2006
Manguezal Cedra Anilise de PCR do agua (Sousa et al.,
genel6S rRNA e 2006)
DGGE
Estuario da Baia de Rio de Janeiro 16S rRNA PCR, agua (Vieira et al.
Guanabara DGGE, e biblioteca de 2007 )
clones
Baia de Guanabara Rio de Janeiro | ITS rRNA DGGE e dgua (Clementino et
biblioteca de clones do a., 2007)
genel6S rRNA
Rio de Itanhaém Sao Paulo 16S rRNAPCR e dgua (Carvalho et
biblioteca de clones al. 2007 )
Manguezal Rio de Janeiro 16S rRNA PCR, sedimento (Gomes et al.,
DGGE, e biblioteca de 2008)
clones
Baia de Guanabara Rio de Janeiro | Biblioteca de clones do | 4dgua (Vieira et al.,
genel6S rRNA 2008)
Baia de Guanabara Rio de Janeiro | Biblioteca de clones do | dgua, (Turque et al.
genel6S rRNA sedimento e | 2008)
esponja
Banco de Abrolhos Bahia 16S rRNA PCR e coral (Reis et al.,
biblioteca de clones 2009)
Ilha do Caboclo e Praia | Rio de Janeiro | 16S rRNA PCR, Esponja (Hardoim et
da Tartaruga DGGE, e biblioteca de al. 2009 )
clones
Baia de Sepetiba Rio de Janeiro | 16S rRNAPCR e agua (Almeida et
biblioteca de clones al., 2009)
Baia de Guanabara e Rio de Janeiro | 16S rRNA e biblioteca | 4guae (Turque et al.
de Sepetiba de clones esponja 2010)
Aquipélago de Rio de Janeiro | 16S rRNAPCR e esponja (Fontana et al.
Cagarras e Praia sequenciamento 2010
Vermelha
Praia de Guaeca, Ilhota | Sao Paulo ITS rRNA PCR, esponja, (Menezes et
da Prainha e Ilha de ARDRA, e ascidias e al. 2010)
Toque-Toque sequenciamento algas
Praia da Tartaruga Rio de Janeiro | 16S rRNAPCR e coral (Lins-de-
biblioteca de clones Barros et al.
2010)
Banco de Abrolhos Bahia 16S rRNA PCR e coral (de Castro et
biblioteca de clones al. 2010)
Baia de Guanabara Rio de Janeiro | Pirosequenciamento do | dgua (Thompson et
gene 16S rRNA al. 2011)
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BIOMA LOCAL TECNICA MOLECULAR | AMOSTRA | REFERENCIA

Cabo Frio Rio de Janeiro | 16S rRNA PCR, dgua (Cury et al.
DGGE, e biblioteca de 2011)
clones

manguezal de Cananéia | Sao Paulo Pirosequencimento do sedimento (Andreotte et

e Bertioga gene 16S rRNA al., 2012)

Sao Sebastiao channel Sao Paulo and Contrugdo de biblioteca | 4gua, (Carlos et al.,

and Buzios Island Rio de Janeiro 16Se sedimento e = 2013)
pirosequenciamento muco

(coral)

Ilha do Cardoso Sdo Paulo T-RFLP e sedimento (Mendes e
pirosequencianento do Tsai, 2014)
gene 16S rRNA

Barra Grande Ceard T-RFLP sedimento (Rochaet al.,

mangrove 2016)

Baia de Camamu Bahia Sequenciamento MiSeq @ 4gua (Effe et al.,

2018)

* Modificado de Bruce et al., 2012.

Dessa maneira fica visivel como o Brasil ainda precisa de estudos mais
aprofundados e que abrajam mais regides para que possamos preencher as lacunas quando
levamos em considerac@o a grande diversidade brasileira.

Apesar da escassez de trabalhos, alguns estudos j4 documentaram regides com
populacdes bacterianas altamente diversas (ROCHA et al., 2016; HUA et al., 2017) e
com microbioma muito especifico (HUA et al., 2017). Entretanto, ainda precisamos
entender como os diversos tipo de contaminantes influenciam na diversidade e na
composi¢do da comunidade, quais sdo os grupos que resistem a essas condi¢cdes adversas
e quais grupos tem sua populacdo diminuida.

Além disso, ainda € necessario estudar quais as implicacdes que essas mudangas
de composi¢do podem trazer ao ecossistema, uma vez que muitos grupos bacterianos sao
extremamente importantes na ciclagem de nutrientes. Poucos estudos conseguiram
demonstrar essas correlagdes e ainda muito pouco se sabe (QUERO et al., 2015). Esse
fator se torna mais importante quando leva-se em consideracdao que o Brasil sofre muitos

impactos antropicos especialmente na zona costeira.

2.2.3. Metodologias para avaliar a diversidade bacteriana

Em grande parte do século 20, cientistas do mundo todo avaliavam as
comunidades microbianas através de métodos dependentes de cultivo (ATLAS &

BARTHA, 1993), utilizando, dessa maneira, métodos tradicionais de isolamento seletivo
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e cultivo para, assim, identificar espécies ou grupos funcionais, estimar abundancia
relativa e determinar estrutura das comunidades (AMANN et al., 2001).

Esses métodos tradicionais foram amplamente utilizados durante muito tempo
como Unica forma para se conseguir acessar informacdes sobre a comunidade de
procariotos nos mais diversos ambientes (RASCHE et al., 2006).

Com o passar do tempo foi se observando que esses métodos apresentavam
grandes limitacdes. As principais dificuldades encontradas foram a falta de
representatividade observada na comparacdo entre as comunidades criadas e cultivadas
no seu proprio nicho ecolégico com as comunidades microbianas que sdo obtidas em
meios de cultivo (FELSKE et al., 1999). Muito disso se deve ao fato da incapacidade em
se mimetizar as condi¢des ambientais em meios de cultivo. Dessa maneira, uma grande
parte de microrganismos ndo sdo capazes de crescer em cultivos in vitro. Portanto,
métodos dependentes de cultivo utilizados para avaliar a comunidade microbiana acabam
por subestimar a riqueza, abundancia e diversidade de espécies (TYSON & BANFIELD,
2005).

Esse cendrio comecou a mudar a partir de 1980 quando Torsvik (1980) publicou
o primeiro protocolo de extracdo de DNA de amostra de solo. Esse procedimento
necessitava de 60-90 g de solo e demorava 3 dias para ser executado. Desde essa época
muitos avangos foram realizados e hoje com apenas 1 g de amostra o DNA pode ser
extraido em menos de 30 minutos. Com o advento das técnicas de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (SAIKI ef al., 1988) e sequenciamento de DNA (SANGER et al.,
1977), os métodos moleculares tém sido extremamente importantes na identificagio e
estudo na comunidade de microrganismos.

Estas técnicas se baseiam na amplificacdo de uma regiao do DNA especifica de
um grupo de microrganismo (para bactérias a regidao 16S rDNA) por PCR e posterior
caracterizacdo por clonagem e sequenciamento. A regido codificadora do 16S rRNA
apresenta diversas por¢des, dentre elas algumas conservadas e outras hipervaridveis
numeradas de 1 a 9 (V1 a V9) e estas sdo diversificadas entre as espécies bacterianas
(Figura 4). Assim, essas sequencias se tornaram padrdo na determinacdo de relacdes
filogenéticas, na avaliacdo da diversidade em amostras ambientais e na detec¢do e

quantificacdo de populacdes especificas (LIU & STAHL, 2002).
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Figura 4- Esquema do gene 16rRNA com suas regides hipervaridveis de V1a V9.

Outros métodos para estudo da comunidade global consistem na andlise de
restricdo do rDNA amplificado (ARDRA), no polimorfismo do tamanho do fragmento de
restricdo terminal (TRFLP), na amplificacio aleatéria de DNA polimérfico (RAPD), na
andlise do espaco ribossomal inter génico (RISA), na eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE), na eletroforese em gel de gradiente de temperatura (TGGE) e no
polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP) (TORSVIK & @VREAS, 2002).
Existem ainda métodos que se baseiam no perfil dos dcidos graxos Fosfolipidico (PLFA)
e 4cido graxo Metil Ester (FAME) para obter um perfil da comunidade bacteriana
(KOZDROJ & van ELSAS, 2001). Uma visio geral das técnicas e de suas aplicacdes é

apresentada na Figura 5.
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Figura 5 — Metodologias para andlise de comunidades microbianas (Adaptado de Kozdréj & van Elsas,

2001).
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Dentre as técnicas idealizadas para se ter acesso a fisiologia e a genética de
microrganismos nao cultivdveis, a metagendmica desempenha papel central. O
desenvolvimento da metagendmica, na verdade, é considerado o evento mais marcante
no campo da ecologia microbiana nos tltimos dez anos (THOMAS et al. 2012). Trata-se
da andlise gendmica de uma comunidade de organismos baseada no isolamento direto de
fragmentos de DNA oriundos de amostras ambientais, suprimindo a necessidade de
isolamento e cultivo de espécies individuais. Este termo for proposto por Handelsman e
colaboradores (1998) e trouxe novas perspectivas ao estudo da Ecologia Microbiana ao
tornar possivel andlises de amostras ambientais de solo, de 4gua ou mesmo associadas a
hospedeiros eucariontes (HANDELSMAN, 2004), colocando sob foco de estudo os
aproximadamente 99% das espécies microbianas que nao podem ser cultivadas. Outros
termos também sdo utilizados para descrever essa metodologia, como: gendmica
ambiental, ecogenOmica, gendmica de comunidades e metagendmica, todos
intercambiaveis (CHISTOSERDOVA, 2010).

A metagendmica s6 pode ser desenvolvida através do desenvolvimento de
técnicas de sequenciamento mais modernas, capazes de sequenciar um grande nimero de
sequéncias de uma vez, em um curto espaco de tempo e com um baixo custo para sua
realizacao.

Atualmente, as técnicas de sequenciamento sdo amplamente aplicadas ao estudo
da diversidade microbiana. O desenvolvimento e aprimoramento dos sequenciadores de
primeira geragdo (baseado no método de Sanger), € mais recentemente, os de segunda
(piro sequenciamento) e terceira (fon sequenciamento) geracdes permitem O
sequenciamento massivo dessas amostras ambientais.

O método de Sanger é procedimento tradicional de sequenciamento de DNA
(Figura 6), foi desenvolvido por Frederick Sanger e colaboradores na década de 70 e
consiste na adicdo de nucleotideos modificados, chamados didesoxiribonucleotideos.
Quando os ddNTP’s tentam se ligar com a fita de DNA, com a auséncia do OH, os
proximos nucleotideos ndo tém onde se ligar e a replicag@o para. Assim é possivel obter
fitas do mesmo DNA com niimero de residuos diferentes (SANGER et al., 1977). Mas
para sequenciar grandes quantidades de DNA ou entdo o genoma inteiro, essa
metodologia comecgou a ter muitas desvantagens. Era necessdria fragmentacio do DNA e

constru¢do de clones, fazendo com que essa metodologia, para esse objetivo se tornasse
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cara, dependesse de muito tempo de preparacao de amostras e com maior quantidade de

€Iros.
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Figura 6 - Metodologia de Sanger esquematizada: 1) Reagdo: Mistura de iniciadores, DNA molde,
DNA polimerase, ddNTPs com fluorocromos; 2) Elonga¢do e terminacido da cadeia de DNA; 3)
Eletrofose em gel capilar para separacdo dos fragmentos de DNA; 4) Deteccdo por laser dos

fluorocromos e andlise computacional da sequéncia.

O sequenciamento de segunda geracdo apareceu para sanar alguns desses
problemas. Essas novas metodologias possuem como caracteristicas comuns um poder de
gerar informacdo muitas vezes maior que o sequenciamento de Sanger, com uma grande
economia de tempo e custo por base para o sequenciamento. Isso porque o
sequenciamento de segunda geragdo faz uso da clonagem in vitro e de sistemas de suporte
solido para as unidades de sequenciamento, ndo precisando mais do intensivo trabalho
laboratorial de producdo de clones bacterianos, da montagem das placas de
sequenciamento e da separacdo dos fragmentos em géis (CARVALHO & SILVA, 2010).

Dentre as novas plataformas de sequenciamento, duas ji possuem ampla
utilizacdo em todo o mundo: a plataforma 454 FLX da Roche e a Solexa da Illumina. A
plataforma 454 utiliza um método conhecido como piro sequenciamento e foi o primeiro
grande substituto do sequenciamento de primeira geragdo (RONAGHI et al., 1998). A

leitura da sequéncia nesse sistema ¢ realizada a partir de uma combinagdo de reacdes
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enzimdticas que se inicia com a liberacdo de um pirofosfato, oriundo da adi¢do de um
desoxinucleotideo a cadeia. Em seguida, esse pirofosfato é convertido para ATP, pela
ATP sulfurilase, sendo este utilizado pela luciferase para oxidar a luciferina, produzindo
um sinal de luz (Figura 7) capturado por uma camera CCD (charge-coupled device)
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Fonte: CARVALHO & SILVA, 2010.
Figura 7- Resumo ilustrativo do sequenciamento na plataforma 454. (a) Preparo da amostra: O DNA é
fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em suas extremidades. Os fragmentos A/B
sdo selecionados para o sequenciamento. (b) PCR em emulsdo: Os fragmentos sdo ligados as
microesferas magnéticas por meio do pareamento com sequéncias curtas complementares presentes na
superficie da microesfera. Apenas um tnico tipo de fragmento se liga a uma determinada microesfera.
As microesferas sdo capturadas individualmente em goticulas oleosas onde a PCR em emulsio ocorre.
Milhares de copias do fragmento alvo sdo produzidas nessa fase. (c) Sequenciamento: As microesferas
ligadas as sequéncias alvo fita simples sdo capturadas individualmente em pocos no suporte de
sequenciamento. Sdo fornecidos os reagentes para a reagdo de piro sequenciamento, e o sinal de luz

emitido € identificado a cada base incorporada, em cada pogo de sequenciamento.

A plataforma Ilumina/Solexa realiza seu sequenciamento, assim como no método

de Sanger, pela sintese através da enzima DNA polimerase e de nucleotideos
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terminadores marcados com diferentes fluor6foros (Figura 8). A diferenca inovadora
consiste no fato da execu¢ao do método de clonagem dos fragmentos in vitro ser realizada
em uma plataforma sélida de vidro (PCR de fase sélida) (FEDURCO et al., 2006).
Primeiramente, realiza-se a fragmentacdo de forma aleatdria e, esses fragmentos serdo,
posteriormente, ligados a adaptadores localizados nas duas extremidades. A adesdo das
moléculas de DNA fita simples ocorre por afinidade ao suporte sélido, local onde se
encontram os oligonucleotideos complementares a esses adaptadores. Na fase de
anelamento, o adaptador da extremidade da molécula que se encontra livre, se une ao seu
oligonucleotideo complementar no suporte e forma uma estrutura em ponte, logo da-se
inicio a PCR, fazendo uso da extremidade 3’ livre do oligonucleotideo como primer. Ja
durante a etapa de desnaturacdo, essa ponte € desfeita através do uso de altas
temperaturas. Posteriormente, a etapa de anelamento € repetida, dando origem a novas
estruturas em ponte, iniciando um novo ciclo de amplificacdo. E importante destacar que
nesta plataforma podem ser gerados fragmentos tanto paired-end quanto single-read para
a preparacdo de bibliotecas de DNA. No momento em que ocorrer uma quantidade
suficiente desses ciclos, serdo obtidos clusters de moléculas idénticas ligadas ao suporte
e, através da incorporacdo de nucleotideos terminadores marcados e da excitagdo a laser,
¢é gerado sinal, que serd captado por um aparelho que realizard a leitura e a interpretacdo
dos possiveis nucleotideos componentes da cadeia. O procedimento de leitura € feito de
forma sequencial, o que permite a montagem da sequéncia completa de cada um dos

clusters gerados (Figura 8) (TURCATTI et al., 2008).
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Figura 8- Representacdo esquemdtica do principio tecnoldgico da plataforma Ilumina. O DNA ¢
fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em ambas as extremidades (A). As moléculas
de DNA fita simples sdo aderidas por afinidade ao suporte sélido onde estdo também aderidos em alta
densidade oligonucleotideos complementares aos adaptadores A e B (B). Durante a etapa de
anelamento (C), no primeiro ciclo de amplificagdo da PCR em fase sélida, o adaptador da extremidade
livre da molécula aderida ao suporte encontra seu oligonucleotideo complementar no suporte,
formando uma estrutura em ponte. Uma vez fornecidos os reagentes necessdrios, a PCR € iniciada
utilizando a extremidade 3’ livre do oligonucleotideo como primer (C e D). Na etapa de desnaturagio
(E), a “ponte” ¢é desfeita mediante elevacdo de temperatura. Repete-se a etapa de anelamento (F),
formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo de amplificacdo. Ap6s uma série desses
ciclos, serdo obtidos clusters de moléculas idénticas ligadas ao suporte (G). Com a incorporagdo de
nucleotideos terminadores marcados e excitagdo a laser (H), é gerado sinal, o qual € captado por
dispositivo de leitura e interpretado como um dos quatro possiveis nucleotideos componentes da cadeia
(D. O processo de incorporagdo de nucleotideo marcado, excitagdo e leitura é repetido para cada
nucleotideo componente da sequéncia (J, K). A leitura € feita de forma sequencial, o que permite a

montagem da sequéncia completa de cada cluster (L).
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Além dessas plataformas apresentadas ainda existem a ABI Solid e o Ion Torrent.
E atualmente ji existem sequenciadores de terceira geracdo, que sdo capazes de
sequenciar uma Unica molécula de DNA sem a necessidade de amplificacdo.

O mais importante é que essas metodologias sdo capazes, de através de amostras
ambientais, obter sequencias dos procariotos presentes. Aliados a bioinformdtica ¢é
possivel analisar esse imenso conjunto de dados, obtendo-se assim informacdes sobre
abundancia, diversidade, riqueza de espécies entre outros. Fazendo assim uma andlise
completa da comunidade microbiana com custos relativamente baixos.

Um volume de dados gigantesco vem sendo gerado, o que requer o
desenvolvimento de ferramentas de andlise mais eficientes e capazes de incluir a grande
parcela da comunidade cientifica com recursos computacionais limitados (WILKE et al.,
2012). Para estudar tais dados, um passo crucial € a classificacdo das sequéncias, feitas
em geral através de buscas por similaridade (WILKE et al., 2012). Para tanto, as
sequéncias obtidas sdo comparadas com sequéncias pertencentes a uma variedade de
bancos de dados. Estes sdo repositdrios bioldgicos digitais compostos de sequéncias de
acidos nucleicos, proteinas ou outro polimero, armazenadas em um computador.

Considerando que nenhum banco de dados € capaz de cobrir todas as funcdes
bioldgicas, a habilidade de visualizar e compilar informacdes obtidas em diferentes
bancos de dados em um tunico local € essencial e foi implementada nas versdes mais
recentes de algumas plataformas de comparacdo de metagenomas (THOMAS et al.,
2012). Tais plataformas tornam possivel depositar, processar e analisar conjuntos de
dados de metagenomas, sendo o MG-RAST (GLASS et al, 2010), o IMG/M
(MARKOWITZ et al., 2008) ¢ o CAMERA (SUN et al.,, 2011) os trés sistemas
proeminentes.

O MEGAN (do inglés, MEtaGenome ANalyzer — Analisador de metagenomas) é
outra ferramenta utilizada para comparar todas as sequéncias obtidas no sequenciamento
com um ou mais bancos de dados de referéncia utilizando BLAST. O programa utiliza o
resultado da comparag¢do como a entrada e gera dendogramas taxondmicos ou funcionais
(HUSON et al., 2007), o que torna a comparagdo de diferentes grupos taxondmicos e
funcionais visualmente mais fécil, contribuindo para a interpretacio dos dados
(THOMAS et al., 2012).

Também foi necessario o desenvolvimento de programas de andlises estatistica
para andlise de tais dados. Por muito tempo, o aspecto estatistico foi uma questdo que

preocupou muitos ec6logos microbianos por nao se saber se 0s métodos disponiveis eram
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adequados para analisar comunidades microbianas. A razdo para tal incerteza é que tais
comunidades constituiram por muito tempo uma grande caixa preta para a ecologia, de
tal forma que grande parte dos modelos estatisticos foi desenhada originalmente para
macro-organismos. Contudo, atualmente, sabe-se que muitas abordagens e estratégias
derivados de décadas de pesquisas de ecologia quantitativa com macro-organismos
podem ser utilizadas com sucesso para a andlise de micro-organismos (THOMAS et al.,
2012). Primeiramente, como os demais dados de Ecologia quantitativa, os dados de
sequenciamento de metagenomas podem ser reduzidos a tabelas, onde as colunas
representam amostras; as linhas, grupos taxondmicos ou funcionais; e 0s campos contém
dados de abundancia ou presenca/auséncia. Portanto, muitas das ferramentas estatisticas
disponiveis para identificar correlacdes e padrOes estatisticamente significantes se
mostraram transferiveis para a andlise de micro-organismos. Entretanto, como as matrizes
de espécie-amostra de metagenomas normalmente contém mais grupos taxondémicos ou
funcionais que amostras obtidas, € preciso que corre¢des apropriadas para testes de
hipéteses multiplas sejam implementadas, como, por exemplo, corre¢do de Bonferroni
para andlises baseadas no teste-t (THOMAS et al., 2012). Outra consequéncia do volume
de dados € a necessidade de avalid-los através de estatisticas multivariadas.

Dessa maneira, estd sendo possivel a realizacdo de estudos e cientistas comegaram
a encontrar resposta para questdes ecoldgicas que ainda estavam obscuras. O
desenvolvimento de todas essas tecnologias proporcionou um avanco no estudo de

ecologia microbiana e o real entendimento do tamanho e importancia dessa comunidade.

2.3.IMPACTO DA POLUICAO POR METAIS PESADO NA COMUNIDADE
MICROBIANA

A poluicdo por metais vem crescendo ao redor do mundo. Muitas atividades
antropicas contribuem para esse crescimento, como industrias de diversos setores,
agricultura, mineracdo e atividades portudrias.

Metais sao poluentes extremamente toxicos quando em maiores concentracoes.
Além disso sofrem magnificacio na cadeia tréfica e sdo dificeis de serem removidos do
ambiente.

Microrganismos sdo diretamente influenciados por essa toxicidade. Polui¢ao por

metais pode levar a mudancas severas na estrutura e composi¢do da comunidade (Y AO
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etal., 2017). Estudos mostram que a contamina¢ao de solos por metais a longo prazo tem
efeitos prejudiciais sobre a atividade microbiana do solo, especialmente a respiracao
microbiana (SOBOLEV & BEGONIA, 2008). Além de mudan¢as mediadas por metais a
longo prazo nas atividades enzimdticas do solo, muitos relatérios mostram grandes
reducgdes na atividade microbiana devido a exposicdo a metais toxicos em curtos espacos
de tempo.

Um estudo de Imchen et al. (2018) mostrou que areas costeiras do Brasil, [ndia e
Ardbia Saudita apresentam porcentagens significativas de genes de resisténcia na
comunidade microbiana, especialmente o gene CupA que consiste em um sistema de
efluxo que confere a bactéria resisténcia a metais como cobre e prata.

Outro estudo realizado por Quero et al. (2015) em areas da costa italiana poluidas
por metais e hidrocarbonetos demonstrou que a contaminagdo por miultiplos
contaminantes alterou significativamente a diversidade de procariotos bentonicos. O
estudo mostrou que metais como Cu, Zn, Hg, Cr e As podiam interferir na composi¢cao
da comunidade.

Através desse levantamento bibliografico foi possivel perceber que existem
inimeros trabalhos demonstrando que a polui¢do por metais pode alterar a diversidade
bacteriana e influenciar a composi¢cdo da comunidade. Entretanto, sdo raros os estudos
que conseguem demonstrar quais os grupos que acabam sendo favorecidos e aqueles que
diminuem drasticamente a sua abundancia, e quais implica¢des ecoldgicas isso pode ter.

Yin et al. (2015) tentaram responder essa questdo. De acordo com seu estudo a
abundancia relativa de alguns grupos como Firmicutes, Chloroflexi e Crenarchaeota
aumentou de maneira diretamente proporcional ao aumento da concentra¢do de metais a
excec¢do do grupo Proteobacteria, o qual teve sua abundancia diminuida. Neste mesmo
estudo, genes funcionais envolvendo a homeostase de metais (e.g., chrR, metC, merB), o
metabolismo de carbono e a habilidade de remediacido organica foram encontrados em
maior abundancia nas dreas contaminadas demonstrando que a comunidade microbiana
foi capaz de modular seu consumo de energia e aumentar sua adaptabilidade e resisténcia

em areas contaminadas.

2.4. Resisténcia bacteriana a metais e suas aplicacoes

Os metais ocorrem naturalmente nos solos e alguns deles, tais como cobre (Cu),

zinco (Zn) e cobalto (Co), desempenham importante papel na nutricio de plantas e
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animais, enquanto outros, como cddmio (Cd), chumbo (Pb), arsénio (As) e selénio (Se),
exercem efeitos deletérios sobre varios componentes da biosfera (ALLOW AY, 1995).
Mas aumentos da sua concentracdo no ambiente devido atividades poluidoras vem se
destacando no cendrio de polui¢cdo ambiental.

Esse aumento da concentra¢do de metais acima de seu limite natural de ocorréncia
acaba tornando o ambiente téxico para biota. Essa pressao seletiva acaba favorecendo o
surgimento de bactérias resistentes a metais, dessa maneira, microrganismos comec¢am a
apresentar mecanismos de resisténcia, acabam por apresentar vantagens sobre outros
(SILVER & PHUNG, 2009).

Microrganismos apresentam vdarios tipos de mecanismos de resisténcia em
resposta as concentracdes de metais os quais podem ser codificados através de genes
cromossomais, mas na maioria das vezes o loci que confere resisténcia estd localizado
nos plasmideos (NIES, 2003).

Alteracdoes na parede ou na membrana celular sao exemplos desse tipo de
mecanismos de resisténcia que tem por objetivo proteger componentes celulares
essenciais que sejam sensiveis a metais (JI & SILVER, 1995).

Existe também o transporte ativo ou sistemas de efluxo que representam uma
grande categoria de sistemas de resisténcia a metais. Nesses mecanismos, as bactérias
usam transporte ativo para exportar metais toxicos para fora de seu citoplasma evitando
com que seus componentes celulares sejam prejudicados (BRUINS et al., 2000).

Outro mecanismo de resisténcia importante € o sequestro intra ou extracelular de
metais, em que proteinas sdo produzidas com a capacidade de se ligar fortemente a alguns
tipos de metais, tornando-os inativos (SILVER, 1992; BRUINS et al., 2000).

Metais podem ser extremamente toxicos aos microrganismos. Mas muitos deles
conseguem desenvolver sistemas de tolerancia para conseguir sobreviver nesse ambiente
de extrema toxicidade (RAJKUMAR et al., 2012). Entre esses sistemas microrganismos
podem por exemplo alterar a especiacdo dos metais para formas menos toxicas, podem
fazer a remocdo dos metais ou ainda alterar condi¢des ambientais que fazer a precipitacao
dos metais facilitando sua remocao.

Dessa maneira, bactérias podem ser forte aliadas na busca de metodologias para
descontaminacio de dreas que sofrem com o aumento na concentracdo de metais devido
a poluicdo antrdpica.

A selecdo e identifica¢do de bactérias resistentes e capazes de remover metais em

amostras ambientais, e importante pois possibilita utilizar caracteristicas bacterianas
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intrinsecas para encontrar novas tecnologias para a remediacdo de dreas contaminadas
(GERMAINE et al., 2013). Contudo, o sucesso da técnica de remediacdo depende de
microrganismos resistentes e tolerantes, que consigam manter suas fungdes metabdlicas
mesmo apos a capitagdo de metais (VALLS & LORENZO, 2002).

Muitos sdo os mecanismos envolvidos na tolerdncia e resisténcia aos metais.
Dentre eles destacam-se biossorcido, precipitacdo, biomineraliza¢do, producdo de
sider6foros, biosurfactantes e proteinas ligantes (CAMARGO et al., 2007). De acordo
com Bruschi & Goulhen (2007), os processos de biorremediacdo desenvolvidos por
microrganismos pode ser dividido em dois grandes grupos: um grupo explora a atividade
enzimdtica metal-redutase das bactérias (direta) e o segundo envolve a producio de
sulfeto de hidrogénio produzido biologicamente por algumas bactérias que € capaz de

precipitar os metais favorecendo sua remoc¢ao (indireta) (Figura 9).

a) Detoxificacdo enzimatica de metais b) Precipitacdo de metais
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Figura 9 — Principais processos de biorremediagdo de metais desenvolvidos por microrganismos: a)
Esquema simplificado do mecanismo de resisténcia por detoxificacdo enzimatica de metais para formas
menos téxicas onde o mercirio ¢ transformado a través de agdo enzimatica para sua forma menos téxica;
b) Precipitagdo de metais por bactérias redutoras de sulfato, onde o sulfato é utilizado como aceptor de
elétrons para quebra de lactato e produz sulfeto, o sulfeto quando combinado, por exemplo, ao merctrio se

transforma em sulfeto de mercirio que € insolivel e acaba precipitando. (Fonte: da autora).



51

2.5. Bactérias redutoras de sulfato

Um importante grupo para ser estudado levando em considera¢do o problema
ambiental causado pela polui¢do por metais sdo as bactérias redutoras de sulfato.

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) podem ser classificadas em cinco
linhagens filogenéticas distintas, sendo quatro grupos dentro do dominio Eubacteria
(Proteobacteria, Firmicutes, Thermodesulfobacteria e Nitrospira) € um no dominio
Archea (Euryarchaeota) (CASTRO et al., 2000). As familias Desulfovibrionaceae e
Desulfobacteriaceae agrupam a maioria das espécies conhecidas (SCHEID &
STUBNER, 2001).

As bactérias redutoras de sulfato compreendem um grupo de microrganismos
anaerdbios capazes de reduzir metabolicamente fons sulfato ou outras espécies oxidadas
de enxofre (sulfito, tiosulfito ou enxofre elementar) a sulfeto de hidrogénio. Na respiracao
anaerdbia, compostos organicos ou hidrogénio, sao oxidados havendo transferéncia de
elétrons através da cadeia respiratéria até um aceptor organico, que nao o oxigénio
(MADINGAN et al., 2004).

Uma das mais importantes aplicacdes biotecnoldgicas para bactérias redutoras de
sulfato estd intimamente ligada com sua fisiologia, através de seu metabolismo e
subsequente formacdo de sulfeto (MUYZER & STAMS, 2008). Em locais com
concentracoes altas de metais o sulfeto se liga a esses metais formando sulfeto metalico.
Sulfetos metdlicos sdo insoliveis e precipitam naturalmente, facilitando assim sua

separacdo e retirada de efluentes ou residuos contaminados (Figura 10).
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Figura 10— Esquema demonstram o metabolismo de BRS. Elas utilizam sulfato (SO)s%) como aceptor final

de elétrons para realizar a degradac@o da matéria organica (CH,O)n), o que resulta na producio de sulfeto

(H,S). O sulfeto no ambiente pode se combinar com diferentes tipos de metais (Cobre (Cu); Mercurio (Hg);



52

Zinco (Zn); Cromo (Cr); cadmio (Cd)) formando diferentes tipos de sulfeto metélico (CuS; ZnS; Cr»Ss3;

CdS; HgS) que sdo insoltveis e precipitam.

Diversos estudos demonstram a importiancia e aplicabilidade de bactérias
redutoras de sulfato no tratamento bioldgico de efluente. O tratamento bioldgico
apresenta diversas vantagens, tais como, elevada eficiéncia na remoc¢do de sulfato e
metais, baixa producdo de lodo, viabilidade econdmica e seguranca ambiental
(BERTOLINO et al., 2012; KAKSONEN & PUHAKKA, 2007).

As BRS apresentam um papel importante nas tecnologias de biorremedia¢do para
tratamento de 4dguas, solos e subsuperficies contaminadas visto que sio mediadoras
diretas e indiretas da reducdo de metais e metaloides, contribuindo também para a
biodegradacdo de poluentes organicos (GEETS et al., 2006).

A biorremediacdao de dreas contaminadas por metais através da utilizacdo de
bactérias capazes de reduzir metais, tem despertado grande interesse como alternativa
para descontaminacdo destas dreas. Estudos recentes relatam, por exemplo, o potencial
de bactérias como a Desulfotomaculum reducens, isoladas de um local contaminado com
metais, em remover estes metais, incluindo uranio, cromo, manganés e ferro (LI et al.,
2015; OTWELL et al., 2015)

Zhang e Wang (2016) estudaram a biorremediacdo de drenagem dcida de minas
por meio de granulos imobilizados de BRS provenientes de estacdo de tratamento dguas
residudrias em reator anaerébio. O reator apresentou um desempenho satisfatério para
altas concentracdes de metais, incluindo Fe, Mn, Cu, Cd e Zn, onde a eficiéncia de
remoc¢ao dos metais em torno de 99,9%.

A eficiéncia da estratégia de biorremediacdo depende da atividade das BRS, a qual
¢ afetada por condi¢cdes ambientais, parametros operacionais e composicio da
comunidade microbiana local. Muitas vezes a elevada concentragdo de metais e sua
toxicidade faz com que a eficiéncia de bactérias redutoras de sulfato ndo seja satisfatoria
(PAULO et al., 2015). Por isso a importancia em encontrar bactérias redutoras de sulfato
capazes de sobreviver em dreas contaminadas, a longo prazo, por metais e onde

desenvolveram uma série de mecanismos de resisténcia devido a essa exposicao.
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CAPITULO 3

CONTAMINACAO POR METAIS EM AREAS PORTUARIA E SUA RELACAO
COM A COMUNIDADE MICROBIANA: A POLUICAO DESSAS AREAS
PODE MUDAR A COMUNIDADE MICROBIANA?

3.1. RESUMO

As atividades portudrias sdo freqiientemente associadas a poluicio e a
disseminacao de diferentes contaminantes em compartimentos ambientais sendo um dos
mais importantes o aumento da concentracao de metais. A polui¢do por metais pode levar
a mudangas severas na estrutura e composicao da comunidade e selecionar grupos que
possam desenvolver mecanismos de resisténcia. Assim, o objetivo do presente estudo foi
analisar como os metais influenciam a comunidade bacteriana em dreas portudrias
brasileiras e na sele¢do de linhagens resistentes em comparagdo com uma drea pristina. A
composi¢do da comunidade mudou significativamente entre as duas dreas portudrias e a
area preservada, sendo o cddmio o tinico metal que ndo mostrou nenhuma correlacao com
nenhum filo. Proteobacteria, Cyanobacteria € Thermodesulfobacteria foram os filos que
apresentaram correlacdo positiva fraca com contaminacio organica e com a presenca de
Cu e Zn. Chloroflex, Nitrospirae, Planctomycetes e Chlorobi apresentaram correlacao
negativa com Cu, Cr e Zn. Grupos microbianos envolvidos no ciclo do nitrogénio e que
podem reduzir compostos de um carbono foram encontrados em menor abundancia nas
areas portudrias. A diversidade foi significativamente menor nas dreas portudrias em
comparacao com a area conservada. No entanto, ndo foi possivel ver claramente uma
maior quantidade de bactérias resistente a metais nas dreas portudrias em comparacao
com a drea de controle. Por outro lado, foi possivel notar que alguns géneros podem
desenvolver facilmente mecanismos de resisténcia a metais, por iSso 0s géneros mais
isolados foram Bacillus sp, Vibrio sp e Pseudomonas sp. Esse tipo de estudo pode
elucidar, em ambientes naturais muito complexos, como os poluentes podem influenciar

a comunidade como um todo e as conseqiiéncias dessas mudancgas.
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3.2. ABSTRACT

Port activities are frequently associated with pollution and the spreading of
different contaminants in environment compartments. One of the most important is the
increase of heavy metals concentration. Metal pollution can lead to severe changes in
community structure and composition, and select groups that can develop resistant
mechanisms. Thus, the objective of the present study was to analyze how heavy metals
influence the bacterial community in Brazilian port areas and in the selection of resistant
strains comparing to a pristine area. The community composition changed significantly
between the two port areas and pristine area. Cadmium was the only metal that didn’t
show any correlation with any phyla. Proteobacteria, Cyanobacteria and
Thermodesulfobacteria were the phyla that showed a weak positive correlation with
organic contamination and with Cu and Zn. Chloroflex, Nitrospirae, Planctomycetes, and
Chlorobi showed negative correlation to Cu, Cr and Zn. Microbial groups involved in
nitrogen cycle and that can reduce one-carbon compounds were found in lower
abundance at port areas. The diversity was significant lower in the port areas comparing
to the pristine area. However it was not possible to see clearly a higher amount of heavy
metal resistant strain in port areas comparing to the control area. On the other hand it was
possible to notice that some genera can develop easily heavy metal resistant mechanisms
that is why the most isolated genera were Bacillus sp, Vibrio sp and Pseudomonas sp.
This kind of study can elucidate in very complex natural environments how pollutants

can influence the community as whole and the consequences of these changes.
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3.3.INTRODUCAO

Terminais portudrios sdo dreas importantes para a economia mundial através do
transporte e armazenamento de muitos tipos de produtos (BURUAEM et al., 2012). No
entanto, em todo o mundo, essas areas sdo conhecidas como locais com altas
concentracdes de diversos tipos de contaminantes. Historicamente, as cidades que tiveram
a instalacdo de um porto experimentaram rdpida expansdo comercial e industrial,
causando um aumento da populagdo, levando a contaminacao e deterioracdao da qualidade
do ambiente marinho e vdrios impactos ambientais negativos sobre a zona costeira
(SANY et al.,2013) .

Desta forma, as atividades portudrias sdo frequentemente associadas a poluigdo e
a disseminacdo de diferentes contaminantes em compartimentos ambientais, como a
biota, a d4gua e os sedimentos. Uma das contamina¢des mais importantes que a atividade
portudria pode levar € o aumento da concentra¢do de metais (AYDIN ez al., 2011).

Metais sdo contaminantes que geram grande preocupacdo devido a sua toxicidade,
tendéncias a se acumular no sedimento e bioacumular ao longo da cadeia alimentar. No
entanto, a disponibilidade de metais sofre muitas flutuacdes e, além disso, € muito dificil
de se determinar. Uma vez depositados nos sedimentos, os metais podem ser adsorvidos
por particulas finas e formar complexos com diferentes compostos como carbonatos,
oxidos de ferro e manganés, carbono orginico e sulfetos. Esses complexos sdo
importantes portadores geoquimicos. Eles podem regular a particio de metais, a
mobilidade, a biodisponibilidade e a toxicidade, de acordo com as condi¢des ambientais
(RIBA et al., 2003; DELVALLS & CONRADI, 2000).

Esse tipo de poluicio pode interferir na comunidade microbiana de vadrias
maneiras. Metais como cdlcio, zinco, niquel, ferro, magnésio, manganés e cobalto sdao
nutrientes essenciais em baixas concentracdes (ADRIANO, 2001). Esses elementos
participam de reacOes bioquimicas de catalisadores, estabilizadores de proteinas e de
parede celular e mantém o equilibrio osmético da célula (HUGHES & POOLE, 1989).
Em contraste, metais em altas concentragdes sdo toxicos para microorganismos, pois
podem causar alteracdes na estrutura conformacional de dcidos nucléicos e proteinas,
além de interferir na fosforilagdo oxidativa e no balanco osmético (POOLE & GAD,
1989).

Desta forma, ha muitos estudos indicando que a polui¢cdo por metais pode levar a

mudancas severas na estrutura e composi¢ao da comunidade (Y AO et al., 2017). Estudos
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mostraram que a contaminag¢do a longo prazo no solo tem efeitos prejudiciais sobre a
atividade microbiana do solo, especialmente a respiragdo microbiana (SOBOLEV &
BEGONIA, 2008). Além de mudangas mediadas por metais a longo prazo nas atividades
enzimadticas do solo, muitos relatérios mostram grandes reducdes na atividade microbiana
devido a exposi¢do a metais toxicos em periodos curtos de tempo (QUERO et al., 2015).

Os contaminantes acumulam-se nos sedimentos marinhos e determinam uma
reducdo da biodiversidade, através de efeitos adversos para a biota, a remog¢ao de espécies
sensiveis e a selecdo nos grupos mais tolerantes (JOHNSTON & ROBERTS, 2009).
Algumas bactérias podem desenvolver alguns mecanismos de resisténcia a metais, tendo
assim vantagem sobre 0s grupos que ndo conseguem resistir a este tipo de toxicidade.

No entanto, ainda existe uma lacuna sobre como os metais podem influenciar em
diferentes taxas e quais os grupos seriam os mais resistentes. Existem muitos estudos que
isolaram bactérias resistentes a metais (ZAMPIERI et al., 2016; MATY AR et al., 2008)
e alguns estudos que tentaram entender como a contaminacao por metais pode influenciar
a comunidade bacteriana como um todo (QUERO et al., 2015; HUA et al., 2017).
Entretanto, ha poucos estudos tentando combinar esses dois aspectos e realmente entender
como os metais influenciam em alguns grupos e quais grupos sdo mais afetados e quais
espécies sdo mais resistentes. Especialmente utilizando para esse fim as técnicas de
sequenciamento de proxima geracdo (NGS) desenvolvidas recentemente (SUN et al.,
2012; KORLEVIC et al., 2015; INCHEN et al., 2018).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi analisar como o0s metais
influenciam a comunidade de bacteriana nas dreas portudrias e na selecio de cepas de

resistentes.

3.4.MATERIAL E METODOS

3.4.1. Area de Estudo

O trabalho foi desenvolvido em duas dreas portudrias e uma drea controle: a
primeira na cidade de Santos, a segunda na cidade de Sao Sebastido e a drea controle

escolhida € a Praia da Fazenda localizada na cidade de Ubatuba (Figura 11).
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Figura 11 - Mapa do Brasil mostrando a localizacdo do estado de Sdo Paulo e, em detalhe as 3 dreas de
estudo: zona estuarina de Santos — Sdo Vicente (A); zona costeira de Sdo Sebastido (B) e a Praia da Fazenda

localizado no municipio de Ubatuba. (Fonte: https://maps.google.com.br/maps).

O Municipio de Santos estd localizado na regido metropolitana da Baixada
Santista (RMBS), regido central da costa do estado de Sao Paulo. A RMBS € de relevante
importancia para o estado, tanto pelo aspecto ecoldgico: presenca de dreas protegidas,
presenca do estudrio de Santos-Sdo Vicente, manguezais, remanescentes de mata
Atlantica; quanto pelo aspecto econdmico: atividades industriais e portudria (OLIVEIRA
et al., 2008).

E nessa regido que se encontra o maior porto da América Latina (Figura 12). A
presenca do porto de Santos, docas e locais de extracdao de petréleo acabam influenciando
a qualidade do ambiente que € considerada critica em relacdo a contaminacdo do
ecossistema aquatico (ABESSA et al., 2008).

Na Baixada Santista existem inimeras industrias que produzem os mais variados
tipos de produtos e, consequentemente, geram muitos residuos que podem afetar o
ambiente (OLIVEIRA et al., 2008). Em 2001, um dos relatérios da CETESB ja apontava
a existéncia, na Baixada Santista, de industrias que utilizam em seu processo de producdo
diversos metais, além de solventes, fendis, cianeto, entre outros, que podem afetar

significativamente o ambiente e a biota local (CETESB, 2001).
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O Sistema Estuarino de Santos € considerado uma regido critica no que diz
respeito a contaminac¢do dos ecossistemas aqudticos, sendo que ha ocorréncia de
contaminagdo elevada por hidrocarbonetos alifdticos no Canal de Sdo Vicente e no
interior dos canais de Santos (ABESSA, 2008). Segundo Abessa (2008), essa
contaminag¢@o parece ocorrer a partir dos terminais de 6leo, dos lixdes, das industrias e,

em menor escala, do emissario.

Figura 12- Imagens aéreas do Porto de Santos.

(fonte: https://web.archive.org/web/20070512181621/http://www.gfmag.com/index.php?idPage=315)

A cidade de Sao Sebastido, por sua vez, estd localizada no norte da costa do litoral
paulista. Nela se encontra o porte de Sao Sebastido e o Terminal Maritimo Almirante
Barroso (TEBAR) da Petrobrds. Essa drea apresenta intenso atividade turistica durante
os meses de verdo. Em contraste, ¢ uma regido constantemente exposta a diferentes
impactos antrépicos como despejo de esgoto e derramamento de petrdleo, além dos
impactos relacionados a atividade portuéria.

Nessa drea também estd localizada a Baia do Araca que € representativa na costa
brasileira, pois reline ecossistemas como costdes rochosos, manguezais e praias arenosas,
em continuidade a uma regido de sublitoral que se estende para o interior do canal de Sdo
Sebastido — SP. Além disso, possui representativa diversidade bioldgica (AMARAL et
al.,2010).

As dguas do porto do Canal de Sdo Sebastido sao utilizadas de vérias formas, que
incluem o porto de cargas, o pier do terminal de petréleo, o transporte de passageiros e
automoveis entre Sao Sebastido e Ilhabela, as marinas, o fundeio de barcos de pesca de
pequeno e médio portes na enseada do Sao Francisco, atividades localizadas de

marinicultura além de areas de protecao ambiental (CUNHA, 2003) (Figura 13).
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O Terminal Aquavidrio Almirante Barroso (TEBAR), localizado em Sao
Sebastido (SP) € o maior terminal aquavidrio da América do Sul, sendo responsavel pela
movimentacido didria de 600 mil barris ou 4 bilhdes de litros de petréleo por més, que
representam 50% de todo o petréleo consumido no Brasil. Com 40 tanques que
armazenam um total de 1,2 bilhdo de litros de petréleo e derivados ou o equivalente a 8

milhdes de barris (AMARAL et al., 2016).

Figura 13 — Fotos dreas do porto de Sao Sebastido.
(fonte: http://portoss.sp.gov.br/apos-adequacao-projeto-de-ampliacao-do-porto-reduz-area-e-nao-tera-
intervencao-no-mangue/)

Vale destacar que ambas as dreas sdo cendrios de acidentes ambientais
gravissimos que ocorrem com certa frequéncia e que elevam ainda mais os niveis de
poluentes presentes nessas regides. Como exemplo temos o vazamento de petrdleo de
uma das redes do pier do Terminal Aquavidrio Almirante Barroso (Tebar) da Petrobras
em 2013 que apresentou manchas de 3km de extensdo e que chegou, inclusive, a enseada
de Caraguatatuba, que fica cerca de 10 quilometros distante da origem do incidente. Outro
exemplo € o incéndio ocorrido no inicio de 2015 em tanques de combustivel de uma
empresa localizada nos arredores do porto de Santos que levou para o estudrio uma série
de poluentes e que ocasionou entre outros impactos a morte de toneladas de peixes e
invertebrados.

Em contrapartida, a cidade de Ubatuba estd localizada no litoral norte do Estado
de Sao Paulo. Quase oitenta por cento do seu territorio consiste em dreas de preservagao.
O Parque Estadual da Serra do Mar, criado para proteger e preservar a mata atlantica tem
trés ndcleos dentro de Ubatuba: Cunha-Indaid, Santa Virginia e Picinguaba. A praia da
Fazenda se localiza na regido norte de Ubatuba dentro do Parque Estadual da Serra do

Mar — Nucleo Picinguaba. Esta Unidade de Conservagdo é demasiadamente importante
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porque se configura como um corredor ecoldgico que possibilita conectar os mais
importantes remanescentes de Mata Atlantica do Brasil. Portanto, a praia da Fazenda se
configura como uma drea conservada do ponto de vista ambiental com trechos intocados

de mata Atlantica e restingas (Figura 14) (PQMA, 2011).

Figura 14 — Imagem da praia da Fazenda, Ubatuba — SP. (Fonte: http://loucosporpraia.com.br/praia-da-fazenda-
ubatuba/).

3.4.2. Coleta de amostras

Em cada area de estudo, Santos, Sdo Sebastido e Ubatuba, foram selecionados 5
pontos de coleta os quais foram georreferenciados com uso de GPS (Figura 11, Tabela
3). As coletas foram realizadas em dois verdes (fev./2016 e fev./2017) e dois invernos
(jul./2016 e jul./2017). As amostras de sedimento foram coletadas no infralitoral durante
a maré baixa, com o auxilio de espatulas estéreis, e acondicionadas em sacolas plasticas
estéreis. Todas as amostras foram mantidas sob refrigeracdo (4 °C) até seu processamento

no laboratério de Microbiologia Marinha e Ambiental (Micromar — UNESP/IB CLP).
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Tabela 3 — Coordenadas dos pontos de coletas nas trés dreas de amostragem (Sao Sebastido, Ubatuba

e Santos) georreferenciados por GPS.

Pontos Coordenadas

o Al 23°49'011 45°24249

o ’E A2 23°48'431 45°247273
z;ﬂJ Zé A3 23°48'476 45°24'288
= Ad 23°48'498 45°24287

EJ A5 23°48'531 45°24293

» Ul 23°21'477 44°50'406
% U2 23°21'410 44°50'576
: U3 23°21'370 44°50'095
% U4 23°21'339 44°507219
U5 23°21290 44°50'389

P1 23°59'168 46°17'411

8 P1 23°59'172 46°17'451
= P3 23°59'186 46°17474
§J P4 23°59205 46°17'508
P5 23°59'118 46°17'323

3.4.3. Variaveis ambientais

Durante as coletas foram determinadas temperatura, salinidade, oxigénio

dissolvido, profundidade e pH dos pontos de coleta utilizando sonda multiparametros

(Horiba 10).

Foram realizadas anélise

granulométrica

sedimento

o método tradicional de peneiramento e pipetagem descrito por Suguio (1973),

assim determinar as caracteristicas do sedimento.

aplicando

para

Em laboratério também foram determinadas as porcentagens de carbono organico

total (C.O.T). Para isso foi utilizado o método de Walkley & Black que se baseia na
oxidacdo de carbono orgéanico do solo através de ions dicromato em meio fortemente
dcido, e a determina¢do da quantidade de fons Cr3* reduzido € feita por titulagio do

dicromato em excesso com fons Fe?* (EMBRAPA, 1997).
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3.4.4. Determinacio de contaminacao organica

A contamina¢do organica nos locais de coleta, no que diz respeito a esgotos
domésticos, foram avaliadas através dos resultados de andlises para determinar as
densidades de bactéria indicadora de contaminacdo fecal (bactérias do grupo
Enterococcus), com base na resolugdo CONAMA 357 de 2005 que dispde sobre a
classificacdo dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento
(BRASIL, 2005). As densidades de bactérias do grupo Enterococcus foram determinadas
através da técnica de Membrana Filtrante (APHA, 2012), utilizando como meio de
crescimento o Agar M-Enterococcus.

Aliquotas das amostras de sedimento foram pesadas e acrescidas de dgua destilada
estéril (1:10) e submetidas a agitacdo por 10 minutos para lavagem e completa extracao
das bactérias dos graos, e posteriormente volumes de 10, 50 e 100 mL do sobrenadante
serdo filtrados em membrana de nitrato de celulose porosidade 0,45 um (OLIVEIRA &
PINHATA, 2008). As membranas foram depositadas em placas contendo Agar M
Enterococcus as quais foram incubadas a 37 °C por 24/48 h. Apds o periodo de incubagdo
foram consideradas coldnias tipicas aquelas que apresentaram coloragio marrom
avermelhada. As colonias foram transferidas para o meio de cultura Enterococosel caldo,
e foram incubadas a 37°C por 48h. Os tubos que apresentaram enegrecimento do meio
apos o periodo de incubac¢do foram considerados positivos e as colOnias correspondentes

confirmadas como pertencentes ao género Enterococcus (APHA, 2012).

3.4.5. Determinacio da concentracao de metais

A analise dos elementos metalicos cromo, cobre, cidmio e zinco foram realizadas em
amostras de sedimento superficial que foram congeladas e liofilizadas, segundo a
metodologia SW 846 US EPA 3051 (USEPA, 1994), a qual consiste em uma digestao
acida capaz de dissolver a maior parte dos elementos de origem antrépica. As estruturas
silicdticas ndo sdo dissolvidas por esse procedimento.

Foram adicionados 10 mL de HNO3 a 300 mg de sedimento seco e essa solugdo
foi submetida a acdo de microondas por 30 minutos em diferentes potenciais, de 250W a
890W. Em seguida a amostra foi filtrada em papel filtro Whatman 41 e a solucdo
resultante teve seu volume elevado a 45 mL. Os metais foram quantificados por

espectometria de emissiao atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES). Para
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verificacdo da metodologia analitica foram utilizados materiais de referéncia certificados

(CRMs), EnviroMAT SS-1 e EnviroMAT SS-2 da SCP Science.

3.4.6. Determinacio da abundancia de bactérias heterotroficas

Foram pesadas aliquotas de 20 g de sedimento, que foram acondicionadas em
erlenmeyers estéreis e acrescidas de dgua deionizada e purificada (dgua Milli-Q). As
amostras foram submetidas ao processo de agitacdo (agitador tipo vortex), por cinco
minutos, para a remog¢ao dos microrganismos aderidos aos graos de areia, e depois
deixadas em repouso por 10 minutos (OLIVEIRA et al., 2007). Posteriormente, 100 mL
do sobrenatante foram transferidos para frascos de vidro estéreis, contendo formaldeido
com concentracdo final de 5% (V/V), para fixacdo dos microrganimos presentes nas
amostras. Estes frascos foram mantidos sob refrigeracao para posterior determinacao dos
microrganismos através do método de contagem direta de microrganismos utilizando
microscopia de epifluorescéncia, segundo Hobbie et al. (1977).

Para a contagem de bactérias heterotréficas, aliquotas de 200 uL. das amostras
fixadas foram transferidas para tubos de ensaio e coradas com 5 uL DAPI, 4',6-diamidino-
2-fenolindol, (PORTER & FIEG, 1980), mantidas isoladas de qualquer fonte luminosa,
por uma hora e entdo filtradas, por meio de sistema de filtragem a vacuo, em membranas
Nucleopore Black de 0.2 um de porosidade e 25mm de didmetro (HOBBIE et al., 1977)
(Figura 15).

Figura 15- Imagem do kit de filtragdo utilizado para realizacdo da contagem de bactérias heterotréficas.
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Apos a filtragem, as membranas foram dispostas em laminas limpas e estéreis,
colocadas de modo que ndo houvesse a formacdo de bolhas na interface ldmina-
membrana, e por fim, as membranas foram cobertas com uma gota de 6leo mineral e uma
laminula limpa e estéril. As contagens foram realizadas em microscépio de
epifluorescéncia (Nikon Eclipse 50i) acondicionado dentro de uma camara escura para
possibilitar a visualiza¢do da fluorescéncia, sob luz ultravioleta (330 a 390 nm) (Figura

16).

Figura 16 — Imagem capturada no microscopio de epifluorescencia das células bacterianas florescendo em

azul sob luz ultravioleta.

3.4.7. Isolamento de Bactérias Heterotroficas - analise das cultivaveis

Para cada amostra, 10 g de sedimento foram homogeneizados em 90 mL de solu¢do
salina (NaCl 0,9%) e colocados no agitador por 5 min para que ocorresse desprendimento
das bactérias aderidas aos graos de areia. Apds esse processo foi realizada uma dilui¢do
seriada até a concentracdo de 107.

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

Ap6s esse periodo, foi realizada a contagem de coldnias crescidas em cada placa

com auxilio de contador de colonias Tipo Quebec e os resultados foram expressos como
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unidades formadoras de colonia por grama de areia (UFC g!). A partir de cada placa
colonias com aspectos diversos foram seleciondas e isoladas, através da técnica de
esgotamento, nos mesmos meios de cultura.

Para o isolamento, foram selecionadas colonias que foram submetidas a uma
sucessdo de cinco esgotamentos, para obtengdo de colonias puras (Figura 17). As colonias
purficadas foram armazenadas em ultrafrezer a -80°C e depois submetidas ao teste de
resisténcia a antibidticos e a metais e posteriormente identificadas através de métodos

biomoleculares.

Figura 17 — Crescimento de colonias bacterianas em placas de petri contendo meio cultura Marine Agar

2216E (Difco)

3.4.8. Teste de resisténcia a metais

Para determinar a resisténcia a metais das cepas isoladas, foi utilizada a técnica
da Concentra¢do Minima Inibitéria (CMI).
Cada colonia isolada foi inoculada em 1 mL de solucdo salina, com o controle de
turbidez equivalente a uma solugdo padrdo 0,5 de McFarland (1x10% UFC mL™).
Os indculos preparados foram reinoculados em placas de petri contendo meio Agar

Muller Hinton (Difco™ 225250) com as seguintes concentra¢des de metais 12,5; 25; 50;
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100; 200; 400; 800; 1600; 3200 ug mL!. Cinco diferentes metais foram testados mediante
uso dos seguintes compostos: CdSO4.8/3H20; ZnS04.7H20; CuS04.5H-0; KoCrOs. Os
testes foram realizados em triplicatas (MATY AR et al., 2008) (Figura 18).

Figura 18 — Teste de resisténcia aos diferentes metais.

Os isolados foram considerados resistentes quando o valor da CMI exceder 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).

3.4.9. Identificacao Molecular das Cepas isoladas

Para realizacdo da idenficacdo molecular foi feita extracio do DNA gendmico das
coldnias resistentes armazenadas utilizando o PureLink® Genomic DNA Kit de acordo
com as instruc¢des do fabricante. O DNA extraido foi analisado em gel de agarose 0,8% e

quantificado.
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O DNA genomico de cada isolado bacteriano foi utilizado como molde para
amplificacdo da regido do gene 16S rDNA através de reacdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR). Foram utilizados oligonucleotideos para o dominio Eubacteria fD1 “foward” (5’
-17TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e D1 “reverse” (5
AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (WEISBURG et al., 1991).

As reagdes foram realizadas em volume final de 50 ul contendo 20 pmols de
oligonucleotideos, 200 uM de cada dANTP, 1 X tampao da enzima, 2 U da enzima Taq
DNA polimerase (FERMENTAS), 1,5 mM de MgCl2 e 20 ng de DN A molde.

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

A avaliacao dos amplificados serd feita por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

O DNA amplificado foi purificado através do PureLink® Quick Gel Extraction and
PCR purification Combo Kit (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante.
ApOs a purificacdo, foram retirados 5 ul do produto final, para avaliag@o por eletroforese
em gel de agarose 0,8% e quantificacio do DNA para realizacdo da reacdo de
sequenciamento.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Sequencing- Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready ABI Prism versdo 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 tampdo 2,5x e 0,5 ul dos terminadores Big Dye. As condi¢gdes de reacdo foram:
96°C/1 min; 25 ciclos (96°C/1 min., 50°C/5s., 60°C/ 4 min.) (SOUZA, 2013).

ApOs a reagdo foi realizada a precipitacao adicionando-se 2,5 ul de EDTA 125mM,
30 ul de etanol 100%. A soluc¢ado foi misturada por inversao e centrifugada por 20 min. a
13.4000 rpm a 4°C. Depois o sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 30ul de
etanol 70% e centrifugado novamente nas mesmas condi¢des. 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 Sdo 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.
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Foi utilizado a ferramenta BLASTn da base de dados do NCBI (National Center of
Biotechnology Information) para identificacdo das cepas isoladas.

A andlise 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. Em
seguida, foi gerada a arvore pelo método de distdncia Neighbor-Joining baseado no

modelo Tamura-Nei.

3.4.10. Analise da comunidade microbiana

A extracdo do DNA metagenomico das amostras de sedimento foi realizada
utilizando o kit comercial Mo Bio Power soil. As extracdes foram realizadas em triplicata
para cada amostra, utilizando 0,25g por amostra e a eluicio do material foi realizada em
100uL. A efetividade da extragdo foi verificada em gel de agarose 1% em TEB 1X; 90 V
/ 45 min. A quantificacio foi realizada através de biofotdometro no qual a qualidade do
DNA foi verificada através do resultado da razdo dos comprimentos de onda 260/280 nm,
que correspondem a contaminacio por proteinas. A concentracdo média obtida foi de 120
ng/uL de DNA e o grau de pureza variou entre 1.5 —2.0.

O sequenciamento foi realizado no “Centro de Gendmica Funcional” da ESALQ
— USP. Para anélise da estrutura da comunidade e diversidade de bactérias foi utilizado o
sequenciamento do tipo “paired-end” no sistema Illumina MiSeq. As amostras de DNA
obtidas foram submetidas a amplificagdo da regido V3 e V4 do gene do rRNA 16S. Para
essa amplificacio foram utilizados iniciadores com adaptadores para posterior
sequenciamento. Adicionalmente, os iniciadores “reverse” usados para cada amostra
receberam um tag de identificacdo, composta por 12 bases que serviu posteriormente para
identificar a origem de cada uma das sequéncias obtidas (CAPORASO et al, 2010, 2011).

O iniciador foward utilizado para amplificacdo da regidao V3 e V4 do rRNA 16S
com pré-adaptador Illumina foi o: 5' TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGT ATAAGAG
ACAGCCTACGGGNGGCWGCAG; e o reverse: 5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATG
TGTATAAGAGACAG GACTACHVGGGTATCTAATCC (KLINDWORTH et al.,
2013).

As amostras de DNA foram amplificadas em rea¢gdes de 25ul. cada. Na solucdo
foram adicionados 200nM de cada um dos iniciadores foward e reverse, 3 ng de DNA,

0,04 mg de BSA e 10uL de Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix. A amplificacdo
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foi feita com desnaturagdo inicial de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de desnaturacido a
94°C por 45 segundos, pareamento a 50°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 10
minutos. As amplificagdes foram feitas em termociclador C100 Thermal Cycler (BioRad,
Hercules, CA, USA). Para todas as reacOes foram utilizados controles negativos sem
DNA, ndo apresentando produtos na amplificacdo. Todos os produtos de amplificados
foram analisados em eletroforese de gel de agarose 1X TAE- 1,5%.

Aliquotas de 20 uL de cada replica técnica, de cada amostra, foram misturadas e
purificadas através do QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen), seguindo as instru¢des do
fabricante. Os produtos de PCR puros foram quantificados por fluorimetria através do
fluor6metro Qubit (Invitrogen). O conjunto de produtos do PCR foram sequenciados em

duas corridas no sistema Illumina MiSeq, no Centro de Gendmica Funcional.

3.4.11. Analise dos resultados

Inicialmente, a andlise dos resultados foi feita utilizando o BaseSpace que é uma
nuvem para dados de sequenciamento de nova geracdo da Illumina. Os usudrios podem
acessar através da nuvem um portal na internet para recuperar, atualizar e analisar seus
dados com uma variedade de aplicativos. Os dados foram analisados no aplicativo 16S
App pipeline para ver a relevancia de os dados. Esse aplicativo realiza a classificacdo
taxonOdmica de leituras de amplicons direcionadas 16S rRN A usando uma versao Illumina
da base de dados taxonomicos do GreenGenes (TEILING & TECOTZKY, 2011).

As sequéncias foram analisadas usando o programa “Quantitative Insights into
216 Microbial Ecology” (QIIME) (Caporaso et al. 2010). Foi realizado um filtro de
qualidade nas sequéncias obtidas, de acordo com a literatura (Caporaso et al. 2011).
Sequéncias foram classificadas em unidades taxondmicas operacionais (UTOs) com um
méaximo de distincia de 3% usando o programa MOTHUR (Schloss et al. 2009). Todos
os dados foram submetidos ao Sequence Read Archive (SRA) do NCBI
(https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/) através BioProjeto niimero PRINA531437.

Também através do MOTHUR foram calculadas as curvas de rarefacdo, os indices
de diversidade de Shannon-Winner e Simpson, além dos estimadores de riqueza Ace e

Chao-1.
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3.4.12. Analises Estatistica

Os dados fisico quimicos do sedimento, assim como as abundancias relativas da
comunidade microbiana foram analisadas utilizando o programa “R”, versdo 2.5.0. A
andlise de variancia de uma via (ANOVA) foi aplicada a esses dados, e as diferencas de
p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

Para andlise da comunidade, foi realizado um teste de correspondéncia e as
amostras foram agrupadas hierarquicamente com a utilizagdo do programa PAST3. O
coeficiente de correlagdo de Spearman foi aplicado para identificar as correlacdes entre
os dados fisico-quimicos e a abundancia dos grupos de microrganismos. A diversidade
microbiana também foi analisada utilizando PAST3 e o MG-RAST.

A andlise discriminante linear (LDA) e tamanho do efeito utilizando o método
LEfSE foi realizado com a tabela de UTOs para producdo de graficos no
MicrobiomeAnalyst (DHARIWAL et al., 2017). Os dados foram normalizados pelo
método da soma total de escalonamento (TSS) (DHARIWAL et al., 2017). O método
LEfSe incluiu o teste de Kruskal-Wallis para identificar tdxons com diferencas
significativas e o LDA foi realizado para avaliar o tamanho do efeito de cada recurso. A
LDA limiar de 2,0 e um nivel de significincia de p <0,05 foram utilizados para detectar

biomarcadores.

3.4.13. Armazenamento de cepas isoladas com potencial biotecnolégico

Ao final do estudo as cepas resistentes a metais e com potencial para futuros
estudos de biorremediacdo de dreas contaminadas por metais foram armazenadas e
mantidas em um banco de culturas no Laboratério de Microbiologia Marinha do Instituto
de Biociéncias do Campus do Litoral Paulista (UNESP).

As cepas resistentes foram transferidas para Eppendorfs contendo caldo nutriente
preparado com dgua 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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3.5.1. Variaveis ambientais
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As médias das variaveis ambientais encontradas nas coletas de verdo e inverno

nas trés dreas de estudo podem ser visualizadas na tabela 4. As temperaturas a ficaram
na média de 29,9 +0,12; 29,6 +013 e 28,6 0,27 no verdo pra Ubatuba, Sdo Sebastiao e
Santos, respectivamente e de 22,6 £0,54; 24,4 £1,54 ¢ 22,4 £0,78 no inverno. O O.D. teve
média de no verdo e de 7,65 +0,55 em Sao Sebastido, 6,8 +0,27 em Ubatuba e 7,8 +0,3

em Santos. Ja4 no inverno as médias ficaram de 6,85 +0,1; 6,2 +0,05 e¢ 6,43 0,77,

respectivamente.

Tabela 4 — Dados fisico-quimicos das dguas de Sao Sebastido, Ubatuba e Santos durante as coletas de

verao e inverno.

Pontos Dados Fisico- Quimicos

Temp Ph Salin oD profund.
_ Al 198 794 244 6,39 0,5
- xg A2 20,62 7,89 245 5,10 0,65
Z & A3 21,57 791 243 5.6 0,4
2 é A4 2123 7,93 245 5,65 0,25
232 AS 21,09 7,97 25,1 5,75 0,25
Al 295 678 27 8,43 0,1
v é A2 2975 6,82 247 7,06 0,01
12 Z; A3 2984 6,79 257 7,36 0,05
= Ad 2964 681 26,1 7,39 0,01
« A5 206 679 266 8,03 0.1
Ul 22 443 29 7,50 0,2
Sz U2 2,1 477 297 6,89 0,25
1= U3 23 487 30 7,01 0,3
2 Eé U4 228 494 30 7,22 0,35
Us 232 495 30 6,77 0.3
Ul 298 639 32 7,22 0,1
o w2 2098 675 233 7,01 0,1
= U3 30 6,78 30,1 6,61 0,05
=2 U4 30,1 6,86 303 6,66 0,05
= U5 30,1 6,89 29,6 6,61 0,1
Pl 21,04 58 216 7,25 0,2
S % P2 229 64 217 5.25 0,1
= = P3 226 633 21,6 5,58 0,3
Z 5 P5 29 656 215 6,50 0.2
P5 226 664 213 7,55 0,3
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P 285 671 254 8,1 0,1
o% Pl 2827 673 251 7.8 0,15
= E P3 287 678 252 7,66 0,1
2= P4 29 678 253 742 0,1
Ps 285 674 261 8,13 0,1

Os dados fisico-quimicos ndo apresentaram diferenca significativa entre as

estacdes do ano ou entre as dreas. Apenas para temperatura que ficou significativamente

menor no inverno para todas as dreas (Figura 19).
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Figura 19 — Temperatura (°C) encontrada na dgua nos pontos de coleta durante o verdo e o inverno. Letras

diferentes representam diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Em relagdo a porcentagem de matéria organica encontrada no sedimento das dreas

de coleta nao houve diferenca durante as estagdes do ano (Figura 20). De uma maneira

geral, a média das porcentagens apresentou-se maior em Santos (2,97 £1,55%), seguido

de Sao Sebastidao (2,03 1,03 %) e Ubatuba (1,93 +£1,24%).
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1 1 1
Ubatuba Séo Sebastido Santos

Figura 20 — Porcentagem de matéria organica (M.O.) encontra no sedimento das trés dreas de coleta

(Ubatuba, Sdo Sebastido e Santos).

Os dados de granulometria das trés dreas podem ser visualizados na figura 21.
Pode-se observar que as trés dreas apresentam caracteristicas granulométricas similares,
com maior dominio de areia muita fina. Mas Ubatuba e Santos apresentam maiores

porcentagens de silte a argila.

Ubatuba b) Sdo Sebastido

a)

» Granulos = Areia muito grossa » Areiagrossa Areiamedia » Granulos = Areiamuito grossa » Areiagrossa Areia media
» Areiafing = Arelamuitcfna  « SiteeArgila » Areiafina = Arelamuitofna  « Site eArgila
) Santos

» Granulos = Areia muito grossa » Areiagrossa Areiamédia

= Areiafina = Areiamuito fina  » SiteeArgila

Figura 21 — Andlise granulométrica do sedimento das trés dreas de estudo (Ubatuba (a); Sdo Sebastido (b);
Santos (c)), mostrando a composi¢do (%) do sedimento em granulos, areia muito grossa, areia grossa, areia

média, areia fina, areia muito fina, silte e argila.
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Em relacdo a porcentagem de carbono organico total presente nas amostras, nao
houve diferenca significativa entre as amostragens feitas no verdo e no inverno e nem
entre as dreas de coleta. Mas pode-se observar que as medias das dreas portudrias ficaram

mais proximas, em torno de 4%, e na regido de Ubatuba a média foi de 2,6 % (Figura 22).
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Figura 22 — Boxplot com as porcentagens de carbono organico total (COT) para as trés dreas de amostragem

(Sao Sebastiao, Santos e Ubatuba).

As concentragdes de metais encontradas podem ser visualizadas na tabela 5. Para
Cd ndo foram encontrados valores relevantes para nenhum dos pontos de amostragem,
ficando todas as amostragens com concentracdes <0,6 mg/kg de sedimento. A regido de
Ubatuba apresentou concentracdes baixas para todos os metais, a média para Zn foi de
7,7 mg/kg de sedimento, de Cr foi <0,5 e Cu < 0,6 mg/kg.

Santos apresentou as maiores médias para todos os metais (exceto Cd): Zn 108,2
mg/kg; Cr 17,2 mg/kg; e Cu 16,0 mg/kg. Em Sao Sebastido as médias encontradas foram
de 24,4 mg/kg para Zn, 8,5 mg/kg para Cr e 4,8 mg/kg para Cu.
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Tabela 5 — Concentracdes medias encontradas nos pontos de amostragem parra Zinco, Cromo, Cobre e

Cadmio expressos em mg/kg de sedimento.

Zinco Cromo Cobre Cadmio

Pl 230 + 0,01 24 +0,0004 29 +0,001 <04

8 P2 144 + 0,003 12 +0,001 8,7 £0,0006 | <04
= P3 79 +0,003 22 +0,001 23+0,0005 | <04
= P4 60 + 0,001 15 +0,0004 13 £0,001 <04
P5 28 +0,0004 13 +0,001 6,0 +0,005 <04

o S1 22 +0,003 7,3 +0,0007 5,1 +0,002 <04
< S2 4,1 0,004 5,7 +0,006 6,0 0,001 <04
Eé 7 S3 28 +0,004 9,5 +0,001 6,7 +0,004 <04
s & S4 28 +0,002 10 + 0,0008 <0,06 <04
3 S5 40 + 0,002 9,8 +0,0006 6,2 +0,002 <04

< Ul 5,0 +£0,0002 <05 <0,6 <04
= U2 17 £0,003 <0,5 <0,6 <04
= U3 4,8 +0,001 <05 <0,6 <04
= U4 5140006 | <05 <06 <04
= U5 6,6 +£0,0003 | <05 <06 <04

3.5.2. Contaminacao organica

A contaminacdo organica nas dreas de amostragem foi analisada através da

densidade de Enterococcus sp presente nas amostras. Esses resultados podem ser

visualizados na figura 23. Pode-se perceber que nao houve crescimento em nenhum ponto

durante o periodo de amostragem em Ubatuba (drea controle). J4 para Santos e Sao

Sebastido tanto no inverno quanto no verao houve densidade elevada desses indicadores

de contaminagdo organica. Para essas duas dreas a contaminacdo orgéanica apresentou-se

maior periodo do verdo. Sdo Sebastido teve uma média de 1312 UFC g™! no verdo e de

816 UFC g! no inverno enquanto que Santos apresentou média de 4498 UFC g! no verdo

e 634 UFC g! no inverno.
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Figura 23 — Densidade de Enterococcus sp nos pontos de coleta no verdo em Ubatuba (UBA V); inverno
em Ubatuba (UBA I); verao em Sdo Sebastido (SS V); inverno em Sao Sebastido (SS I); e verdo em Santos
(S V) e inverno em Santos (S I). Os valores estdo expressos em unidades formadoras de coldénia (UFC) por

grama de sedimento.

3.5.3. Analise da comunidade microbiana

Em relacdo as bactérias isoladas, podemos verificar maior densidade de cepas
cultivdveis no verdo para todas as dreas de estudo (Figura 24). Em Ubatuba a média ficou
de 2,07 UFC 10° g no inverno e 5,96 UFC 10°? g'!' no verdo; em Sdo Sebastido a média
foi de 15,79 UFC 103 g'! no inverno e de 80,7 UFC 103 g'! no verdo; e por fim em Santos
as médias ficaram de 15,82 UFC 10° g'! no inverno e de 48,92 UFC 10° g'!' no verio.

Portanto as maiores médias foram encontradas em Santos e Sdo Sebastido no

inverno e em Sao Sebastido no verdo, seguindo de Santos e Ubatuba.
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Figura 24 — Densidade bacteriana media em Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) por grama de

sedimento, em Ubatuba (a), Sdo Sebastido (b) e Santos (c).

A densidade bacteriana encontrada nas regides de amostragem foi maior no verao
em Sdo Sebastido e Santos. A média em Santos foi de 4,2 10% células g no verdo e de
2,3 10 células g'! no inverno, enquanto em Sdo Sebastido a média foi de 2,1 10° células
g! no verdo e 1,3 10° cel g! no inverno. Nessas duas dreas, os valores foram
estatisticamente diferentes entre o verdo e o inverno (p = 0,002; p = 0,012,
respectivamente). Em Ubatuba, a média foi de 0,5 a 10° células g'! no verdo e 0,3 a 106
células g-1 no inverno ndo diferem estatisticamente (p = 0,91). No entanto, as médias
foram significativamente menores quando comparadas as de Santos e Sdo Sebastido (p =

0,011 e p= 0,022, respectivamente) (Figura 25).
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Figura 25 — Densidades médias de bactérias heterotréficas (células x 10° por grama de sedimento)

encontradas para as dreas de Ubatuba (a), Sdo Sebastido (b) e Santos (c) no verdo e no inverno.

A composi¢ido da comunidade mostrou que as OTUs foram afiliadas a 35 filos, 66
classes e 134 ordens. Na tabela 6, € possivel visualizar o indice de diversidade alfa para
todas as amostras durante o verdo e o inverno, além do nimero de sequéncias e OTUs. A
estacdo de Sao Sebastido apresentou valores mais baixos para os indices Simpson,
Shannon e Chao-1 e maior para Dominance. Em Ubatuba, foram encontrados maiores
indices de diversidade (Shannon), riqueza e menores valores de indice de dominancia. A
diversidade foi significativamente menor nas areas portudrias em comparacao com a area
pristina. Em Ubatuba, a média do indice Shannon-Winner foi de 4,75; em Santos era de
4,58; e em Sao Sebastido foi de 3,99. O Mann-Whitney pairwise mostrou que o indice
encontrado em Ubatuba foi significativamente maior (p = 0,006 — em compara¢do com
Sao Sebastido; p=0,017 - em comparagdo com Santos). Em contrapartida, entre as duas

dreas portudrias nao foi encontrada diferenca siginificativa (p = 0,6).
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Tabela 6 - Indice de diversidade alfa (Simpson, Shannon, Chao-I e Dominancia), nimero de sequéncias e

UTOs para as trés dreas de estudo: Ubatuba, Sao Sebastido e Santos, durante o verdo (V) e inverno (I).

Simpson (1- Shannon Equitabilidade Chao-1  Dominancia Sequencia  OT

D) H) @ (D) s Us
Ubatuba V 0,98 4,74 0,73 682,82 0,01 211.579 938
Ubatuba I 0,98 4,76 0,73 702,74 0,01 183.726 898
Sao Sebastido 0,97 4,83 0,74 737,76 0,05 223.989 1.210
;I?m Sebastido I 0,63 2,55 0,74 601,32 0,36 169.047 692
Santos V 0,77 445 0,69 687,10 0,02 175.980 906
Santos I 0,97 472 0,73 680,58 0,02 193.999 953
Ubatuba 0,98 4775 0,73 692,78 0,01 197.653 918
Sao Sebastido 0,80 3,99 0,74 669,54 0,20 196.518 951
Santos 0,87 4,58 0,71 683,84 0,02 184.989 930

E possivel perceber que os 5 filos mais abundantes possuem percentuais similares

nas regioes (Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Cyanobacteria).

Em seguida, filos menos abundantes aparecem em maior percentual e maior niimero na

regiao de Ubatuba. Por exemplo, em Ubatuba € possivel observar maior percentual de

Chloroflexi, Nitrospirae, Plactomyces, Chlorobi e Caldithrix (Figura 26).
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Figura 26 - Gréafico de colunas empilhadas a 100% das abundancias relativas das bactérias dominantes e

dos filos de archaea derivadas dos genes 16SrRNA dos trés locais de amostragem (Ubatuba, Sdo Sebastido

e Santos).
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A composicdo da comunidade mudou significativamente entre as duas dreas
portudrias e Ubatuba (Figura 27). E possivel ver que a comunidade das duas dreas
portudrias € mais semelhante, mas diferem da comunidade de Ubatuba. Apenas dois
pontos do Porto de Santos foram semelhantes a composi¢do familiar encontrada em
Ubatuba. Foi possivel observar que na area de controle a abundancia relativa das
principais familias sdo mais homogéneas e Ectothiorhodospiraceae (12,5%),
Flavobacteriaceae (4,6 %), Pseudoalteromonadaceae (4,9%), Rhodobacteraceae
(4,2%), Desulfobacteracea (3,9 %) e Saprospiraceae (3,3%) foram a familia em maior
abundancia relativa. Por outro lado, na maioria das estacdes do Porto de Santos e Sao
Sebastido, foi possivel observar o predominio de diferentes familias (percentagens
médias): Thermomonosporaceae (3,9%), Chromatiaceae (4,5%), Desulfovibrionaceae
(5,9 %), e Pseudonocardiaceae (9,6 %). As estacdes S1, S3, S5 durante o inverno tiveram
uma composi¢cdo muito diferente da outra, a principal razdo foi uma grande dominancia

de Caldilineaceae (5,3%).
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Figura 27 - Dendograma mostrando um agrupamento hierdrquico de amostras com base em classifica¢des
de nivel familiar. O grafico de barras abaixo de cada amostra mostra a abundancia relativa de suas
classificagdes de nivel familiar nas trés regides de coleta (Ubatuba - U; Sao Sebastido - S; Santos - P)

durante o verdo (V) e inverno (I).

A anélise correspondéncia candnica, usando a composi¢do microbiana ao nivel de
género e os parametros fisico-quimicos demonstrou diferenca estatistica significativa
entre as trés regioes (p<0.05). Além disso, € possivel notar uma densidade correlaciona a
regido de Santos, enquanto que a riqueza e diversidade de espécies estd correlacionada
com as estagdes de coleta de Ubatuba (figura 28). Ectothiorhodospira, Thiorhodospira,
Thermodesulfovibrio, Dethiosulfovibrio e Acinetobacter foram os géneros presentes em
maior abundincia na d&rea pristina. Escherichia, Lewinella, Pseudoalteromonas,
Lutimonas foram géneros mais abundantes nas dreas portudrias. A concentragdo de
metais, especialmente Zn e Cu, estdo também correlacionadas as dreas portudrias (Santos
e Sdo Sebastido), onde existe a dominancia de Marichromatium, Dunoroseobacter,

Jannaschia e Escherichia.
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Figura 28- Andlise de correspondéncia candnica mostrando a correlag@o entre composicdo bacteriana em
nivel de género (sequenciados através do gene 16S rRNA) e varidveis ambientais (COT, MO, temperatura,
contaminagdo organica, salinidade), concentracdes de metais (Cd, Cu, Cr e Zn ) e caracteristicas das
comunidades (densidade de bactérias, indice de riqueza e diversidade) em cada local (Santos (ponto); Sdo
Sebastido (praca) e Ubatuba (tridingulo)) durante o inverno (cor azul) e verdo (cor vermelha).

A andlise LEfSe (LDA Effect Size) foi capaz de buscar biomarcadores

estatisticamente significativos entre os grupos, ou seja, género com diferencas
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significativas entre os grupos. O “score” LDA de amostras das trés regides foi utilizado
para identificar grupos bacterianos com diferenca estatistica significativas entre as trés
areas. Foram encontrados 124 géneros com diferencas significativas entre as trés regides.
A figura 29 mostra os 50 grupos mais abundantes que aparecem com diferencas

significativas entre as regides. A drea pristina apresentou 20 géneros mais abundantes em
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Figura 29- Andlise LefSe da abundancia de bactérias entre diferentes dreas de estudo (Sdo Sebastido-SS

Santos-SA; Ubatuba-UBA).

Através do teste de correlagdo foi possivel observar uma forte correlagdo positiva

com metais e contaminagdo organica (Figura 30). O cddmio foi o tinico metal que ndo

mostrou nenhuma correlacdo com nenhum filos. Proteobacteria, Cyanobacteria e

Thermodesulfobacteria foram os filos que apresentaram correlacido positiva fraca com

contamina¢do organica e com Cu e Zn. Chloroflex, Nitrospirae, Planctomycetes,

Chlorobi, Caldithrix, Synergistetes, Acidobacteria, Thermi, Euryarchaeota e
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Deferribacteres foram os filos que apresentam correlacdo negativa (fraca ou forte) com

Cu, Cr e Zn.
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Figura 30 — Mapa de calor com os valores de correlacdo de Spearman dos principais filos encontrados com

as concentragdes dos metais (cobre (Cu), cromo (Cr), zinco (Zn) e cddmio (Cd) e valores de contaminag@o

organica encontrados.

Para entender se a polui¢do por metais pode influenciar nos diferentes processos

fisioldgicos que ocorrem nos sedimentos marinhos, foi feita uma anélise de componentes

principais, que é mostrada na figura 31. E possivel que a maior parte dos diferentes grupos

seja mais representativa na drea pristina, mostrando uma correlacio negativa,

especialmente com Cr e Zn. Além disso, alguns grupos como bactérias fixadoras de

nitrogénio, bactérias nitrificantes, metilotréficas e metanogénicas aparecem em maior

abundincia em Ubatuba.



Component 2

Component 1

85

| Bacteria oxidantes de enxofre e ferro
|

.dF .

.~ Bacterias purpuras sulfurosas

/..--’ Bacterias redutoras de sulfato e erwofre

Bacherias ger00ias Fraon R CE MLIDTEND
_ 2 3
" Nitrificanteg
Y

PR

a
Salinidade &

Figura 31 — Andlise de componente principal mostrando a relacdo entre varidveis ambientais (COT, MO,
temperatura, contaminacdo organica, salinidade), concentragdes de metais (Cd, Cu, Cr e Zn) e tipos
importantes de fisiologia microbiana em cada local (Santos (ponto preto); Sebastido , (quadrado azul) e

Ubatuba (triangulo verde).

3.5.4. Resisténcia aos metais

No presente trabalho foram isoladas 100 cepas para realizacdo dos testes de

resisténcia. Deste total, 48,4% de cepas foram resistentes a Zn; 37,2% ao Cd; 50% ao Cr

e 14% ao Cu, sendo que a maior parte delas foi isolada de Sdo Sebastido. As porcentagens

de resisténcia para cada drea, para cada uns dos metais podem ser visualizadas na tabela

7.
Tabela 7 - Frequéncia (%) de cepas resistentes em cada uma das areas de coleta.
Zn Cr Cu Cd
Sdo Sebastido | 60,8 70 3 39
Santos 1333 17 2 40
Ubatuba | 50 333 10 42

O perfil dos resultados das concentracdes minimas inibitérias, para todas as

cepas isoladas, estd presente na tabela 8.



Tabela 8 — Porcentagem de cepas resistentes obtidas através de testes em diferentes

concentragdes de Cd, Cu, Cr e Zn.

86

Metais Porcentagem (%) de cepas tolerantes a cada concentra¢io de metais (ug mL"") % cepas
resistentes
12,5 25 50 100 200 400 800 1600 3200 >3200
Cadmio 100 72 57 39,2% 22 9 5 5 0 0 39,2
Cobre 100 95 94,1 86 49 26 14* 0 0 0 14
Cromo 100 100 100 100 100 97,0 708 50%* 0 0 50
Zinco 100 100 94,0 93,0 825 372*% 143 3 0 0 37,2

* Concentragdo minima inibitéria da cepa padrdo Escherichia coli K12.

3.5.5.

Identificacao das cepas isoladas

A Figura 32 mostra a identidade das cepas resistentes. E possivel notar que o

Vibrio sp foi o género mais isolado (38 %), seguido pelo Bacillus sp (34%) e Pseudomonas

sp (8%). As outras espécies Marinobacter sp, Micrococcus yunanensis, Escherichia sp,

Staphylococcus warneri e Enterobacter cloacae apresentaram 4% cada.

43
454
4%
4% ‘

5 ~— |
v

Vibrio campbelli

B Bacillus cereus

® Bacillus pumilus

B Bacillus subitilis

u Marinobacter sp

® Bacillus methylotrophicus

® Pseudomonas putida

B Micrococcus yunane nsis

u Vibrio parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia sp

Staphylococcus warneri

Enterobacter cloacae

Figura 32 — Porcentagem de espécies de cepas resistentes isoladas e identificadas através do
sequenciamento do gene 16S rRNA.
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3.6. DISCUSSAO

As dreas portudrias sdo geralmente associadas a poluicdo e contaminagdo. Ha
muitas atividades que contribuem para a fonte de contaminagdo: trifego maritimo,
carregamento, reparos e dragagem, bem como escoamento de 4guas pluviais, descarga de
efluentes, poeira, etc. (GALKUS et al., 2012). Além disso, o acelerado desenvolvimento
da urbanizacio e industrializacio e as densas atividades maritimas na drea, a existéncia
de muitos tipos de industria pode ser responsavel pelo acimulo de poluentes de alto nivel
(ABDOLLAHI et al., 2015). E por isso que foi encontrado em Santos e Sdo Sebastido
niveis mais altos de metais comparando-se com a drea pristina. O zinco foi o metal
encontrado em maior concentracdo no Porto de Santos. Segundo Pinto et al. (2015)
sedimentos do Sistema Estuarino Santos-Sdo Vicente revelaram maior acdmulo de zinco,
principalmente por causa de algumas fontes da industria quimica.

Por outro lado, a Praia da Fazenda pertence a uma area de protecao ambiental onde
as atividades antrépicas sdo mais reguladas. E por isso que nesta 4rea os niveis de metais
eram extremamente baixos e as densidades de Enterococcus sp ndo apresentavam
contaminac¢do organica (figura 23).

A contaminacdo orginica aparece principalmente devido a descarga de efluentes.
Esse tipo de contaminacdo geralmente aumenta excessivamente durante o verdo, onde a
populacdo aumenta nessas dreas devido ao turismo e atividades de veraneio (ZAMPIERI
etal.,2017). Essa fator explica o aumento da contaminacao organica nas dreas durante o
verao.

A entrada de compostos organicos influi diretamente na comunidade microbiana.
Quando os niveis de nutrientes aumentam, a abundancia de bactérias tende a aumentar na
mesma proporcao. Observou-se em todas as dreas, mas especialmente em Santos e Sao
Sebastido, maiores densidades de bactérias, principalmente durante o verdo, quando a
entrada de nutrientes foi maior (figura 24 e 25).

Esses material orginico pode trazer alguns contaminantes organicos toxicos e
importantes que podem interferir na comunidade microbiana. Nao foi objetivo do
presente estudo, mas € necessdario levar em consideracdo que diferentes tipos de
componentes organicos como hidrocarbonetos, n-alcanos, hidrocarbonetos isoprendides
e hidrocarbonetos arométicos policiclicos (HAPs), que sdo os principais componentes do
petréleo e seus derivados, pode prejudicar populagdes de bactérias. Kim et al. (2015)

mostraram que os HAPs estavam abaixo dos niveis toxicos nas mesmas estacdes que
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foram coletados sedimentos para este estudo. Pinto et al. (2015), tentaram mostrar efeitos
de metais e hidrocarbonetos na abundincia e diversidade microbiana no estudrio de
Santos, e ndo foram encontrados niveis que apresentem riscos para a biota. Além disso,
Pinto et al. (2015), comparando os dois tipos de contaminantes, mostraram que a presenca
de metais nos sedimentos pode levar a mudangas drdsticas na abundéincia e diversidade
de populacdes microbianas, além de interferir em processos microbioldgicos
extremamente importantes para manter a saide dos sistemas estuarinos.

Além disso, fatores fisico-quimicos, incluindo pH, temperatura, teor de 4gua,
concentracdo de oxigénio, teor de carbono orginico e disponibilidade de nutrientes,
também podem influenciar a composicdo da comunidade microbiana (LI et al., 2012). Da
mesma forma, contaminantes como metais podem se acumular nos sedimentos e
determinar a reducdo da biodiversidade, por meio de efeitos adversos a biota residente, a
remocdo de espécies sensiveis e a selecdo de espécies mais tolerantes (JOHNSTON &
ROBERTS, 2009). Portanto, metais podem alterar a composicao e estrutura microbiana
(QUERO et al., 2015). E importante destacar que outros estudos também mostraram que
a comunidade microbiana é mais sensivel a contaminacdo antrépica do que a variacio
ambiental relacionada a fatores fisico-quimicos como latitude, salinidade ou pH
(FUHRMAN et al., 2008; LOZUPONE & KNIGHT, 2007).

Aparentemente, a diversidade € afetada pela concentracdo de metais nessas dreas,
de acordo com os valores do indice de diversidade encontrados (tabela 6). Ubatuba teve
niveis de diversidade significativamente mais altos. Muitos estudos mostram que a
poluicdo por metais reduz a diversidade microbiana nos sedimentos, porque os
microorganismos sensiveis a toxicidade dos metais diminuem abruptamente em
abundancia ou até mesmo se extinguem, enquanto espécies resistentes lentamente se
tornam predominantes (KLUG & REDDY, 1984, GILLER et al., 1998 ; GUO et al.,
2017). O problema mais perigoso € que mudancas na estrutura da comunidade microbiana
podem afetar seriamente a capacidade dos micrébios do solo de degradar a matéria
organica (GILLER er al., 1998). As bactérias marinhas desempenham um papel
importante nos ciclos de nutrientes nas areas costeiras. Dessa forma, uma redugdo na
diversidade pode prejudicar a funcdo ambiental (QUERO et al., 2015). Li et al. (2019)
mostraram que a contamina¢ao em sedimentos de mangue pode ter um efeito negativo na
capacidade de deposi¢do de nutrientes dos micrébios e, a0 mesmo tempo, estimular a
biorremediacio com o aumento da emissdo de gases de efeito estufa. A andlise da

diversidade alfa também mostrou maiores valores de dominancia do indice de
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domindncia, uma vez que alguns grupos que podem liderar melhor com niveis mais altos
de contaminacido acabaram sendo dominantes na comunidade. Ubatuba apresentou os
menores nimeros de dominéncia, reflexo da maior diversidade.

Foi possivel notar, de acordo com o agrupamento hierdrquico de amostras, que
quase todas as estacOes das dreas portudrias estavam agrupadas. As inicas exce¢oes foram
as estacoes P4 e P5 (Porto de Santos) (figura 27). No entanto, nessas estagdes foi possivel
perceber que a concentracdo de metais foi a menor em comparacao com outras estacoes
da mesma regido. Este fato corrobora a hipdtese de que metais podem influenciar a
composi¢do microbiana nessas dreas.

Proteobacteria foi o filo mais abundante em todas as amostras. Véarios estudos
mostram que esse grupo tem predominio na populacdo de bactérias em sedimentos de
areas costeiras (QUERO et al., 2015, IMCHEN et al., 2018; HUA et al., 2017). No
entanto, foi possivel ver diferentes composi¢des em cada regido de amostragem.

Nas dreas portudrias foram encontradas maiores porcentagens de Actinobacteria,
Cyanobacteria e Thermodesulfobacteria em comparagdo com Ubatuba. Esses dois grupos
apresentaram correlacdo positiva com as concentragdes de metais. Existem alguns
estudos mostrando que esses grupos podem ser resistentes e encontrados em dreas
contaminadas por metais. Pinto er al. (2015) demonstraram que as densidades de
cianobactérias foram maiores em sedimentos poluidos por metais em comparagdo com
locais ndao contaminados. As actinobactérias podem constituir uma microbiota
dominantemente ativa, além de proteobactérias a (TEKAYA et al., 2012). Isto pode ser
atribuido a sua estrutura morfolégica adaptativa, bem como ao seu excepcional poder
metabdlico.

Por outro lado, em Ubatuba foram encontradas percentuais mais elevados,
especialmente nos grupos que nao aparecem em grande abundancia, e foi observado que
esses mesmos grupos apresentaram correlagdo negativa com as concentracdes de metais,
por exemplo: Chloroflexi, Nitrospirae, Plactomycetes e Chlorobi.

A andlise em nivel de género (figuras 28 e 29) também mostrou uma composi¢ao
diferente nas dreas. A drea preservada apresentou maior abundancia de alguns géneros
relacionados a reducdo de sulfato e ciclo do nitrogénio. Além disso, Escherichia, um
género que apresenta espécies indicadoras de contaminacgdo fecal, foi encontrado em
maior abundancia nas dreas portudrias.

Outra questdo importante € que os metais podem interferir no importante processo

fisiolégico microbiano, consequentemente nos ciclos de nutrientes. Ja em 1984, Slater &



90

Capone mostraram que niveis mais altos de metais, como ocorre em alguns sedimentos
estuarinos, podem causar perturbac¢des no equilibrio natural do ciclo de nitrogénio nos
sedimentos e, portanto, tém o potencial de afetar toda a coluna de dgua. Isso pode ser
confirmado neste estudo, ji que foi possivel perceber que a abundincia de bactérias
fixadoras de nitrogénio e de bactérias nitrificantes apresentou correlacdo negativa com
alguns metais como Zn e Cr, demonstrando maior abundancia no local com menores
concentracdes desses metais.

Organismos metilotréficos e metanogenicos aparecem em maior abundancia em
Ubatuba em comparacdo com as duas dreas portudrias. Alguns estudos mostram que 0s
metais influenciam a eficiéncia metanotréfica do solo (DURISCH-KAISER et al. 2005;
WANG et al. 2011).

Foi demonstrado que altas concentracdes de metais inibem o metabolismo
bacteriano e o “turnover” bentdnico (DELL'NNO et al., 2003), além de influenciar a
diversidade de micrébios residentes e selecionar aqueles que sdo mais tolerantes aos
metais (GILLAN, 2015). O perfil resistente a metais tenta elucidar essa afirmacido. No
entanto, ndo foi possivel ver claramente uma maior quantidade de deformacao resistente
a metais nas areas portudrias em comparag¢ao com a area de controle.

A resisténcia microbiana aos metais toxicos é generalizada, com frequéncias que
variam de alguns por cento em ambientes intocados a quase 100% em ambientes
altamente poluidos (SILVER & PHUNG, 2009). A biodisponibilidade dos metais pode
mudar de acordo com caracteristicas diferentes do sedimento e do ambiente, e tamanho
de particula, matéria organica, ph, sulfeto dcido-voléatil (TAN et al., 2013). Os ambientes
naturais sdo muito complexos, sendo dificil prever a biodisponibilidade dos metais, e isso
também influenciard nos padrdes de resisténcia da comunidade.

Por outro lado, foi possivel notar que alguns géneros podem desenvolver
facilmente mecanismos de resisténcia a metais, por isso os géneros mais isolados foram
Bacillus sp, Vibrio sp e Pseudomonas sp.

A maioria dos mecanismos de sobrevivéncia depende de alguma mudancga na
especia¢do do metal, levando a diminuicdo ou aumento da mobilidade. Estes incluem
transformacoes redox, a produc@o de peptideos e proteinas de ligacdo a metais (GAAD,
2010). Os mecanismos que envolvem a resisténcia bacteriana geralmente sao efluxo ou
desintoxica¢do enzimdtica, que também pode resultar na libertacio das células, p.
Reducdo de Hg (II) para Hg (0) (SILVER & PHUNG, 1996, 2009; NIES, 2003; ROSEN,
2002; OSMAN & CAVET, 2008). Plasmideos bacterianos t€m genes de resisténcia a
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muitos metais toxicos e metaldides. Sistemas relacionados também sdo freqiientemente
localizados em cromossomos bacterianos (SILVER & PHUNG, 1996; ROSEN, 2002).
Bacillus sp é um género freqiientemente isolado em &dreas poluidas por metais
(ZAMPIERI et al., 2016). Varios estudos indicam que o género Bacillus possui potencial
significativo para a biorremediacdo de dreas marinhas e estuarinas poluidas com metais.
Kamala-Kannan e Lee (2008) sugeriram que este género € o grupo taxondmico dominante
nas comunidades de bactérias heterotroficas nas dreas poluidas. Da mesma forma, ha
muitos estudos que mostram um alto nivel de resisténcia a metais em diferentes espécies

de Pseudomonas sp (PITONDO-SILVA et al., 2016).

3.7. CONCLUSAO

As dreas portudrias sao fontes importantes para o estudo do efeito, a longo prazo,
da contamina¢@o por metais em comunidades bacterianas. Esta exposicdo a longo prazo
pode alterar significativamente a populacio de Bacteria e Archaea comparativamente a
locais ndo contaminados. A diversidade diminui com o aumento das concentracdes de
metais, levando a conseqiiéncias perigosas para o meio ambiente. Alguns grupos como
Thermomonosporaceae, Thermodesulfovibrionaceae, Desulfovibrionaceae €
Rhodobacteraceae desenvolvem resisténcia e podem ser encontrados em maior
abundéncia nesses locais contaminados em comparacdo com a drea pristina. O mesmo
acontece com alguns importantes filos como actinobactérias, cianobactérias e
termodesulfobactérias. Em contrapartida, alguns grupos sdo mais sensiveis como
Flavobacteriaceae, Pseudoalteromonadaceae, Desulfobacteraceae e Saprospiraceae; ou
filo como Chloroflexi, Nitrospirae, Plactomyces. Além disso, metais podem interferir no
importante processo fisioldgico microbiano, consequentemente nos ciclos de nutrientes.
O perfil de resisténcia a metais também mostra que alguns géneros podem desenvolver
altos niveis de resisténcia, sendo importantes fontes para estudos de mecanismos
resistentes a metais e processos de biorremediacdo. Esse tipo de estudo ajuda a elucidar
em ambientes naturais muito complexos como os poluentes podem influenciar a
comunidade microbiana. Porém, ainda sdo necessdrios estudos para entender como essas
mudancas podem alterar o funcionamento da comunidade microbiana e como podem

afetar o ambiente como um todo.
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CAPITULO 4

EFEITO DOS METAIS EM ENRIQUECIMENTOS DE BACTERIAS
REDUTORAS DE SULFATO

4.1. RESUMO

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo um grupo de bactérias anaerdbias que
tem grande potencial para estudos de biorremediacdo de dreas contaminadas com metais.
A comunidade microbiana € sensivel a toxicidade causada pelos metais e bactérias como
as BRS tem sua atividade diminuida. Dessa maneira, para potencializar esse uso ainda é
preciso saber quais grupos de bactérias redutoras de sulfato sao realmente mais resistentes
aos metais. As zonas portudrias s@o conhecidas ao redor do mundo como dreas que
apresentam uma quantidade de metais a cima de niveis considerados como aceitdveis,
sendo dreas onde a comunidade microbiana foi exposta por esse tipo de contaminagdo por
um longo periodo de tempo, podendo ser um importante indculo para isolamento de BRS
resistentes a metais. Dessa maneira, o objetivo do presente trabalho foi analisar como
metais influenciam na comunidade de bactérias redutoras de sulfato presentes no
sedimento de uma area portudria. Os enriquecimentos demonstraram uma comunidade de
BRS dominada por Desulfovibrio sp ativa e capaz de precipitar uma média de 80% dos
metais com contragdes iniciais de 6,0mM de Zn; 8,0mM de Cr, 0.3mM de Cd e 1.3mM
de Cu. Para todos os metais testados, 0 aumento na sua concentracao culminou na dristica
reducdo de BRS e aumento proporcional de fermentadoras como Citrobacter,
Clostridium e Enterobacter. Cu foi aparentemente o metal mais téxico as BRS e a

comunidade foi mais resistente ao Zn.
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4.2. ABSTRACT

Sulfate-reducing bacteria (SRB) are a group of anaerobic bacteria that have great
potential for bioremediation studies of areas contaminated with heavy metals. The
microbial community is sensitive to toxicity caused by metals and SRB has its activity
decreased. Thus, to potentiate this use it is still necessary to know which groups of sulfate-
reducing bacteria are actually more resistant to metals. Port areas are known around the
world as areas that present metals concentrations above acceptable levels, being areas
where the microbial community has been exposed by this type of contamination for a
long period of time and can be an important inoculum for isolation of metal-resistant
BRS. In this way, the objective of the present study analyzed how heavy metals influence
the community of sulfate-reducing bacteria present in the sediment of a port area and try
to isolate resistant species that can be used in future biotechnological applications. The
enrichments demonstrated a BRS community had the activity decreased with the increase
of all heavy metals tested. The community was dominated by Desulfovibrio sp, but it was
also found Desulfobulbos sp and Thermodesulfovibrio sp that were capable of
precipitating about 80% of the metals with initial concentrations of 6.0 mM Zn; 8.0mM
Cr, 0.3mM Cd, and 1.3mM Cu. For all metals tested, the increase in concentration
resulted in a drastic reduction in BRS and a proportional increase in fermenters such as
Citrobacter, Clostridium and Enterobacter. Cu was the metal that presented more toxicity

for the SRB and the community was more resistant to Zn.
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4.3. INTRODUCAO

Bactérias redutoras de sulfato (BRS) pertencem a um grupo de microrganismos
anaerdbios que pode ser encontrado nos mais diversos ambientes anéxicos, onde podem
usar sulfato como aceptor final de elétrons para a degradacdo de compostos organicos,
resultando na producdo de sulfeto (MUYZER & STAMS, 2008).

A reducdo de sulfato pode ter uma aplicacdo biotecnoldgica muito importante na
remocdo de metais de residuos de dreas contaminadas. Essa aplicacdo € possivel devido
a diferenca nas propriedades quimicas de metais sulfatos e sulfeto. Metais como cadmio,
cobalto, cobre, ferro, zinco, cromo e niquel, sdo soliveis quando na forma de sulfato, mas
insoliveis quando na forma de sulfetos metdlicos (PAULO et al., 2015). Portanto a
producdo de sulfeto pelas BRS, e consequentemente a formacdo de sulfetos metalicos,
causa a precipitacao de metais presentes no ambiente, facilitando sua remo¢ao (MUY ZER
& STAMS, 2008). A demonstracao de como a fisiologia desses microrganismos funciona
pode ser visualizada nas equacdes 1 (reducdo de sulfato) e 2 (reacio do sulfeto produzido

pelas BRS com os metais dissolvidos no meio).

2CH,0 + SO42' > 2HCO3 + HaS (1)
HoS M2+ > MS(S) + 2H* 2)

O desenvolvimento de vdrias industrias como, mineradoras, inddstrias quimicas,
de papel, pesticidas, vidro e ceramica contribuem para aumentar a concentracdo de metais
em 4guas residuais e esgotos (SARIOGLU et al., 2010). Metais nao sdo biodegradaveis,
tendendo, assim, a se acumular no ambiente e em organismos vivos até chegar a
concentracoes téxicas ou carcinogénicas (FU & WANG, 2011).

O aumento nas concentragdes de metais, acima dos limites de seguranca
estabelecidos para o meio ambiente, € mais frequentemente encontrado perto de industrias
e outras atividades humanas. A presenca de metais em efluentes de industrias e a falta de
tratamento e disposi¢ao adequada de residuos contribuem para esse fato (MASINDI &
MUEDI, 2018).

Os metais sdo persistentes no ambiente, devido a sua toxicidade, podem
contaminar as cadeias alimentares e causar diferentes problemas de satide. A exposi¢do
cronica a metais no ambiente € uma ameaca real para 0s organismos vivos; por exemplo,

concentracdes de metais acima dos limiares afetam o equilibrio microbioldgico dos solos
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e podem reduzir sua fertilidade (WIECZOREK-DABROWSKA, 2013). Outra questao é
que a bioacumulacdo de metais toxicos na biota de diferentes ecossistemas pode ter
efeitos adversos nos animais. Niveis mais altos de metais na biota podem ter efeitos
negativos na saude ecoldgica de espécies de animais aquéticos e podem contribuir para o
declinio de suas populagdes. A comunidade microbiana, da mesma forma, € influenciada
através da diminuic@o na diversidade e na capacidade de degradacdo (ALI et al., 2019).

As BRS tém sua atividade diminuida devido a presenca de metais em maiores
concentracdes. Por isso que um dos principais problemas em biorreatores durante o
tratamento de esgoto e dguas residuais € a toxicidade de metais (BHATTACHARYA et
al., 1995).

Dessa maneira, se torna de extrema importancia a busca do entendimento de como
os metais podem influenciar na atividade e na composi¢do de bactérias redutoras de
sulfato, tornando possivel identificar quais os grupos conseguem apresentar estratégias
que os permitam sobreviver mesmo em concentracoes extremamente altas de metais.

No entanto, as bactérias podem desenvolver resisténcia através de uma grande
diversidade de genes de resisténcia a metais, tanto por evolug¢do vertical quanto por
transferéncia horizontal de genes, a fim de se adaptar a exposicao a toxicidade de metais
(TURE et al., 2018,; ARGUDIN er al., 2018). Assim, o conhecimento sobre como 0s
metais podem influenciar a atividade e a composi¢ao de bactérias redutoras de sulfato se
torna extremamente importante. Muitos estudos indicam que em locais contaminados,
onde as bactérias foram expostas a toxicidade do metal, o niimero de genes de resisténcia
aumenta. Dessa forma, a comunidade em locais contaminados pode se adaptar a
contaminac¢do por metais IMCHEN et al., 2018; GUO et al., 2017; GILAN et al., 2015).

As zonas portudrias sdo conhecidas ao redor do mundo como dreas que
apresentam uma quantidade de metais a cima de niveis considerados como aceitdveis por
companhias ambientais (BURUAEM et al., 2012), sendo, portanto, dreas onde a
comunidade microbiana foi exposta por esse tipo de contamina¢@o por um longo periodo
de tempo. Aliado a esse fato, nos ambientes marinhos existem uma quantidade e
diversidade significativa de bactérias redutoras de sulfato, pois esse grupo é muito
importante na ciclagem de carbono no sedimento marinho (MUYZER & STAMS, 2008).

Essa busca se torna muito importante pois existe uma potencialidade do uso de
microrganismos oriundos de locais impactados como indculo em reatores anaerdbios
envolvidos no tratamento de &guas residudrias contendo metais. Isso se deve

principalmente ao fato desses microrganismos ji estarem adaptados as condi¢cdes em que
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serdo submetidos durante seu uso em biorreatores (BARNES er al., 1994; BRATKOVA
etal.,2013; KIEU et al., 2013).

Dessa maneira, o objetivo do presente trabalho foi analisar, utilizando sedimento
de uma drea portudria como inéculo, como metais influenciam na comunidade de

bactérias redutoras de sulfato.

44.MATERIAL E METODOS

4.4.1. Area de estudo

Como ja foi apresentado previamente no Capitulo 3 (secdo 3.4.1) o Porto de
Santos se localiza no municipio de Santos (regido metropolitana da Baixada Santista),
regido central da costa do estado de Sdo Paulo. Essa drea € relevante por ser cendrio de
vdrias atividades econdmicas importantes como: pesca, turismo, atividades industriais e
portudrias e ainda assim, ter a presenca de dreas protegidas como manguezais e
remanescentes de mata Atlantica (OLIVEIRA et al., 2008).

O Porto de Santo tem dimensoes significativas e além de suas atividades acaba
atraindo uma série de industrias que se fixam préximo a ele, tudo isso influencia a

qualidade do ambiente (ABESSA et al., 2008) (Figura 33).
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Figura 33 — Pluma de contaminantes no Porto de Santos visualizada durante coleta de sedimento

(Fonte: da Autora).
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Proximo ao porto estd instalado o maior polo industrial do Brasil, com
aproximadamente 1100 inddstrias, incluindo petroquimica, farmacéutica e siderurgica
(CBH-BS, 2011) e, consequentemente, geram muitos residuos que podem afetar o
ambiente (OLIVEIRA et al., 2008) (Figura 34).

Em 2001, um dos relatérios da CETESB j4 apontava a existéncia, na Baixada
Santista, de industrias que utilizam em seu processo de produc@o diversos metais, além
de solventes, fendis, cianeto, entre outros, que podem afetar significativamente o
ambiente e a biota local (CETESB, 2001). No ultimo relatério da CETESB que avaliou a
qualidade ambiental de zonas costeiras de Sdo Paulo, em 2018, foi verificada
contaminacdo por metais como Cu e As, além da presenca de hidrocarbonetos
poliaromdricos acimas do limite e densidades altas de coliformes termotolerantes que
fizeram com que as amostras do porto fossem consideradas Ruins ou Péssimas (CETESB,

2018).
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Figura 34 — Terminais portudrios exclusivos de industrias localizadas nos arredores do Porto de

Santos (Fonte: http://www.portodesantos.com.br/relacoes-com-o-mercado/terminais/).

O estudrio de Santos - S0 Vicente € um bom exemplo onde as pressdes antropicas
estdo continuamente introduzindo contaminantes no meio ambiente. Toda essa influéncia
humana pode indicar um enriquecimento de alguns metais no final do século XIX, quando
o Porto de Santos era inaugurado, e até a década de 1970, quando as atividades do Porto

de Santos se expandiram (TESSLER et al., 2006).
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Dessa maneira, o porto de Santos é um local onde existe um histérico de
contamina¢do por metais, em que a microbiota acabou sendo exposta a esse tipo de

pressao seletiva.

4.4.2. Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de sedimento em 5 pontos ao longo do porto de Santos
(Figura 35). Foram escolhidos pontos proximos a efluentes industriais ou onde a literatura
apontava como dreas criticamente contaminadas por metais (PINTO et al., 2015;

ABESSA et al., 2008; BURUAEM et al., 2012).
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Figura 35 — Mapa da regido de coleta mostrando os 5 pontos ao longo do Porto de Santos —SP
(Brasil).

4.4.3. Variaveis Ambientais

Durante a coleta de sedimentos cada ponto de amostragem foi caracterizado de
acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas utilizando uma sonda multi-pardmetro

(HORIBA, modelo US50), foram eles: pH, salinidade, temperatura, profundidade,
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oxigénio dissolvido e condutividade. Em laboratério os sedimentos coletados foram
caracterizados quanto a granulometria, através da técnica de peneiramento (SUGUIO,
1973); porcentagem de matéria orginica utilizando a mufla (JIMENEZ & GARCIA,
1992); porcentagem de carbono organico total foi realizada a partir da oxidagdo com
dicromato de potdssio, ataque com dcido sulftrico e posterior titulagdo do dicromato
excedente da oxidacdo com sulfato ferroso amoniacal, conforme descrito em
Gaudette et al. (1974); concentra¢do de metais, cromo, cobre, cidmio e zinco foi realizada
segundo a metodologia SW 846 US EPA 3051 (USEPA, 1994), a qual consiste em uma
digestdo dcida capaz de dissolver a maior parte dos elementos de origem antrdpica. Os
elementos Cr, Cd, Cu e Zn foram quantificados por espectrometria de emissao atomica

com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES).

4.4.4. Quantificacao de bactérias redutoras de sulfato

A avaliacdo quantitativa de bactérias redutoras de sulfato foi realizada através do
Método do Numero Mais Provavel (NMP). Para isso, foi feito um mix das 5 amostras de
sedimento que foi utilizado para realiza¢io de diluicio seriada até a dilui¢do 10-'2. Cada
dilui¢do foi inoculada em quintuplicada em frascos de antibiético de 40 mL contendo 8,8
mL de Postgate C (POSTGATE, 1984) (Anexo 1) e aliquotas de 0,1 mL das solu¢des de
sulfeto de sodio (0,4 %) e sulfato ferroso (1%). Apds este procedimento, os frascos foram
cultivados sob mistura gasosa de Nitrogénio, a 30°C e durante 30 dias. O sulfeto
produzido pelas BRS reage com o sal ferroso presente no meio e origina o precipitado
negro (FeS), que provoca turbidez dos meios de cultivo. Quando isto ocorre, o
crescimento dos microrganismos € considerado positivo. Por meio da contagem dos tubos
positivos e negativos de trés diluigcdes consecutivas, seleciona-se a combinacgdo
correspondente e obtém-se o valor NMP. Com este dado, pode-se calcular o valor NMP
para o experimento de acordo com a equagdo 3 (APHA, 2012):

NMP/ 100 mL =Valor NMP x 10/ V 3)

Em que: V corresponde a menor dilui¢do da série de combinacdes de tubos

positivos.
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4.4.5. Enriquecimento de BRS resistentes a metais

Para realizacdo de ensaio forma utilizados frascos de antibidticos de 150mL. Em
cada frasco foi adicionado meio de cultura Postgate C (Anexo 1) com diferentes
concentracdes de metais (POSTGATE, 1984; CABRERA et al., 2005; GARDNER &
STEWART, 2002; LUPTAKOVA & KUSNIEROVA, 2005) (Figura 36). Cadmio foi
utilizado na forma de sulfato de cddmio e as concentragdes variaram de 0,2 até 0,7mM; o
cobre foi utilizado na forma de sulfato de cobre e as concentragdes variaram de 0,3 até
SmM; o cromo foi utilizado na forma de sulfato de cromo e as concentra¢des variaram de
0,4 até 13mM; o zinco foi utilizado na forma de sulfato de zinco e as concentra¢des
variaram de 0,3 até 10 mM. Em cada frasco foi adicionado 10% v/v de um mix feito com
o sedimento dos 5 pontos. Esse mix foi utilizado como inéculo e cada frasco teve volume
final de 50 mL (figura 36). Também foram feitos um controle positivo, apenas o meio de
cultura e o indculo, e um controle negativo, meio de cultura e o metal, para cada um dos

metais.

Controle positivo Controle negativo

D Meio+metais

Meio+indculo

Meio+indculo +metais

Figura 36 — Design experimental do enriquecimento com diferentes concentragdes de cddmio, cobre, cromo e zinco.

Os fracos foram estaticamente incubados no escuro a 30°C por 49 dias. Apés esse
periodo, esses fracos serviram como indculo para segunda fase do experimento, com
exatamente as mesmas condi¢des, para que a comunidade microbiana presente no
sedimento ficasse mais tempo exposta a toxicidade dos metais. Dessa maneira, foram

adicionados 10% v/v dos frascos da primeira fase em novos frascos com 0 mesmo meio
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e as mesmas concentragdes de metais. O segundo enriquecimento foi incubado por 28
dias também a 30°C.

No inicio do experimento e semanalmente foram medidos concentracdo de sulfato
e sulfeto. No inicio e no final de cada experimento foram medidas concentra¢des dos
metais e os acidos produzidos.

O sulfato foi medido através de método turbidimétrico. O ion sulfato, em meio
acido acético, € precipitado por cloreto de bario, formando micro-cristais uniformes de

sulfato de bario em suspensdo, conforme a equacgido 4 a seguir:

SO4?% + Ba*? — BaS04 4)

A determinacdo da concentracdo de sulfato em amostra foi feita através da
determinacdo da absorc¢do de luz de 420 nm pela turbidez proporcionada pela suspensao
de sulfato de bario em comparag¢dao com a curva de calibrag¢do. Para isso, em um tubo de
ensaio foi adicionado 5SmL de amostra bruta ou diluida (de acordo com a concentragdo de
sulfato presente na amostra e com a curva de calibracdo do espectofotdometro), 1 mL de
solug¢do tampao, misturar as solugdes por inversao. Em seguida, cerca de 0,4g de cloreto
de bario foi adicionado a cada tubo, durante 15s o tubo foi agitado vigorosamente e ficou
em repouso por Smin, cronometrando o tempo imediatamente. Apds esse processo, a
absorbancia foi medida em comprimento de onda de 420 nm.

O sulfeto (S?>/H3/H,S) foi medido como sulfeto total dissolvido no meio de
cultura e utilizou-se método colorimétrico em espectrofotometro da marca 39 Hach®
modelo DR-2800 por meio de kit hach® especifico para andlises de sulfeto e produzido

pelo fabricante.

4.4.6. Analises de metais

Foram retiradas amostras de 15 mL no inicio e no final do enriquecimento para
todos os frascos de enriquecimento. Amostras foram centrifugadas e cerca de 10 mL do
sobrenadante foi utilizado para andlise. Para andlise da quantidade dos metais (Zn, Cr, Cd
e Cu) em cada amostra foi utilizado o espectrometro de absorcdo atdmica com chama
(Figura 37). Para as leituras foram utilizadas curvas de calibracdo, que obedeciam a Lei

de Beer.
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Figura 37 - Espectrometro de absor¢@o atdmica com chama utilizado no presente trabalho

(Fonte: da Autora).

4.4.7. Anadlise dos acidos organicos

Para quantificacdo dos dcidos organicos voldteis presentes ao final do experimento
foi utilizado um cromatégrafo de gds GC-2010 (Shimadzu Scientific Instruments
Columbia, MD, USA) equipado com coluna HP-INNOWAX (30 m de comprimento X
0,25 mm de diametro interno x 0,25 mm de espessura de filme) e detector de ionizacdo
em chama (FID), tendo hidrogénio como gds de arraste, segundo metodologia descrita

por Adorno et al. (2014).

4.4.8. Analise da comunidade microbiana

Para andlise da comunidade microbiana foi feito um “pool” dos sedimentos dos 5
pontos de coleta, sendo utilizado aproximadamente 0,25 g (em triplicata) desse mix de
sedimento para extracdo do DNA, utilizando-se o kit MoBio de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Para andlise através de Hi-Seq, a concentracdo de DNA foi ajustada para 10-20
ng puL! com auxilio de fluorimetro (Quibit® 2.0) para amplifica¢do por PCR. A PCR foi
realizada em triplicata a um volume total de 50 puL contendo tampao de PCR 1X HF,

dNTPs 0,2 mM, 2 U puL"! de Phusion Hot start I DNA polimerase (Promega, Madison,
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WI), 10 uM do primer 515F- 806R com diferentes barcodes para cada amostra, 0,2-0,4
ng uL-! de DNA e dgua livre de nuclease até o volume final. O programa de amplificagdo
consistiu de um etapa de desnaturacdo a 98 ° C por 30 s, 25 ciclos de desnaturacio a 98°
C por 10 s, anelamento em 56 °C durante 10 s e alongamento a 72 °C durante 10 s; e um
passo de extensao final a 72 °C durante 7 min.

O tamanho dos produtos de PCR foi verificado por electroforese em gel numa
agarose a 1% (p / v) gel contendo 1x SYBR® Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os
produtos de PCR foram purificados com o MagBio Beads. Os produtos de PCR
purificados foram misturados em quantidades equimolares com um Concentracdo de
DNA de 100 ng uL!. Os amplicons agrupados foram sequenciados usando Sequenciador
do Genoma FLX em combinacio com quimica de titanio (GATC-Biotech, Konstanz,
Alemanha).

Todas as leituras de sequéncia foram processadas pelo pipeline de andlise NGS
SILVA rRNA (SILVAngs 1.0) (PRUESSE et al., 2013). As leituras foram alinhadas
usando o SINA v1.2.11 contra o SEDA SILR SSU rRNA e com qualidade controlada.
Leituras idénticas foram identificadas, as leituras exclusivas foram agrupadas em
unidades taxondmicas operacionais (OTUs), aplicando critérios de identidade de 0,98.
Para obtencdo dos perfis taxondmicos, as sequéncias geradas foram submetidas a andlises
computacionais utilizando o programa de bioinformatica MOTHUR (SCHLOSS et al.,
2009) e o programa Past3 para as andlises multivariadas de similaridade.

Todos os dados foram submetidos ao Sequence Read Archive (SRA) do NCBI
(https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/sra/) através BioProjeto nimero PRINA531183.

4.5.RESULTADOS

4.5.1. Dados fisico-quimicos

A caracterizagdo do sedimento demonstrou que os sedimentos foram coletados em
uma profundidade média de 1,6 m e que a temperatura média encontrada foi de 26,9 °C.
A salinidade variou entre 16,0 e 24,4 nas dreas mais proximas ao mar aberto, a
porcentagem média de oxigénio dissolvido foi de 47,4%, pH 5,8; M.O. 3,0% e C.O.T. de
2,8% (tabela 9).



Tabela 9 — Dados fisico-quimicos nos 5 pontos de amostragem durante a coleta de amostras.
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Profundidade = Temperatura  Salinidade  Condutividade 0.D. pH M.O. C.O.T.
(m) () (%) (%)
P1 1,0 26,3 16,0 26,4 46,5 5,7 4,1 32
P2 1,7 26,6 14,8 22,1 38,0 5.8 2,1 2,6
P3 1,7 27,0 244 39,7 69,7 5.3 2,0 42
P4 2,0 27,0 232 38,0 459 6,0 1,6 43
P5 1,8 27,8 233 38,5 37,7 6,1 5,1 48

A quantidade de metais encontradas estdo presentes na tabela 10. Nao foi

encontrada quantidades significativas de ciddmio em nenhum dos pontos de amostragem.

Tabela 10— Concentracio de metais (Zn, Cr, Cd e Cu) em pg/mg de sedimento para cada um dos pontos

de amostragem.

Zinco Cromo Cobre Cadmio
P1 230 £ 0,01 24 +0,0004 29 +0,001 < 0,004
P2 144 + 0,003 12 £ 0,001 8,7 £ 0,0006 < 0,004
P3 79 + 0,003 22 +0,001 23 +0,0005 < 0,004
P4 60 + 0,001 15 +0,0004 13 £ 0,001 < 0,004
P5 28 +0,0004 13 £ 0,001 6,0 £0,005 < 0,004

4.5.2. Quantificacio BRS e analise do enriquecimento

A anélise de nimero mais provavel indicou uma concentragdo inicial de bactérias

redutoras de sulfato de 3,2 106 NMP/100g de sedimento.

O ensaio de enriquecimento de BRS na presenca de diferentes concentragdes de

metais durou 49 dias na tentativa de que a comunidade presente consumisse todo o sulfato

presente. Na figura 38 € possivel analisar que no controle positivo de todos os metais e

no enriquecimento com 0.3 mM de Zn e 0.4 mM de Cr o sulfato foi consumido

completamente em uma média de 28 dias. Também foi possivel visualizar que as

concentracdes maiores tiveram a reducdo de sulfato progressivamente menor.
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Figura 38 - Gréficos de remocdo de sulfato (%) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c); Cu(d),

durante 49 dias.

O sulfeto produzido também foi monitorado nesse periodo e seguiu 0 mesmo

padrdo dos resultados de remocao de sulfato (figura 39).

Produgdo de sulfeto - Zn
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Figura 39 — Gréficos de produgdo de sulfeto (mg/L) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c);

Cu(d).

49 dias
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Os enriquecimentos de 49 dias serviram de indculo para um novo enriquecimento
que durou 28 dias. A atividade BRS pode ser visualizada através da remoc¢ao de sulfato e
producdo de sulfeto (figuras 39 e 40).

Foi observada um resposta melhor da atividade de bactérias redutoras de sulfato.
Em todos os experimentos o controle positivo apresentou 100% de remocao de sulfato
(Figura 40). Para os experimentos com Zn, nos frascos com menor concentragao (0,3
mM) a remocdo de sulfato foi de 80% e diminui sucessivamente: frascos com 0,8mM de
Zn aremocao foi de 60% e nas concentracdes de 6 e 10 mM ficou em torno de 20%. Para
o enriquecimentos com cromo a variacdo da remocao de sulfato foi sucessiva de acordo
com a concentracdo do metal também mas ao final a remoc¢@o em todos os frascos foi em
torno de 30%.

Nos enriquecimentos com Cd, foi observada um remog¢ao de 80% nos frascos com
0,2 mM, 50% nos frascos com 0,3 mM e em torno de 20% para as concentracoes finais
de 0,5 € 0,7 mM.

Nos enriquecimentos com Cu, foi observado o mesmo padrdo observado para Cr,
ao final do experimento em todos os tratamentos foi observado uma remoc¢do média de

20%.
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Figura 40 — Gréficos de remocao de sulfato (%) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c); Cu(d).
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A producido de sulfeto acompanhou a remocdo de sulfato. Mas nas maiores

concentracdes de metais nao foi possivel ser detectado pois o sulfeto produzido acabava

precipitando os metais presentes nao podendo ser detectado (Figura 41).
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TO 7 dias 14 dias 21dias
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0.3 mh —8—0.5 M —8—0.7mM

28 dias

Producio de sulfeto - Cr

/_

To 7 dias 14 dias 21dias 28 dias
=#=Controle positive == Controle negativa 0.4 mi
4mm ——7 mM —8—13 mM

Producdo de sulfeto - Cu

L > @ > *
™ 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
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13mM . 3 UM i 5 M

Figura 41 — Gréficos de produgdo de sulfeto (mg/L) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c);
Cu(d).

Ao final do experimento foram mensurados os dcidos organicos produzidos em

cada um dos experimentos. Os valores produzidos em mg/L. podem ser visualizados na

tabela 11.
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Na figura 42 pode-se observar quanto os valores produzidos em mg/L representam
em porcentagem. No controle positivo, foram produzidos 82% de 4cido acético e menores
porcentagens de outros dcidos como o 4cido isobutirico, butirico e isovalérico. Nos meios
enriquecidos com Zn, as concentracdes mais baixas ficaram com o padrao bem parecido
do controle positivo. Mas em contrapartida as duas maiores concentragdes tiveram
menores porcentagens de dcido acético e maiores concentragdes de propionato, quando
comparado ao controle. O mesmo padrao foi observado para os meios enriquecidos com
Cr. J4 para os enriquecimentos de Cu, somente a concentracdo mais baixa teve 37% de
producdo de acetato, as demais concentracdes tiveram producdo de dcido butirico e
isobutirico. Para os enriquecimentos de cddmio, todos 0s enriquecimentos tiverem uma

porcentagem baixa de producdo de acetado e uma alta porcentagem de propionato.

Producao de acidos organicos
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Figura 42 — Porcentagem relativa de &4cidos produzidos ao final do experimento de 28 dias, nos
enriquecimentos com diferentes concentragdes de Zn (Znl- 0,3 mM; Zn2- 0,8 mM; Zn3- 6,0 mM; Zn4-
10,0 mM), Cr (Crl- 0,4 mM; Cr2- 4,0 mM; Cr3- 7,0 mM; Cr4- 13,0 mM), Cu (Cul- 0,3 mM; Cu2; 1,3
mM; Cu3- 3,0 mM; Cu4- 5,0 mM) e Cd (Cd1- 0,2 mM; Cd2- 0,3 mM; Cd3; 0,4 mM; Cd4- 0,5 mM).

Ao final do experimento foi calculada a porcentagem de precipitacdo de metais.
Para todos os metais nas dltimas concentragdes onde a remog¢do de sulfato foi menor,
houve uma precipitacio de metais de apenas 20%. Enquanto que nas menores
concentracdes de metais a precipitacdo chegou a 80%. Cobre foi o metal que apresentou

menor porcentagem de precipitacdo, variando de 9 a 41% (Figura 43).
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Figura 43 — Porcentagem de precipitagdo dos metais nos enriquecimentos de Cd (1-0,2 mM; 2-0,3 mM, 3-
0,4 mM e 4 -0,5 mM), Cr (1-0,4 mM; 2-4 mM, 3-7 mM e 4 -13 mM), Cu (1-0,2 mM; 2- 1,3 mM, 3- 3 mM
e4 -5 mM)e Zn (1-0,3 mM; 2-0,8 mM, 3- 6 mM e 4 — 10 mM).

4.5.3. Analise da comunidade bacteriana

O indculo utilizado nos enriquecimentos apresentou uma composi¢ao variada com
51,3% da comunidade representada pelo filo Proteobacteria.
A abundancia de familias pode ser vista na figura 44. Quatro familias BRS foram
dominantes na comunidade: Desulfobacteriaceae, Desulfobulbaceae,
Desulfurococcaceae e Desulfuromonadaceae. Flavobacteraceae foi a familia mais

abundante encontrada no sedimento.
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Figura 44 — Abundancia de familias no sedimento do porto de Santos utilizado como inéculo nos

enriquecimentos.

Aproximadamente 9,3% dos géneros encontrados na comunidade pertencem ao
grupo de bactérias redutoras de sulfato, sendo possivel visualizar os grupos encontrados
nas amostras de sedimento na figura 45. O gé€nero Desulfobulbos apresentou maior

abundincia variando de 4,3 a 7%.
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Figura 45 — Porcentagem dos grupos de bactérias redutoras de sulfato presentes no sedimento do Porto de

Santos que serviram de inoculo para enriquecimento com metais nas triplicatas (Sedl, Sed2 e Sed3).
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A andlise da comunidade microbiana presente nos enriquecimentos pode ser
visualizada na figura 46.

A comunidade microbiana encontrada nos enriquecimentos com metais
demonstrou a dominancia do género Desulfovibrio dentre o grupo de bactérias redutoras
de sulfato. Até a concentracio de 6 mM de Zinco foi possivel observar a presencga
significativa dos géneros Desulfovibrio e Thermodesulfovibrio. Na concentracdo mais
alta (10 mM) nao foi possivel observar a presenca de bactérias redutoras de sulfato,
apenas fermentadoras e bactérias formadoras de esporos.

Nos enriquecimentos com cromo as bactérias redutoras de sulfato nao
sobreviveram a concentracdes tao altas. S6 foram encontradas bactérias redutoras de
sulfato nas concentra¢des 0,4 mM, com a presenca de Desulfovibrio sp e Desulfobulbos,
e na concentracdo 4,0 mM onde apenas o género Desulfovibrio foi encontrado. Nas
concentracdes mais altas houve dominancia dos géneros Clostridium e Citrobacter.

Ja nos enriquecimentos com Cadmio foi observado a presenca do gé€nero
Desulfovibrio apenas nas concentracdes de 0,2 mM e 0,3 mM. Nas duas concentragdes
maiores foram observadas dominéncia de Clostridium, Citrobacter e Vibrio.

Nos enriquecimentos de cobre o tnico género de bactérias redutoras de sulfato
encontrado foi Desulfovibrio variando de 25 a 30% de abundéancia na comunidade

analisada nas seguintes concentracdes iniciais de Cu: 0,3; 1,3; 3,0 mM.

Aminobacterium l
Desuliovibrio
Clostridium |
Dethicsulfovibrio

Bacteroides
Alkaliphilus
Thermodesulfovibrio
E Citrolacter | Abundancia
c  Enterobacter o0
g Vibrio II”5
Escherichia asa
Shewanelia ..
Lewinella a0

Desulfobulbus
Lactecoceus
Pseudomenas
Geotoga
Sullurirnonas
Fusibacter

Cul Cu? Cud Cud |Cdl Cd? Cd3 Cdd |Orl Cr2 Cr3 Crd |Znl Zn2 Zn3 Znd

Enriquecimento

Figura 46- Mapa de calor mostrando a abundancia de diferentes géneros encontrados nas amostras de cada
um dos enriquecimentos (As legendas dos enriquecimentos indicam as concentra¢des iniciais de cada
metal: Cul- 0,3 mM; Cu2; 1,3 mM; Cu3- 3,0 mM; Cu4- 5,0 mM; Cd1- 0,2 mM; Cd2- 0,3 mM; Cd3; 0,4
mM; Cd4- 0,5 mM; Crl- 0,4 mM; Cr2- 4,0 mM; Cr3- 7,0 mM; Cr4- 13,0 mM; Znl- 0,3 mM; Zn2- 0,8

mM; Zn3- 6,0 mM; Zn4- 10,0 mM). As cores verdes escuras indicam maiores abundancias.
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A figura 47 demonstra a andlise de similaridade entre a comunidade microbiana
dos enriquecimentos. Houve uma tendéncia das comunidades de enriquecimentos de
amostras com as menores concentracdes de metais se agruparem juntas. As comunidades
presentes nos enriquecimentos de Cd e Cu ficaram mais préximas enquanto que as

comunidades dos enriquecimentos de Cr e Zn apresentaram-se mais semelhantes.

036

054 |

Similaridade

0244
0924 ]

0,004

Figura 47 — Andlise de agrupamento de comunidades bacterianas encontrada nos diferentes
enriquecimentos (em cada triplicata) com base na matriz de dissimilaridade "Bray-Curtis". As legendas dos
enriquecimentos indicam as concentragdes iniciais de cada metal: Cul- 0,3 mM; Cu2; 1,3 mM; Cu3- 3,0
mM. Cu4- 5,0 mM; Cd1- 0,2 mM; Cd2- 0,3 mM; Cd3; 0,4 mM; Cd4- 0,5 mM; Crl- 0,4 mM; Cr2- 4,0 mM;
Cr3- 7,0 mM; Cr4- 13,0 mM; Zn1- 0,3 mM; Zn2- 0,8 mM; Zn3- 6,0 mM; Zn4- 10,0 mM.

4.6.DISCUSSAO

Bactérias redutoras de sulfato sdio membros importantes da comunidade
microbiana, as quais apresentam interesse econdmico, ambiental e biotecnoldgico
(MARTINS et al., 2009). Nos ambientes marinhos costeiro, onde o sulfato estd presente
em grande quantidade, as BRS contribuem com mais de 50% na mineralizacdo da matéria
orginica (JORGENSEN, 1982). Por isso era esperado uma grande quantidade desse
grupo presente no sedimento do Porto de Santos.

A comunidade de bactérias redutoras de sulfato presente no sedimento foi
dominada pelos géneros Desulfobulbos, Desulfosarcina, Desulfococcus, por grupos da

familia Desulfobacteraceae. Esses géneros sdo facilmente encontrados em sedimentos
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marinhos, representando parte importante do grupo de microrganismos redutores de
sulfato (MUSAT et al., 2006; JAEKEL et al., 2015).

Cepas de Desulfobulbos sp tem sido isoladas em sedimentos marinhos
contaminados (KHARRAT et al., 2017). Essas bactérias podem produzir sulfeto a partir
do sulfato usando uma grande variedade de substratos como hidrogénio, d4cidos orginicos,
alcoois, fazendo com que essa plasticidade seja uma vantagem competitiva (ZOUCH et
al.,2017).

Desulfovibrio sp foi o género de BRS encontrado em maior abundancia nos
enriquecimentos com metais. Esse género ¢ muito estudado em processos de tratamento
de efluentes e de remocao de metais (HWANG & JHO, 2018; CABRERA et al., 2006).
Uma de suas caracteristicas importantes € uma resisténcia alta a metais quando
comparados com bactérias do mesmo grupo (JOO et al., 2015). Esse € um dos fatores
para que esse género tenha sido encontrado em concentragdes superiores a outras BRS.
Além disso, ¢ um género de crescimento muito rdpido em meios de cultura, sendo
facilmente isolado em cultivos anaerébios (CABRERA et al., 2006).

O género Thermodesulfovibrio, também encontrado em alguns enriquecimentos,
pertencem ao filo Nitrospirae. Tudo o que se sabe sobre esse grupo é que sdo anaerdbios
estritos e usam um nimero limitado de doadores de elétrons, que é incompletamente
oxidado a acetato. Pode crescer em temperaturas altas que podem variar de 40 a75°C e o
pH que toleram pode varias de 7,7 a 8,5 para todas as espécies (FRANK et al., 2016).

Além disso, foram encontrados alguns grupos que ndo puderam ser identificados
ao nivel de género podendo indicar grupos novos, ainda ndo isolados ou estudados. O
Brasil € conhecido como o pais da mega biodiversidade e muito pouco é conhecido sobre
sua diversidade de microrganismos, além disso a forma¢do de recursos humanos para
taxonomia e sistematica de bactérias é muito escasso (MMA, 2017).

A comunidade bacteriana presente no inculo provavelmente foram expostas por
uma contaminagdo por metais a longo prazo. Diversos estudos mostram a contaminagao
por metais no porto de Santos. De acordo com estudos de Kim ez al. (2016), o porto de
Santos é um bom exemplo de um ambiente que sofre com a introducido continua de
diversos contaminantes. Portanto, essa exposi¢do faz com que esses microrganismos
tolerem altos niveis de metais como foi indicado nos enriquecimentos.

A concentracdo de metais encontrada no sendimento nas coletas do presente
estudo nao foram altas ou acima de limites que colocam em risco a biota (CCME, 2002).

Entretanto existem muitos estudos e relatorios que mostram que essas concentracdes no
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Porto de Santos ja chegaram a valores muitos mais altos (CETESB, 2018; KIM et al.,
2016; BURUAEM et al., 2012). Além disso, a comunidade presente no indculo foi capaz
de crescer em concentragdes 100x maiores do que a encontrada no sedimento indicando
essa alta resisténcia.

Alguns estudos demonstram que uma das dificuldades na aplicacdo de BRS em
reatores para tratamento de residuos contaminados € a alta concentracdo de metais que é
toxico e inibi a atividade da comunidade de BRS (ZHANG & WANG, 2016;
AYANGBENRO, 2018).

No presente estudo, as BRS presentes no indculo foram capazes de precipitar os
metais presentes em concentragdes iniciais significativamente alta de metais quando
comparada com outros estudos. Para Cd houve uma precipitacdo de quase 80% na
concentracdo de 0,3 mM, enquanto que para Zn na concentracdo inicial de 6mM houve
precipitacdo de 81%. Nos enriquecimentos com Cr houve alta precipitacdo nas
concentracdes iniciais de 0,4 mM e 4,0 mM de 98 e 87%, respectivamente. O Cu foi o
metal que mais apresentou toxicidade para os microrganismos estudados ji que a
precipitacdo maxima foi de 41% no enriquecimento com menos concentracao inicial (0,2
mM).

O estudo de Azabou et al. (2007) demonstrou a eficié€ncia de retirada de Zn foi
significativa apenas entre as concentracoes de 0,02 mM até 2 mM. Guo et al. (2017)
demonstrou que enriquecimentos de BRS tiveram boa atividade nas concentragdes de
0,8mM de zinco e de 0,5mM de cromo, enquanto que no estudo de Martins et al. (2009),
BRS foram tolerantes em concentracdes de 0,1 mM de zinco e de 1,3 mM de cobre. Dessa
maneira é possivel visualizar que houve uma eficiéncia muito maior na comunidade
proveniente do porto de Santos onde houve a precipitacdo de mais de 70% de metais nas
concentracoes iniciais de 0,3 mM de Cd, 4,0 mM de Cr e 6,0 mM de Zn.

A precipitacdo de metais acompanhou a atividade de redugdo de sulfato,
mostrando que sedimentos costeiros contaminados podem ser aliados na busca de BRS
com relevancia biotecnoldgica. Existe um potencial muito grande na comunidade
presente nesses sedimentos marinhos, pois apresentam microrganismos que podem ser
utilizados como indculo para operacdes de reatores anaerdbios tratando dguas residudrias.

Em condi¢des aerdbias, os microrganismos heterétrofos sdo capazes de
mineralizar compostos organicos a CO2, jd em condi¢des anaerdbias, a mineralizagio da
matéria organica ¢ bem mais complexa e, muitas vezes requer a interacao entre diferentes

grupos de microrganismos. Cada grupo microbiano realiza uma oxidacao parcial da
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matéria organica, e seus produtos metabdlicos sdo assimilados por outros grupos, até a
completa oxidacdo do composto organico (MUYZER et al., 2008; BARBOSA, 2009). A
andlise dos 4cidos produzidos demonstra esse metabolismo. Bactérias do género
Desulfovibrio ndo sao capazes de fazer a oxidagdo total do lactato, oxidando-o
parcialmente formando o acetato (MUYZER et al., 2008). Por isso tanto no controle,
quando nos enriquecimentos com menores concentracdes de metais, onde foi observado
a dominancia de Desulfovibrio, foi possivel observar porcentagem significativa de dcido
acético.

A conversdo de lactato em outros dcidos apresentadas na tabela 11 e a andlise de
sulfato removido pode indicar a conversao completa a CO2. Em todos os enriquecimentos
foram adicionados 6000 mg de lactato e 3000 mg de sulfato. De acordo com a equagdo 35,
é necessdria a reducio de 1 molécula de sulfato para conversao de 2 moléculas de lactato

a acetato.

2 lactato + SO4 2™ + 2H* — 2 acetato + 2CO2+ HS™ + H* + 2H,O  (5)

No enriquecimento controle (sem a presenca de metais) foi reduzido 100% do
sulfato inicial (3000 mg/L) e para isso foram utilizadas as 6000 mg/L de lactato. Como a
tabela 11 s6 indica a produgdo de 1472,2 mg/LL de outros &cidos, provavelmente a
comunidade conseguiu fazer a oxidacdo completa a CO,. Entretanto, nos enriquecimentos
com metais houve uma producdo abaixo de 6000 mg/L de outros dcidos e o consumo de
sulfato foi diminuindo de acordo com o aumento na concentracao de metais. Indicando
que a oxidac¢do incompleta de lactato a outros dcidos através do processo de reducio de
sulfato foi gradativamente sendo substituido pelo processo de fermentacdo devido a
toxicidade dos metais. E provavelmente o restante do lactato foi totalmente convertido a
COs..

Conforme as concentragdes de metais aumentaram, houve dréstica diminui¢do de
BRS e aumento na propor¢do de bactérias fermentadoras (p. ex. Citrobacter e
Clostridium). Essas bactérias oxidam o lactato a propionato. De maneira geral, o
propionato é formado como um dos produtos finais da fermentacdo de uma grande
variedade de produtos orgénicos. Incluem-se nesse grupo: lactato, etanol, succinato e
acetato (STAMS et al., 1998).

Citrobacter sp é um género com uma fisiologia bastante versdtil por ter

capacidade de crescer através de mecanismos tanto aer6bios quanto anaerobios. Através
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do metabolismo anaerdbio sdo capazes de degradar diversas fontes de carbono através de
respiracao ou metabolismo fermentativo. Em condi¢des andxicas estritas podem fazer a
oxidacdo completa da matéria organica gerando CO> (GERRITSE & GOTTSCHAL,
1993; BROOKS et al., 2015).

Os enriquecimentos com cobre apresentaram producdo de butirato e isoburirato,
e maior abundancia de fermentadores do género Citrobacter. A conversdo de lactato e
acetato em butirato (alimentacdo cruzada de lactato) € uma interacdo nutricional
reconhecida entre bactérias produtoras de lactato e acetato e produtores de butirato. Esse
processo era mais conhecido em bactérias do trato gastro-intestinal de humanos. Mas um
estudo de Detman et al. (2019) demonstrou que lactato € convertido em butirato em
comunidades de biorretadores de fermentacao.

A anélise da comunidade presente nos enriquecimentos em que houve remoc¢ao
significativa de metais, demonstrou que grande parte da producdo de sulfeto para
precipitacdo de metais foi realizada pela dominancia do género Desulfovibrio (25 a 70%).
Demonstrando que os enriquecimentos com metais favoreceram o desenvolvimento de
bactérias desse género, que no indculo inicial apresentou baixa abundancia (0,15%).

Diversos estudos mostram a viabilidade do uso do género Desulfovibrio sp para
aplicacdes biotecnolédgicas (ZOUCH et al., 2017; IGIRI et al., 2018). O estudo de Kim et
al. (2015) demonstrou a capacidade da espécie Desulfovibrio desulfuricans na eliminagao
de metais em dgua do mar. Foi desenvolvido biocarregador que utiliza zeolito como
suporte para D. desulfuricans eficiente na remo¢do dos metais Cu?*, Cr%* e Ni**. A
eficiéncia da remocdo foi de 98,2; 99,8; e 90,1 mg/g, respectivamente, apds
aproximadamente 7 dias.

A capacidade deste grupo de bactérias para imobilizar metais depende da
concentracdo do metal em solugcdo, o que pode causar uma reducdo na atividade
metabdlica ou pode até ser toxico para as bactérias. Pode-se observar através dos
resultados encontrados na porcentagem de reducdo de sulfato em cada meio e na
comunidade encontrada, que os metais Cu e Cd, apresentaram-se mais toxicos as BRS.

Esses resultados foram corroborados por estudos prévios que também
demonstraram uma toxicidade maior de Cu e Cd quando comparado ao Cr e Zn
(CABRERA et al., 2006; AHMADI et al., 2015; HUSSAIN & QAZI, 2016). De acordo
com Lin 1992 e 1993, a sequéncia de sensibilidade de processos a anaerdbios a diferentes

metais € Cd > Cu > Cr > Zn > Pb > Ni.
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Pode-se observar que a comunidade presente nos enriquecimentos dos dois metais
mais téxicos (Cd e Cu) ficou com uma similaridade maior. Enquanto que os menos
toxicos (Cr e Zn) ficaram mais préximos através da andlise de distdncia. Demonstrando
que esses metais tém influéncias similares na comunidade de BRS.

Um estudo de Utgikar et al., (2003) avaliou constantes de toxicidade de Cu e Zn
em ensaios para avaliar o metabolismo de BRS na presenca de diferentes concentracdes
de metais, e identificou que a constante de toxicidade do Cu é maior do que do Zn,
portanto a exposi¢do dessa comunidade ao cobre gera maior mortalidade entre BRS.

Essa diferenca perceptivel no impacto de cada um dos metais no metabolismo de
BRS, bem como as concentragdes toxicas de cada uma desses metais, pode ajudar a prever
o comportamento dessa comunidade em biorreatores durante o tratamento de efluentes

contaminados por metais (UTGIKAR ez al., 2003).

4.7.CONCLUSAO

Areas portudria sio locais importantes para o estudo de bactérias redutoras de
sulfato resistentes a metais por principalmente serem dreas expostas a uma contamina¢ao
a longo prazo. Bactérias redutoras de sulfato apresentam uma abundancia relativamente
alta nessas areas. Os metais apresentam forte influéncia no metabolismo de BRS, onde
existe maior concentracdo de metal ocorre menor porcentagem de remocgao de sulfato, ou
seja, menor atividade de BRS. A producgdo de acetato também indica a maior atividade
de BRS. Os metais apresentam toxicidade diferentes, afetando o crescimento de BRS em
diferentes niveis. Cd e Cu foram os metais que mais influenciaram na atividade de BRS.
O enriquecimento desse tipo de microrganismo em concentracdes de metais mais altas
acaba favorecendo o crescimento de bactérias redutoras de sulfato do género
Desulfovibrio. Sendo esse tipo de indculo eficiente na remoc¢do de metais com alta
concentracdo inicial quando comparado com estudos anteriores. Esse tipo de estudo pode
ser de grande utilidade para entendimento maior dos efeitos de diferentes metais em
comunidades de BRS. Além disso, os dados coletados auxiliam na otimizacdo de
processos de tratamento de efluentes contaminados por diversos tipos de metais, uma vez
que € possivel prever o comportamento dessa comunidade de acordo com concetracdes
toxicas de metais como Zn, Cu, Cr e Cd. A polui¢do ambiental por altas contragdes metais

e seu efeito extremamente prejudicial a biota torna urgente a busca por tratamento de
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biorremediacao eficientes evitando ao maximo que esse tipo de poluente chegue ao meio
ambiente. Existe uma alternativa para esse problema através da potencialidade do uso de
microrganismos oriundos de locais impactados como indculo em reatores anaerdbios

envolvidos no tratamento de dguas residudrias contendo metais.
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CAPITULO 5

UMA NOVA ESPECIE DE DESULFOVIBRIO ALTAMENTE
RESISTENTE A METAIS: NIVEL DE TOLERANCIA E GENES
ENVOLVIDOS NA RESISTENCIA

5.1. RESUMO

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo capazes de usar o sulfato como doador
de elétrons produzindo sulfeto. O sulfeto produzido pode reagir com os metais, formando
sulfetos metdlicos insoluveis e precipitados, tornando possivel sua remog¢do. No entanto,
metais sdo compostos muito téxicos e podem interferir no metabolismo de bactérias
redutoras de sulfato, tornando a precipitacdo de metais limitada pela a concentracdo
inicial de metais no inéculo. Dessa maneira, o objetivo do presente estudo foi isolar BRS
resistente a metais e analisar seu nivel de tolerincia e os genes de resisténcia envolvidos.
Usando o sedimento de uma drea portudria sabidamente contaminada por metais foi
possivel isolar uma nova espécie de Desulfovibrio. A cepa isolada foi capaz de crescer
em concentragdes altas comparadas com a literatura descrita para outras espécies de BRS,
com o crescimento em concentracgdes iniciais de 4,0mM de Zn, 6,0mM de Cr, 0,6 mM de
Cd e 1,4 mM de Cu. A anotagdo gendmica identificou 25 genes envolvidos com a
resisténcia a antibidticos e componentes toxicos, destes, 19 sdo genes envolvidos na
resisténcia metais, especialmente de Zn. Dessa maneira, foi possivel avaliar que a cepa
isolada apresenta alta resisténcia aos metais tendo potencial para serem usada em futuros
estudos de biorremediacdo de dreas contaminadas e de tratamento de de efluentes
contendo com metais. E importante destacar também a importincia no isolamento de
uma nova espécie de BRS do Brasil, uma vez que esse pais tem uma diversidade

microbiana sub explorada e poucos estudos taxondmicos desse grupo de microrganismos.
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5.2. ABSTRACT

Sulfate-reducing bacteria (SRB) are able to use sulfate as an electron donor,
producing sulfide. The sulfide produced can react with metals, forming metal sulfides,
Metals sulfide and insoluble and precipitate, in this way, it is possible to remove them.
However, metals are very toxic compounds and can interfere with the metabolism of
sulfate-reducing bacteria, making metal precipitation limited by the initial concentration
of heavy metals in the inoculum. Thus, the aim of the present study was to isolate metal-
resistant SRB and to analyze its tolerance level and the resistance genes involved. Using
the sediment from a port area known to be contaminated with metals, it was possible to
isolate a new species of Desulfovibrio. The isolated strain was able to grow at high metals
concentrations compared to others SRB species found in the literature. The strain was
able to grow at initial concentrations of 4.0mM Zn, 6.0mM Cr, 0.6mM Cd and 1.4 mM
Cu. Genomic annotation identified 25 genes involved in antibiotic resistance and toxic
components, of which 19 are genes involved in resistance to heavy metals, especially Zn.
Thus, it was possible to evaluate that the isolated strain is highly resistant to metals having
potential to be used in future bioremediation studies of metal contaminated effluents.
It is also important to highlight the importance of isolating a new SRB specie from Brazil,
since this country has an under explored microbial diversity and few taxonomic studies

of this group of microorganisms.
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5.3.INTRODUCAO

As bactérias redutoras de sulfato compreendem o maior grupo de bactérias
anaerdbias. Eles possuem uma grande e diversificada arvore filogenética que inclui:
bactérias Gram-negativas mesofilicas que pertencem a divisdo o—Proteobacteria,
bactérias Gram-positivas formadoras de esporos, bactérias termofilicas e Arqueobactérias
termofilicas (CASTRO et al., 2000).

Dentro desse grupo merecem destaque alguns géneros de bactérias tais como:
Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfonema, Desulfovibrio, Desulfobaculum e
Desulfosporosinus (CASTRO et al., 2000). Estes microrganismos usam como fonte de
carbono, compostos diversos: hidrocarbonetos aromaticos, n-alcanos, dcidos graxos e
produtos organicos polares formados de bactérias aerdbias a partir de carboidratos, alem
de acidos graxos volateis e compostos organicos de cadeia curta como lactato e acetato
(MUYZER & STAMS, 2008).

De acordo com Butlin et al. (1949), BRS foram descritas pela primeira vez por
Beijerinck (1895) e isoladas em culturas puras por van Delden (1903), sua fisiologia e
bioquimica foi sistematicamente investigada por Baars (1930). Um dos primeiros géneros
descritos foi o género Desulfovibrio (WIDDEL, 1988). Apesar de hd muito anos esse
grupo de bactéria ter sido estudada, novas tecnologias possibilitam o conhecimento da
real diversidade desse grupo e da sua importancia nos mais diferentes ecossistemas e suas
importantes aplicagdes biotecnoldgicas.

Existem intimeros estudos mostrando o potencial do género Desulfovibrio em uma
grande variedade de processos de biorremediacdo. O metabolismo deste género pode
aumentar o pH, causando a precipitacdo de fons metdlicos téxicos como cobre (II), niquel
(I1) e cddmio (II) na forma de sulfetos metdlicos em efluentes da mina (ambientes
aquaticos acidos) (PAYNE et al., 2003; HEIDELBERG et al., 2004). Além disso, o
Desulfovibrio sp pode converter metais toxicos, como uranio (VI), tecnécio (VII) e cromo
(VI), em formas reduzidas, menos soliveis, entregando elétrons diretamente a fons
oxidados (JOO et al., 2015; PAYNE et al., 2003).

No entanto, metais sdo compostos muito téxicos e podem interferir no
metabolismo de bactérias redutoras de sulfato, tornando a precipitacido de metais limitada
pela a concentragdo inicial de metais no indculo (FU & WANG, 2011). A toxicidade dos

metais estd relacionada a sua capacidade de perturbar as fun¢des e estruturas enzimaticas,
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ligando-se ao tiol e outros grupos em proteinas ou substituindo o cofator de metais
naturais em grupos prostéticos de enzimas (CHEN et al., 2014; PAULO et al., 2015).
Desta forma, esta toxicidade de metais é um dos principais problemas em biorreatores
durante o tratamento de residuos e dguas residudrias. Ficou provado que uma das barreiras
nos tratamentos de efluentes contaminados € a baixa sobrevida da BRS que poderia
precipitar os metais (PAULO et al., 2015; BHATTACHARYA, 1995).

Este fato € preocupante, pois alguns efluentes industriais podem ter maiores
quantidades de metais. Por exemplo, foi relatada uma concentragdo de 4632-17.627 uM
de Zn e 5826-22.173 uM de Cr em um efluente industrial de uma industria de acabamento
de superficie (SANCEY et al., 2011).

Devido ao rdapido desenvolvimento da inddstria, houve um enorme aumento da
quantidade de dguas residuais contendo metais, o que representa um sério desafio as
questdes para manter o meio ambiente de qualidade (JAIN et al., 2016).

Alguns metais como zinco, cidmio, cobre e cromo sao facilmente encontrados em
esgoto e efluentes ndo tratados (OCHOAHERRERA et al., 2011). Esses metais ndo sao
degraddveis e acabam por acumular na dgua, solos e cadeia alimentar, resultando em
efeitos subletais ou morte de plantas e animais (Y1 e al., 2011).

Diferentes organismos desenvolvem vdrias respostas aos ions toxicos, o que lhes
confere uma certa tolerancia aos metais. Eles possuem vérios mecanismos de resisténcia
especificos, como o sequestro ou a transformacdo para outras espécies quimicas
(MARTINS et al., 2009; VALLS & LORENZO, 2002).

Segundo Navarro et al. (2013), o conhecimento atual indica que elementos-chave
envolvidos na resisténcia a metais em microrganismos ambientais parecem ser um amplo
repertorio de determinantes conhecidos de resisténcia a metais e sua duplicacdo, a
presenca de novas chaperonas metdlicas e abundantes reservas de metais polifosfato
inorganico (polyP) usado em um sistema de resisténcia a cobre baseado em polyP. O
estudo de novos determinantes de resisténcia a metais em microrganismos ambientais
poderia ajudar na anotacdo funcional desses genes nas sequéncias gendmicas cada vez
mais disponiveis de bactérias ambientais.

Desta forma, é muito importante tentar encontrar espécies altamente resistentes a
diferentes metais, e pode ter uma grande atividade e, consequentemente, uma maior
eficiéncia. A caracterizacdo de determinantes e mecanismos de resisténcia a metais

ajudard a entender como os microrganismos se adaptam a ambientes extremos e,
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eventualmente, melhoram os processos de biorremediacao de metais (NAVARRO et al.,
2013).

A probabilidade de encontrar organismos resistentes € maior em locais que foram
expostos a contaminag¢do por metais a longo prazo, pois, dessa forma, a comunidade
microbiana foi forcada a uma pressdo seletiva e teve que se adaptar a essa a ela,
desenvolvendo mecanismos de resisténcia a metais (MARTINS et al., 2009).

Além disso, ndo existem muitos estudos no Brasil com o objetivo de isolar BRS,
indicando que a comunidade microbiana brasileira ainda precisa ser sistematicamente
estudada. Existem muitos microrganismos ainda nido conhecidos que podem ter alto
potencial para serem utilizados em diversas aplica¢des biotecnoldgicas.

Desta forma, este estudo teve como objetivo isolar bactérias redutoras de sulfato
resistentes a metais e investigar a taxonomia, fisiologia e crescimento dos isolados em
diferentes concentragdes de metais. Além disso, estudamos as caracteristicas do genoma

e os genes provavelmente envolvidos no processo de resisténcia a metais.

5.4. MATERIAL E METODOS

5.4.1. Origem do indculo

O sedimento utilizado como indculo foi coletado no Porto de Santos, nos mesmos
pontos de coleta descritos na secdo 4.4.1. e 4.4.2. Foi feito um mix dos sedimentos
coletados nos 5 pontos escolhidos e este foi utilizado como indculo para os

enriquecimentos que foram utilizados para o posterior isolamento

5.4.2. Enriquecimento da comunidade de BRS em elevadas concentracoes

de metais

Foram preparados enriquecimentos com diferentes concentragdes dos mesmos
metais testados nos capitulos anterios (Zn, Cr, Cu e Cd). Esses metais foram escolhidos,
uma vez que alguns estudos mostraram que eles apresentam concentracdes significativas
na area selecionada (BURUAEM et al., 2012; KIM et al., 2018).

Primeiro, foi feito um meio bdsico anéxico com a seguinte composi¢do (g L):

0,41 KH2POy4; 0,53 Na,HPO,4 - 2H»0; 0,3 NH4Cl; 0,3 NaCl; 0,1 MgCl,.6H20; 0,11 CaCl»
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- 2H20; e 1 mL L' de cada solucdo de oligoelementos 4cidos e alcalinos (anexo 2); 0,2
mL L' de vitaminas (anexo 3); 0,1 g L' de extracto de levedura BBL (Becton Dickinson,
Cockeysville, MA) e 1 mL L de solugio de resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI),
como descrito por STAMS et al., 1993. O pH foi ajustado para 7,0 utilizando NaOH 1M.
O meio foi distribuido em frascos de antibidtico de 120 mL com 50 mL de volume
reacional. Em seguida, os frascos foram fechados com badoques de borracha butilica
(Rubber BV, Hilversum, Holanda), lavados com 1,5 atm de N, / CO, (80:20, v/ v) e
autoclavados.

Lactato foi adicionado como doador de elétrons e fonte de carbono a partir de
solucdes estoque anaerdbicas estéreis para uma concentracdo final de 20 mM. Cloreto de
ferro foi usado como agente redutor. Adicionou-se Cobre sob a forma de CuSOs4, em
concentracoes finais de: 0,3 mM, 1,3 mM, 3,0 mM, 5,0 mM. O cromo foi adicionado na
forma de CrSO4, em concentracdes finais de: 0,4 mM, 4,0 mM, 8,0 mM e 12 mM.
Adicionou-se zinco na forma de ZnSO4 em concentragdes finais de: 0,3 mM, 1,0 mM,
6,0 mM e 10 mM. O cddmio foi adicionado na forma de CdSO4, em concentragdes finais
de: 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM e 0,5 mM. Uma aliquota de 1 mL da mistura de sedimentos
foi adicionada como inoculo.

Todos os enriquecimentos foram feitos em triplicata e um controle positivo (sem
metal, com in6culo) e um controle negativo (meio com metais sem inéculo) também
foram realizados. Os enriquecimentos foram incubados estaticamente a 30 °C durante 30
dias.

A atividade de bactérias redutoras de sulfato foi monitorada através da reducao de
sulfato colocado no meio de cultura. Dessa maneira, o sulfato foi medido semanalmente
em todos os frascos.

As medicdes de sulfato foram realizadas utilizando cromatégrafo de fons Dionex
ICS-1000 equipado com uma coluna IonPac AS22 e eluente de bicarbonato de carbonato-

1,4 mM 4,5 mM a uma taxa de 1,2 mL min"! (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA).

5.4.3. Isolamento de BRS

O processo de isolamento foi iniciado com os frascos de enriquecimento que
apresentaram maior concentracado de metais com atividade de reducdo de sulfato. Para
isolamento foi utilizado meio anéxico basal descrito por Stams, Van Dijk et al. (1993). O

meio é composto por (g L1): 0,41 KH,PO4; 0,53 Na,HPO4-2H>0; 0,3 NH4Cl; 0,3 NaCl,;
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0,1 MgCl,-6H,0; 0,11 CaCl,-2H,0; e 1 mL L' de solu¢do de elementos trago dcida e
alcalina; 0,2 mL L vitaminas; 0,1 g L! de extrato de levedura (Becton Dickinson,
Cockeysville, MA) and 1 mL L resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) (STAMS,
VAN DIIK et al. 1993) e ainda foi adicionado 13g L! de dgar e colocado em placas de
petri utilizando cAmara anaerdbia, e foi utilizado Fe(II)Cl> como solugio redutora. Apos
solidificacdo do meio foi inoculado 100uL da cultura. As placas foram encubadas a 30°C
em jarras anaerdbias pressurizadas com N»/CO? (80:20,v/v) até observar o aparecimento
de colonias de coloracdo negra devido a precipitacdo de Fe reagindo com o sulfeto
produzido pela BRS.

Ap06s o crescimento, colonias foram reinoculadas no mesmo meio basal, mas sem
adicdo de dgar. Apds crescimento as colonias foram novamente inoculadas em placas de
petri, esse processo foi feito sucessivamente para garantir a presenca de culturas puras

(Figura 48).
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Figura 48 — Design experimental do processo de isolamento.

Nas placas contando meios sélidos foi adicionada 100uL de uma solug¢do 20mM
de FeCly, para facilitar a escolha de cepas que fossem redutoras de sulfato. Pois através
da producdo de sulfeto originado do crescimento de BRS, havia a formagdo de um
precipitado preto no topo da colonia, resultado da reacao do ferro com o sulfeto, formando

sulfeto de ferro que tem coloracdo preta (Figura 49).
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Figura 49 — Placa com crescimento de BRS que tem como caracteristica a coloraga@o preta devido a reac@o

do sulfeto (produzido pelas BRS) com o FeCl, adicionado ao meio de cultura.

5.4.4. Identificacao das cepas isoladas e reconstrucao filogenética

A identificac@o das cepas foi feita através do sequenciamento do gene 16S rRNA,
utilizando a técnica de sequenciamento Sanger. Primeiro, 1,0 mL de cultura liquida foram
centrifugados por 5 min a 14.000 g e o sobrenadante foi removido, apds esse processo o
sedimento foi ressuspendido em 100 pL de T.E. Desta suspensdo de células, 2 mL foi
usado como material para realizacdo do PCR usando os primers 27F e 1492R (TIMMERS
etal.,2015). O produto de PCR foi examinado por electroforese em gel e limpo utilizando
o kit de purificagdo MasterPure DNA, de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA
foi enviado para a GATC Biotech (Konstanz, Alemanha) para sequenciamento Sanger
usando os mesmos primers como primers de sequenciamento. As sequéncias parciais
foram cortadas com qualidade, verificadas quanto a contaminagdo por vetores e fundidas
em seqiiéncias inteiras com o DNA Baser versao 4.20.0. As sequéncias resultantes foram
alinhadas e classificadas com SINA v1.2.11 (PRUESSE et al., 2012) usando o banco de
dados SILVA Ref NR SSU r128 (YILMAZ et al., 2014).

Célculos de identidade de sequéncia e reconstrucdo filogenética foram realizados
com o ARB versdo 6.0.2 (WESTRAM et al., 2011) e o banco de dados SILVA Ref NR
SSU r132 (langado em dezembro de 2017). Célculos de identidade de seqiiéncia foram

feitos com a matriz de distaincia ARB usando correcdo de similaridade. Para a
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reconstrucdo filogenética, um ndmero inicial de 632 sequéncias > 1200 pb foi
selecionado. Os algoritmos GTRGAMMA de aproximac¢do de vizinhanga ARB (correcao
de Felsenstein) e de maxima verossimilhanca RAxML v7.7.2 foram aplicados com filtros
de frequéncia de 30 e 50% de pares de bases e, a partir das arvores resultantes, foi
construida uma arvore de consenso, como descrito em Sanchez-Andrea & Stams et al.
(2013).

A pureza dos isolados foi verificada: 1) microscopicamente, ii) pela andlise das
sequéncias do gene 16S rRNA de cerca de 100 clones agrupados por ARDRA. Para isso,
o DNA extraido dos isolados foi amplificado e clonado seguindo o protocolo descrito por
Sénchez-Andrea & Stams et al. (2013). Inser¢des foram rastreadas por Andlise de
Restri¢do do rDNA Amplificado (ARDRA) usando endonuclease ECol e Kpnl (1U, 3,5
h, 37 ° C) e agrupados de acordo com os padrdes de restricio obtido. Os padrdes
diferentes foram sequenciados na GATC Biotech AG, Konstanz, Alemanha; e iii) por
inoculacdo em meio fresco com 1 g L-1 extrato de levedura e 5 mM glicose para detectar

a contaminacdo por fermentadores (FLORENTINO ez al., 2015).

5.4.5. Sequenciamento e analise do genoma

Para o sequenciamento do genoma, a cepa foi cultivada em frascos de 100 mL
previamente descritas para o processo de isolamento. A biomassa foi recolhida por
centrifugacdo a 4700 g a 4 °C, durante 20 min, e o sobrenadante foi descartado. Para
evitar contaminantes que pudessem interferir na extragdo do DNA, foram realizados dois
passos de lavagem. O sedimento foi ressuspenso em tampdo de fosfato estéril,
centrifugado a 13.400 g a 4 °C durante 10 min, e o sobrenadante foi novamente
descartado, este passo foi repetido duas vezes. Para um DNA de alta qualidade e
quantidade para uma bom sequenciamento do gendma, foi utilizado o protocolo descrito
por Salva-Serra et al. (2018). A qualidade e concentracio do DNA gendmico foram
verificadas através de eletroforese em gel, Nanodrop e Quibit. O DNA gendmico foi
congelado e enviado para BaseClear BV (Leiden, Holanda) onde foi feito o
sequenciamento utilizando a plataforma Illumina HiSeq2500. A qualidade e a duracido
das leituras de Illumina foi inspecionada com a versao 0.10.12 do FastQC.

O genoma extraido foi verificado quanto a integridade, contaminacdo e
heterogeneidade de deformacdo através do CheckM (PARKS et al., 2015). A anotagido
do genoma foi verificada usando o servidor RAST (AZIZ et al., 2008).
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A seqiiéncia gendmica utilizada para o estudo comparativo (e seus nimeros de
acesso) foi: Desulfovibrio desulfuricans ND132 (PRINA37769).

A andlise da média da identidade nucleotidica (average nucleotide identity - ANI)
entre os pares de conjuntos de dados do genoma foi realizada usando a ferramenta online
da calculadora ANI, disponivel em http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/ index. Os valores
de hibridizacdo DNA-DNA in silico (DDH) também foram determinados usando o
servidor da Web Calculadora de Distancia Genoma para Genoma (GGDC) versao 2.0

(MEIER-KOLTHOFF et al., 2013).

5.4.6. Testes de resisténcia a metais da cepa isolada

Os isolados foram inoculados em frascos de 120 mL com 50 mL de volume final
nas mesmas condi¢des descritas anteriormente para o primeiro enriquecimento com
diferentes concentragdes de Zn, Cr, Cd e Cu e, em seguida, foi analisado o consumo de
lactato, reducdo de sulfato, producdo de sulfetos e precipitacio de metais em cada
condicao.

Os experimentos foram realizados em triplicatas com um controle negativo (CN)
e um positivo (CP) para cada cepa. Também foram realizados experimentos de
fermentagdo, também em frascos de soro de 120 mL com 50 mL, para garantir que as
cepas pudessem crescer em metal de alta concentracdo, evitando a producdo de sulfeto
que acaba precipitando os metais. Para isso, a cepa foi inoculada no mesmo meio basal
com a maior concentracdo de metal que as cepas foram capazes de crescer usando o
processo de redugdo de sulfato, porém ndo foi adicionada nenhuma fonte de sulfato e, ao
invés de lactato como doador de elétrons e fonte de carbono, foi utilizado piruvato em
uma concentracao final de 20mM. O consumo de piruvato foi analisado, bem como a
concentracdo de metal no inicio e no final do experimento.

O sulfato foi medido como ja explicado na se¢do 5.4.2., utilizando cromatdgrafo
de ions Dionex ICS-1000. Lactato e piruvato foram quantificados usando um
cromatégrafo liquido de alto desempenho (HPLC) LKB com uma coluna Varian
Metacarb 67H 300 mm e eluente 0,01 N H>SO4 a uma taxa de fluxo de 0,8 mL min™. As
concentracdes de sulfeto nos enriquecimentos foram determinadas pelo método

fotométrico de azul de metileno, conforme descrito por Cline (1969). E por fim, as
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concentracdes de metais soldveis foram determinadas com testes de células

Spectroquant® (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

5.5. RESULTADOS

5.5.1. Enriquecimento da comunidade de BRS em elevadas concentracoes de
metais

Foi observado, apds 28 dias de experimento, que o sulfato foi consumido
completamente onde ndo havia sido adicionado os metais testados. Em contrapartida,
todos os ensaios, quanto maior foi a concentracdo de metais, menor foi a atividade da
comunidade microbiana sulfetogénica, como pode ser observado pela diminuicdo na
reducdo de sulfato (Figura 50).

Para os enriquecimentos com cromo, foram removidas até 1500 mg/L de sulfato,
representando uma porcentagem de remocao de 50% na concentracao inicial mais baixa
(0,4 mM), para os outros ensaios (4, 8 e 12 mM) foram removidos em médias 1100 mg/L
de sulfato (40% da concentracdo inicial). J4 para os enriquecimentos de Cd, foi observada
uma diminui¢do gradativa na remog¢do de sulfato de acordo com o aumento da
concentracdo de Cd, removendo até 2470 mg/L de sulfato (80% de remocdo) na
concentra¢do de 0,2 mM, esse valor caiu para 750 mg/L de sulfato na maior concentracdao
de 0,7mM. Cobre aparentemente foi o metal mais téxico a comunidade microbiana
testada, pois a remocao de sulfato ficou em torno de 620 mg/L dos 3000 mg/L iniciais
para todas as concentracdes testadas (0,3; 1,3; 3,0 e 5,0 mM). J4 para os enriquecimentos
com Zn, foi possivel obter a remog¢do de 2498 mg/L de sulfato na concentragao inicial de
0,3 mM e de 635 mg/L na maior concentracio testada (10 mM).

Dessa maneira, aliquotas provenientes dos enriquecimentos com concentragdo
inicial de 12 mM de Cr, 0,3 mM de Cd, 5,0 mM de Cu e 3,0 mM de Zn forma utilizados

para os ensaios de isolamento de BRS resistentes a metais.
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Figura 50 — Porcentagem de remocéo de sulfato nos enriquecimentos com diferentes concentragdes iniciais
de Cr (a), Cd (b), Cu (c) e Zn (d). CP indica o controle positivo (meio somente com indculo e sem adigdo

de metais) e CN o controle negativo (meio sem in6culo com adi¢do de metais).

5.5.2.Filogenia e Identificacdo dos Isolados

Os enriquecimentos com as maiores concentragdes de metal que apresentaram
atividade redutora de sulfato foram escolhidos como indculo para o processo de

isolamento. Apds esse processo, foram isoladas 7 cepas de bactérias redutoras de sulfato

(figura 51).
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Figura 51 — Arvore filogenética baseada na andlise da sequéncia 16S rDNA, mostrando a localizago
filogenética das cepas isoladas no presente estudo. A arvore foi construida pelo método estatistico

“Neighbor-joining”, e Methanolobus bombayensis foi usado como grupo externo.



132

A porcentagem de similaridade entre os isolados e as espécies de maior grau de
parentesco podem ser visualizadas na tabela 12. A andlise do DNA mostrou que todas as
7 cepas isoladas sdo bactérias do género Desulfovibrio e com porcentagem de
similaridade de 99% entre elas, indicando que todas as cepas sdo representantes da mesma
espécie. Entretanto, essas cepas representam espécie provavelmente nova pois
apresentaram entre 96 e 97% de similaridade, e de acordo com Yarza et al. (2014)

porcentagens inferiores a 98% sdo indicativas de nova espécie.

Tabela 12 — Porcentagem de similaridade através do método de distancia Neighbor-Joining.

Stl St2 St3 St4 St5 St6 St7 DsDesu DsDech

Stl - 0.9916 | 0.9815 | 0.9863 | 0.9901 | 0.9923 | 0.9804 | 0.9760 | 0.9489
St2 0.9916 | - 0.9875 | 0.9854 | 0.9886 | 0.9878 | 0.9791 | 0.9743 | 0.9468
St3 0.9863 | 0.9854 | - 0.9812 | 0.9917 | 0.9939 | 0.9748 | 0.9640 | 0.9410
St4 0.9863 | 0.9854 | 0.9812 | - 0.9894 | 0.9947 | 0.9770 | 0.9667 | 0.9416
) 0.9901 | 0.9886 | 0.9917 | 0.9894 | - 0.9931 | 0.9749 | 0.9750 | 0.9528
St6 0.9923 | 0.9878 | 0.9939 | 0.9947 | 0.9931 | - 0.9762 | 0.9771 | 0.9550
St7 0.9804 | 0.9791 | 0.9748 | 0.9770 | 0.9749 | 0.9762 | - 0.9679 | 0.9423
DsDesu | 0.9760 | 0.9743 | 0.9640 | 0.9667 | 0.9750 | 0.9771 | 0.9679 | - 0.9622
DsDech | 0.9489 | 0.9468 | 0.9410 | 0.9416 | 0.9528 | 0.9555 | 0.9426 | 0.9622 | -

* St representam as cepas isoladas; DsDesu (Desulfovibrio desulfuricans) e DsDech (Desulfovibrio
dechloroacetivorans).

A sequéncia do genoma foi usada para confirmar a presenca de uma nova espécie
de Desulfovibrio. A identidade média dos nucleotideos (ANI) e os valores de DDH
(hibridizacdo DNA-DNA) in silico obtidos da comparacdo pareada das sequéncias
gendmicas disponiveis dos membros do género Desulfovibrio sao mostrados na Tabela
13. Para serem indicadas novas espécies existe a recomendacdo da presenca de valores
de DDH inferiores a 70% e valores de ANI inferiores a 95% (GORIS et al., 2007),

confirmando, entdo, Desulfovibrio sp FE33 como uma nova espécie.

Tabela 13 — Comparacdo da sequéncia completa do genoma da cepa Desulfovibrio sp FE33 com a espécie
filogeneticamente mais proxima (Desulfovibrio desulfuricans).

D. desulfuricans
DDH 1]12.7
2(20.0
31131
ANI 4 | 83.76
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A pureza das culturas foi checada utilizando a técnica de ARDRA. Os resultados
presentes na figura 52, mostram os padrdes de DN A encontrados apds o corte com enzima
de restri¢do, todos eles, depois de sequenciados indicaram a presenca apenas do género

Desulfovibrio isolado no presente estudo.

Figura 52- Padrdes dos clones apds corrido de eletroforese em gel de agarose (1,5%), cada banda representa
um fragmento de DNA apds serem cortados pelas enzimas de restrigdo ECOR I e KPNL (1A, 1H, 2B, 4F,
4H, 7H, 8C, 9D, 9A, 9E, 4H e 6F foram os clones que apresentaram padrdes diferentes e foram

sequenciados para certificagdo que o DNA presente era da cepa isolada).

5.5.3. Analise de resisténcia aos metais.

As cepas isoladas foram inoculadas em diferentes concentracdes iniciais de Zn,
Cr, Cu e Cd. E suas atividades foram monitoradas para saber quais concentracdes
maximas essas cepas seriam capazes de resistir.

Para o ensaio com Zn, as concentrac¢des iniciais variaram de 0,1 mM até 10 mM.
Até a concentraciao de 4,0 mM foi observado consumo total de lactato (24,5 mM), com

remocao de 12,4 mM de sulfato e producio de 26,9 mM de acetato (Tabela 14).
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Tabela 14 — Remocao de lactato, reducdo de sulfato, producdo de acetato e precipitagdo de metal nos

enriquecimentos com diferentes concentragdes iniciais de zinco.

Lactato Sulfato (mM) | Acetato Concentracao

(mM) (mM) de Zn (mM)
Enriquecimento | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
1 (Controle 22,1 0,0 18,9 8,6 0,0 20,1 | 0,0 0,0
Positivo)
2 19,0 0,0 22,1 9,8 0,0 17,4 10,19 0,0
3 20,9 0,0 18,8 9,4 0,0 18,0 | 0,35 0,0
4 14,4 0,0 22,0 12,2 10,0 12,6 | 0,8 0,0
5 21,2 0,0 19,9 9,3 0,0 182 | 1,2 0,0
6 32,6 0,0 21,3 4,0 0,0 27,0 |20 0,0
7 24,5 0,0 20,9 8,5 0,0 26,9 | 39 0,0
8 27,3 27,2 204 20,0 0,0 0,0 7,9 7,5
9 22,9 23,1 229 23,7 10,0 0,0 10,2 8,1
10 (Controle 22,0 22,0 | 18,5 18,5 0,0 0,0 7,9 7,9
Negativo)

Durante os ensaios, pode-se perceber visualmente o processo de reducdo de

sulfato devido a reagdo do ferro presente no meio com o sulfeto produzido, a formagdo

de sulfeto de ferro forma um precipitado preto que € possivel ser visualizado nos frascos

onde houve crescimento de BRS (Figura 53).

Figura 53 — Ensaio de resisténcia a diferentes concentragdes iniciais de zinco (0,1; 0,4; 0,8; 1,2; 2,0; 4,0;

8,0; 10,0). E possivel visualizar o precipitado preto devido a producdo de sulfeto pela Desulfovibrio sp

Fe33, e formagdo de sulfeto de ferro que forma o precipitado escuro.

Para os ensaios com Cr, foram escolhidas concentracdes que variaram de 0,1 até

12 mM. Foi observada atividade de reducdo de sulfato e precipitacio de 100% da

concentracdo inicial de metal até a concentracido de 6,0 mM de Cr (Tabela 15).
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Tabela 15 — Remocao de lactato, reducado de sulfato, producdo de acetato e precipitagdo de metal nos
enriquecimentos com diferentes concentragdes iniciais de cromo.

Lactato Sulfato (mM) | Acetato Concentracao
(mM) (mM) de Cr (mM)

Enriquecimento | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
1 (Controle 22,1 0,0 18,7 9,1 0,0 20,1 | 0,0 0,0
Positivo)
2 10,7 0,0 15,2 9,7 0,0 18,2 | 0,1 0,0
3 13,4 0,0 13,1 9,5 0,0 15,5 103 0,0
4 17,6 0,0 14,0 9,2 0,0 16,8 | 0,5 0,0
5 14,6 0,0 15,9 10,0 | 0,0 17,8 | 0,8 0,0
6 27,8 0,0 15,9 94 0,0 19,0 | 1,5 0,0
7 21,2 0,0 18,9 5,1 0,0 229 13,0 0,0
8 27,7 25,0 | 194 184 |00 1,11 | 6,0 5,8
9 19,0 15,2 | 18,1 17,0 10,0 2.4 12,0 10,1
10 (Controle 21,0 21,5 | 17,3 17,5 0,0 0,0 10,0 9,5
Negativo)

O precipitado preto formado devido ao crescimento da cepa Fe33 nas

concentracdes de Cr de 0,1 a 3,0 mM pode ser visualizado na figura 54.

Figura 54 - Ensaio de resisténcia a diferentes concentragdes iniciais de cromo (0,1; 0,5; 1,5; 3,0 mM). E
possivel visualizar o precipitado preto devido a producao de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e

formacao de sulfeto de ferro que forma o precipitado escuro.

J& para os ensaios com Cu, foram escolhidas concentracdes iniciais que variaram
de 0,1 até 6,5 mM. O enriquecimento com a concentra¢do inicial de Cu de 0,9 mM foi a
maior concentracao em que foi visualizada consumo total de lactato, redu¢do de sulfato

e precipitacdo de metais (tabela 16).
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Tabela 16 — Remocao de lactato, reducdo de sulfato, producéo de acetato e precipitagdo de metal nos

enriquecimentos com diferentes concentragdes iniciais de cobre.

Lactato Sulfato (mM) | Acetato (mM) | Concentracao

(mM) de Cu (mM)
Enriquecimento | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
1 (Controle 22,1 0,0 18,7 9,1 0,0 20,1 0,0 0,0
Positivo)
2 21,2 0,0 10,1 9,9 0,0 18,1 0,1 0,0
3 18,4 0,0 21,1 10,5 0,0 16,6 |03 0,0
4 20,1 0,0 19,3 9,9 0,0 18,6 | 0,6 0,0
5 21,5 0,0 19,0 9,1 0,0 18,6 |09 0,0
6 33,9 32,1 | 19,2 17,3 10,0 0,0 1,5 0,5
7 30,7 294 | 18,0 17,2 10,0 0,0 2,5 1,5
8 22,7 224 | 18,1 16,8 | 0,0 0,0 4,5 4,0
9 24.9 252 17,5 17,0 10,0 0,0 7,5 6,5
10 (Controle 23,0 228 174 17,5 10,0 0,0 9,0 9,0
Negativo)

Nos enriquecimentos em que houve o crescimento da cepa pode ser observado o

precipitado preto formado devido a formacgao de sulfeto (Figura 55).

Figura 55 - Ensaio de resisténcia a diferentes concentragdes iniciais de cobre. E possivel visualizar o

precipitado preto devido a produgdo de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e formagado de sulfeto de ferro

que forma o precipitado escuro.

Por fim, nos ensaios com Cd, as cepas isoladas foram capazes de crescer e reduzir

sulfato nas contragdes de 0,1; 0,3; 0,5 e 0,6 mM (Tabela 17).
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Tabela 17 — Remocao de lactato, reducdo de sulfato, producdo de acetato e precipitagdo de metal nos
enriquecimentos com diferentes concentragdes iniciais de cddmio.

Lactato Sulfato (mM) | Acetato (mM) | Concentracao

(mM) de Cd (mM)
Enriquecimento | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
1 (Controle 22,1 100 18,7 | 9.1 0,0 20,1 10,0 0,0
Positivo)
2 18,7 10,0 21,2 10,6 |00 16,8 |0, 0,0
3 21,5 10,0 198 194 0,0 193 103 0,0
4 19,6 | 0,0 20,8 10,6 | 0,0 17,8 10,5 0,0
5 200 0,0 18,7 10,3 10,0 17,6 |1 0,6 0,0
6 30,6 | 252 | 189 18,3 10,0 0,0 0,7 0,5
7 26,7 17,0 [21,0 |19,2 0,0 0,0 0,8 0,6
8 20,1 19,2 | 18,6 117,6 | 0,0 0,0 0,9 0,7
9 223 | 21,8 | 19,7 17,6 | 0,0 0,0 1,1 0,8
10 (Controle 23,0 228 174 17,5 |00 0,0 0,8 0,9
Negativo)

O precipitado preto formado devido ao crescimento da cepa Fe33 nas

concentracdes de Cd pode ser visualizado na figura 56.

Figura 56 - Ensaio de resisténcia 2 diferentes concentracdes iniciais de cadmio. E possivel visualizar o
precipitado preto devido a producdo de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e formagao de sulfeto de ferro

que forma o precipitado escuro.

Os ensaios de fermentacdo foram realizados com as maiores concentracdes onde
foi observada a atividade de reducdo de sulfato e consequente precipitacdo dos metais.
Dessa maneira, de acordo com a figura 57, foi possivel observar que as bactérias, na
auséncia de sulfato, utilizam o piruvato como doador de elétrons e fonte de carbono, e os
metais continuam dissolvidos no meio do comecgo ao fim do experimento. Indicando que
as cepas, mesmos expostas a toxicidade dos metais dissolvidos durante o periodo de 28
dias de ensaio, continuam com o metabolismo fermentativo, confirmando a resisténcia

aos metais.
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Figura 57 — Concentragdo de piruvato, sulfato e dos metais (Zn, Cr, Cd e Cu) durante os ensaios de 28 dias

de fermentag@o.

As concentragdes de metais em que foi encontra atividade da cepa isolada foram
comparados com estudos semelhantes presentes na literatura (Tabela 18). Pode-se
visualizar que as concentracdes toxicas encontradas para outras bactérias redutoras de
sulfato sdo bem inferiores a maior concentragdo de Zn e Cr em que a Desulfovibrio sp
Fe33 apresentou atividade metabdlica. J4 para Cu e Cd foram poucos estudos que
apresentaram concentracdes toxicas um pouco acima da concentracdo onde foi

encontrada atividade da cepa isolada no presente estudo.

Tabela 18 — Concentracdes toxicas de metais (mM) que inibem o crescimento de BRS, encontrados na
literatura.

Metal Concentracde Culturas de BRS Referéncia
s toxicas
(mM)
Cu (I1) >0.16 Desulfomicrobium sp. Azabou et al.,
2007
0.15 Desulfovibrio Cabreraetal.,
vulgaris e Desulfovibrio sp. 2006
0.03 Desulfovibrio desulfuricans G20 Sani et al., 2001
0.2 Culturas mistas Utgikar et al.,
2003
0.06-0.32 Culturas mistas Hao et al., 1994
1.3 Desulfovibrio desulfuricans e Martins et al.,
Desulfobulbus rhabdoformis 2009

(Consércio)
0.16 Culturas mistas Binish et al., 2015
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Metal Concentracde Culturas de BRS Referéncia
s toxicas
(mM)
Cu (1) 0.03 Culturas mistas Sinbuathong et
al., 2013
0.8 Culturas mistas Sheng et al., 2011
>0.5 Desulforella strain TR1 Florentino et al.,
2015
0.6 Desulfovibrio sp FE33 Presente estudo
Zn () >0.5 Desulfomicrobium sp. Azabou et al.,
2007
0.13 Desulfovibrio vulgaris Cabrera et al.,
2006
0.13 Culturas mistas Utgikar et al.,
2003
0.09 Desulfovibrio desulfuricans Poulson et al.,
1997
0.16-0.26 Culturas mistas Hao et al., 1994
1.0 Desulfovibrio desulfuricans e Martins et al.,
Desulfobulbus rhabdoformis 2009
(Consércio)
0.8 Culturas mistas Guo et al., 2017
0.2 Culturas mistas Sinbuathong et
al., 2013
0.09 Desulforella strain TR1 Florentino et al.,
2015
4.0 Desulfovibrio sp FE33 Presente estudo
Cr(Vl) 1.0 Culturas mistas Guo et al., 2017
0.6 Culturas mistas Sheng et al., 2011
3.0 Desulfovibrio sp FE33 Presente estudo
Ccd() 0.12 Culturas mistas Binish et al., 2015
0.2 Culturas mistas Sinbuathong et
al., 2013
0.5 Desulfosarcina sp. Bharathi et al.,
1990
0.4 Desulfovibrio sp FE33 Presente estudo
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5.5.4. Analise do genoma e dos genes de resisténcia encontrados

O genoma encontrado apresenta 24 contigues com tamanho total de 3456749 pb.

CheckM identificou o genoma como estando 100% sequenciado e com 0% de

contaminagdo. O conteido CG encontrado foi de 60.91%.

A anotacido gendmica, realizada através do servidor RAST, identificou 25 genes

envolvidos com a resisténcia a antibidticos e componentes toxicos, destes, 19 sdo genes

envolvidos na resisténcia metais (figura 58).

Categorias de subsistemas:

m Cofatores, vitaminas, grupos prostéticos

W Viruléncia e defesa

M Fotossintese

M Transporte de membrana

B Metabolismo de RNA

W Metabolismo de proteinas
Motilidade e quimiotaxia
Metabolismo secundario

m Acidos graxos, lipideos e isoprendides
Dorméncia e esporulacdo
Resposta ao estresse

B Amino dcidos e derivados
Metabolismo de fosforo

Viruléncia e defesa: Homeostase
— ff' dﬂ CLI

Hidrdlise da bile
Resisténciaao
cobalto-zinco-

Invacdo e s
cadmio

resisténcia
intracelular

Resisténcia ao
Zn

Beta-lactamase

isténci ancia [ Resisténcia
fosfomicina ELY

Capsula e parede celular
B Metabolismo de potassio
W Fagos, profagos, elementros transponiveis e plasmideo
Metabolismo e aquisicdo de ferro
B Nucleotideos e nucleosideos
B Divisdo e ciclo celular
Regulacdo e sinalizacdo celular
B Metabolismo de DNA
m Metabolismo de nitrogénio
Respiracdo
m Metabolismo de compostos aromaticos
B Metabolismo de enxofre
Carboidratos

Resisténciaa

Figura 58 — Gréfico realizado com os dados da anotacdo gendmica mostrando as porcentagens das
principais categorias de genes encontrados no genoma da Desulfovibrio sp Fe33. No detalhe estdo as
porcentagens de grupos genes encontrados dentro da categoria dos subsistemas envolvidos na Defesa e

Viruléncia da célula.

Os genes encontrados na cepa isolada (Desulfovibrio sp Fe33) foram comparados
com outras espécies de BRS que tiverem seu genoma sequenciado (Tabela 19). E possivel
observar que a Desulfovibrio sp Fe33 apresentou maior quantidade de genes envolvidos

na resisténcia a metais.
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Tabela 19 — Genes envolvidos na resisténcia a metais da cepa Desulfovibrio sp Fe33 e a comparagio da
presenca desses genes em outras bactérias redutoras de sulfato.

Sistema

Resisténcia ao
arsénio

Resisténcia ao
arsénio

Resisténcia ao
Cobalto-zinco-
cadmio

Homeostase do
cobre

Homeostase do
cobre

Tolerancia ao
Cobre

Tolerancia ao
Cobre

Tolerancia ao
Cobre

Resisténcia ao
zinco

Resisténcia ao
zinco

Resisténcia ao
zinco

Arsenic
resistance

Resisténcia a
Cobalto-zinco-
cadmio

Homeostase de
cobre

Objetivo

Arsenato reductase
(EC 1.20.4.1)

Proteina de resisténcia
ao arsénio - ACR3

Resisténcia ao
Cobalto-zinco-cadmio

ATPase do tipo P de
translocagdo de cobre
(EC3.6.3.4)

Subunidade do
citocromo ¢ heme-
liase CcmF

Proteina de
homeostase de Cobre
CutE

Proteina de efluxo de
magnésio e cobalto
CorC

Proteina
periplasmatica cétion
divalente tolerante a

cobre CutA

Regulador de resposta
do sistema de dois
componentes
dependente de zinco
sigma-54

Sistema de dois-
componentes da
proteina sensora de
zinco sigma-54

Proteina associada a
resisténcia a Zinco
Operon repressor de
resisténcia arsénica

Sistema de efluxo
Co/Zn/Cd

Cobre chaperone



http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
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Sistema Objetivo Desulfovi Desulfovi Desulfo Desulfov  Desulfotomac Desulfococ
brio sp brio vibrio ibrio ulum cus
Fe33 desulfuri vulgari magnetic  acetoxidans oleovorans
cans G20 s us DSM 771 Hxd3
Homeostase de Transportador de
cobre resisténcia multidroga
da familia Ber/Cfl1A

Resisténcia Proteina de resisténcia

relacionada ao
cobre

Merctrio
reductase

ao cromato ChrB

Jon redutase de
Mercirio (EC

1.16.1.1)

Proteina associada de
resisténcia ao Zinco

Resisténcia ao
zinco

Proteina acessoria
para Sistema de efluxo
de Cadmio

Resisténcia ao
cadmio

Resisténcia ao ~ ATPase transportadora

cadmio de Cadmio (EC
3.6.3.3)
Resisténcia a Regulador
Cobalto-zinco- Transcripcional,
cddmio familia MerR

5.6. DISCUSSAO

Diversos estudos demonstram como a toxicidade dos metais afeta a atividade de
BRS, diminuindo assim sua capacidade de remediacido. O presente estudo demonstrou
um forte efeito de todos os metais testados na atividade metabdlica das BRS, demonstrado
através da diminuicao na reducdo de sulfato (Figura 47). Um estudo de Guo et al. (2017)
teve como objetivo desenvolver um efluente sintético com altas concentragdes de Cré*,
Zn”>* e Mn?* e ele observou que havia uma diminuic¢do ne eficiéncia de remog@o de sulfato
com o aumento da concentracdes de metais. Demonstrando assim que metais afetam a
capacidade de biorremediacdo desses microrganismos.

Por isso, a busca por BRS resistentes, que apresentam capacidade de desenvolver
alta taxa metabdlica mesmo na presenga de altas concentracdes de metais se torna de
extrema importéncia.

A cepa isolada pertence ao género Desulfovibrio. Desulfovibrio sp é um genero
de BRS muito estudado. Existem trabalhos demonstrando sua aplicacdo em diversos

tratamentos de efluentes contaminados (SAHINKAYA et al., 2015; KOUSI et al., 2015;


http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=485916.4
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Organism&organism=96561.3
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HUSSAIN et al., 2016). Sahinkaya et al. (2015) relataram remocdo de sulfato em
amostras de drenagem 4acida de minas contendo As, Cu, Fe, Ni e Zn em um reator (up-
flow sludge blanket reactor) em condi¢do anaerdbia. O biorreator foi operado por 500
dias com etanol como fonte de carbono e doador de elétron. A eficiéncia na remocao de
sulfato foi de 99% com uma remocdo de metais de 98-100% para As e 99% para Cu, Fe,
Ni e Zn. As espécies redutoras de sulfato identificadas na coluna do reator foram
Desulfovibrio desulfuricans e Desulfomicrobium baculatum.

Entretanto, diversos trabalhos mostram que sua atividade fica restrita a certas
faixas de concentracdo inicial de metais (SANI et al., 2001; CABRERA et al., 2006;
BINISH et al., 2015), como pode ser visualizado nas tabelas de 13 a 16. A cepa isolada
no presente estudo foi capaz de crescer em faixas com concentragdes significativas de
metais, demonstrando um alto potencial para usos futuros.

O longo tempo de exposicdo a metais pode favorecer o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia eficientes. Outros estudos confirmam que em dreas onde
existem maior tempo de exposi¢cdo sdo encontradas microrganismos mais resistentes
(YAOQO et al., 2017). Um estudo de Chen et al. (2018) demonstrou em dreas que foram
expostas por longo tempo a contaminagao por diversos metais (Hg, Pb, Cu, As, Zn, Cd e
Cr), apresentavam uma quantidade significativamente maior de genes de resisténcia
envolvidos no efluxo de Cu?*, Zn?*, Cd** e na reducio de merctirio.

O sequenciamento do genoma € capaz de revelar a presenca de genes envolvidos
em diversos mecanimos de resisténcia. Zinco foi o metal em que a cepa isolada apresentou
maior resisténcia, e seu genoma revelou varios genes envolvidos nessa resisténcia, por
exemplo, o gene de proteinas associadas a resisténcia ao zinco (ZraP). Essa proteinas sdo
metalo-chaperonas de ligacdo a Zn?* produzidas apenas quando as células estio na
presenca de altas concentragdes de Zn?>* ou Pb** (NOLL er al., 1998;
LEONHARTSBERGER et al., 2001). O ZraP € uma proteina associada a membrana que
sofre uma clivagem induzida por Zn?* para liberar 12 kDa de liga¢do carboxi terminal ao
Zn** na regido do periplasma (NOLL et al., 1998). O papel real dessas metalo-chaperonas
ainda ndo é muito compreendido, sua fun¢do pode ser seqiiestrar metais toxicos para
proteger proteinas peripldsmicas e transmembranares ou eles podem cooperar com outras
proteinas de resisténcia a metais transferindo fons metdlicos para desintoxicacdo
(HYNNINEN, 2010).

Céadmio apresentou-se como um metal mais téxico a cepa isolada. Tem sido

reportado que Cd>* se liga a grupos tiol (NIES, 2003), induz estresse oxidativo
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(BANJERDKIIJ et al., 2005) e também inibe o processo de reparacdo de DNA, resultando
em elevado grau de mutacdo (JIN et al., 2003). O principal determinante par as células
bacterianas serem resistentes ao estresse causado pelo Cd** sido os sistemas de efluxo
(BRAZ & MARQUES, 2005). Bactérias gram-negativas (como Desulfovibrio) exibem
pelo menos 3 familias de proteinas transportadoras de membrana que estdo envolvidos na
expulsido de metais para fora da célula: ATPases tipo P, facilitador de difusdo de cétion
e a familia Resisténcia-Nodula¢do-Divisdo celular (RND) (BRAZ & MARQUES, 2005;
JIN et al., 2003; BANJERDKIJ et al., 2005). Foram observados na cepa Desulfovibrio sp
Fe33 genes pertencentes a essas familias.

A cepa isolada apresentou elevada resisténcia a Cobre também. A cepa isolada
obteve crescimento em uma concentragao inicial de Cu de 0,6 mM enquanto que a média
de concentracdo téxica de Cu encontra para outras BRS foi de 0,36 mM (Tabela 18). O
Cu € um micronutriente requerido como co-fator de vdrias proteinas. Essa molécula
participa de reacOes redox como transporte de elétrons, respiracdo oxidativa,
denitrificacdo, entre outras (ARGUELLO et al., 2013). Dessa maneira, as células
precisam suprir essas proteinas com esses ifons de Cu, por exemplo através da
compartimentalizacio através de transportes pela membrana (ARGUELLO et al., 2012).
Mas, da mesma forma, a célula precisa manter a homeostase do Cu através da quelacio
de moléculas com alta afinidade com o Cu, que se ligam a ele, evitando que o Cu
ultrapasse niveis seguros a célula. Esse mecanismo € de extrema importancia uma vez
que o Cu pode participar de reacdes deletérias, como a producido de radicais oxigénio
altamente reativos e interferéncia em grupos de proteinas Fe-S (MACOMBER &
IMLAY, 2009; DUPONT et al., 2011). Os genes responsdveis por esses mecanismos
foram encontramos no genoma da cepa isolada (tabela 18).

O cromo pode existir em dois diferentes ions: Cr (VI) ou Cr (IIT). Cr (VI), na sua
maioria em pH neutros ou alcalinos na forma de CrO4%>", sdo carcinogénicos e
mutagénicos aos microrganismos (GANGULI & TRIPATHI, 1999). J4 o Cr (III), na sua
maioria aparece na forma de Cr(OH)s, em pH neutros sdo 100 vezes menos téxicos e 1000
vezes menos mutagénicos que sua forma hexavalente, devido principalmente a sua
solubilidade. Portanto, muitos microrganismos para tolerar a toxicidade do Cr sdo capazes
de reduzir Cr (VI) a Cr (IIT) (KIM et al., 2001).

Em condig¢des anaerdbias, vérias espécies de Desulfovibrio sdo capazes de realizar
esse processo de transformagio do Cr devido a similaridade da estrutura do CrO4*~ ao

SO4*" (ambos tém 4 oxigénios em arranjo tetraédrico e duas cargas negativas). Dessa
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maneira, essas BRS reduzem Cr (VI) a Cr (III) diretamente através de seus citocromos
(BARRERA-DIAZ et al., 2012).

As cromo-redutases sdo as enzimas capazes de catalisar esse processo e podem
ser codificadas pelos genes: ChrR, YieF, NemA e LpDH, geralmente presentes em
bactérias resistentes a Cr (BALDIRIS et al., 2018). Na cepa identificada foi encontrado
o gene LpDH que pode ser o responsavel por essa resisténcia.

A presenca desses genes e dessa capacidade de redu¢do em BRS sdo de grande
importancia do ponto de vista biotecnolégico. Muitas atividades, como galvanoplastia,
curtumes e mineracdo, acabam gerando efluentes ricos em sulfato e cromo. Dessa
maneira, BRS resistentes ao Cr seriam capazes de diminuir o teor dessas duas substancias
do efluente, realizando assim seu tratamento (QIAN et al., 2016).

Ainda vale ressaltar a importancia do isolamento de uma nova espécie proveniente
de amostras ambientais brasileiras. No Brasil existem poucos grupos de pesquisa que tem
como o objetivo o isolamento de BRS, em grande parte devido a essa dificuldade de
trabalhar com microrganismos com crescimento fastidioso e que ndo crescem na presenca
de oxigénio. Dessa maneira, sdo poucos trabalhos que apresentam sucesso no isolamento
de representantes desse grupo. Warthmann et al. (2005) isolou uma nova espécie,
Desulfovibrio brasiliensis, de sedimentos da Lagoa Vermelha, uma lagoa hipersalina no
estado do Rio de Janeiro. Rampinelli er al. (2007) também desenvolveu um trabalho
realizando o isolamento e caracterizacdo de bactérias redutoras de sulfato, e conseguir
isolar a espécie Desulfovibrio fructosovorans. Além desses, ndo foi encontrado nenhum
outro trabalho publicado com isolamento e identificacdo de BRS isoladas de amostras
brasileiras.

O Brasil € um pais mega diverso com um potencial muito grande para serem
encontrados microrganismos com caracteristicas importantes para diversas aplicacdes
biotecnolégicas (MMA, 2017). E preciso aumentar esforcos para isolar novas espécies
para assim, além de conhecer a microbiota presente em diversas amostras ambientais no
Brasil, também ter acesso a novas moléculas, novas rotas metabdlicas ou novas
caracteristicas genéticas que possam ajudar a solucionar problemas nos mais diversos
campos. O presente trabalho consegue trazer uma nova espécie de BRS, o que indica o

potencial no Brasil como fonte de novas espécies.
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577. CONCLUSAO

Foi isolada a cepa Desulfovibrio sp Fe33, uma nova espécie do género
Desulfovibrio altamente resistente aos metais testados. Especialmente em rela¢do ao Zn
a cepa foi capaz de resistir a concentragdes bem mais altas comparativamente a outras
espécies de bactérias redutoras de sulfato. O mesmo aconteceu para cromo, cadmio e
cobre. A andlise do genoma demonstrou alguns genes envolvidos nessa resisténcia. A
resisténcia ao Zn se deve principalmente a classes de genes de proteinas associadas a
resisténcia ao zinco (ZraP). Para Cd 3 classes de genes estdo envolvidas na sobrevivéncia
dessa cepa na presenca desse metal: ATPases tipo P, facilitador de difusdo de cation e a
familia Resisténcia-Nodula¢ido-Divisdo celular (RND). J4 em relagdo a resisténcia ao Cu,
o principal grupo de genes envolvidos nessa resisténcia sao aqueles que promovem a
homeostase do cobre, uma vez que esse metal € essencial a célula mas seus niveis
precisam ser controlados pois podem ser téxicos a célula quando em maiores
concentracdes. A presenca desse alto nivel de resisténcia e o conhecimento dos seus
mecanismos em bactérias redutoras de sulfato é de extrema importancia para o uso
biotecnolégico dessas cepas principalmente no tratamento de efluente. BRS resistentes a
metais sdo capazes de fazer a precipitacdo de metais, facilitando sua remogdo, em
efluentes que apresentam alta concentrac¢@o inicial de metais. Essa caracteristica pode
aumentar a eficiéncia no tratamento de efluentes contaminados com metais. Ainda vale
ressaltar que o Brasil, por sua caracteristicas ambientais, apresenta uma grande
diversidade de microrganismo ainda ndo estudados. Dessa maneira, esforcos para
isolamento de novas e espécies e contribui¢cdes para o conhecimento da microbiota nos

mais diversos ambientes se torna cada vez mais importante.
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CAPITULO 6

CARACTERIZACAO DA Desulfovibrio sp Fe33— UMA BACTERIA REDUTORA
DE SULFATO RESISTENTE A METAIS

6.1. RESUMO

As bactérias redutoras de sulfato compreendem o maior grupo de bactérias
anaerobias. Elas t€ém uma aplicagdo biotecnoldgica importante devido sua capacidade de
redugdo de sulfato e precipitagdo de metais. E muito importante o conhecimento de
espécies desse género, especialmente no Brasil, onde existe uma grande diversidade ainda
pouco explorada. Dessa maneira, o objetivo desse capitulo foi caracterizar uma nova
espécie de Desulfovibrio representado pela cepa Desulfovibrio sp Fe33. A cepa isolada
apresenta rapido crescimento, em uma média de 3 dias. A temperatura 6tima para seu
crescimento estd entre 30-40°C. Assim como a maioria das bactérias redutoras de sulfato,
o pH neutro é o pH que otimiza seu crescimento. Por ter sido isolada em ambiente
marinho, a cepa Fe33 ndo cresce bem com 0% de NaCl, sendo assim, seu crescimento
6timo acontece com a porcentagem de 1,5% de sal. Além do sulfato, essa bactéria pode
utilizar outros aceptores de elétrons, como: sulfito, tiossulfato, arsenato, nitrato e
fumarato. Desulfovibrio sp Fe33 também pode utilizar diversos tipos de doadores de
elétrons como lactato, acetato, glicose, etanol, piruvato, glicerol, glucose e frutose.

Portanto a cepa isolada apresenta-se bem versatil e de ficil crescimento em laboratodrio,

sendo possivel seu uso em futuras aplicagdes biotecnoldgicas.
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6.2. ABSTRACT

Sulfate-reducing bacteria are a large group of anaerobic bacteria. They have an
important biotechnological application due to their sulfate reduction and metal
precipitation capabilities. The knowledge of species of this group is very important,
especially in Brazil, where there is a great diversity still little explored. Thus, the purpose
of this chapter was to characterize a new species of Desulfovibrio represented by the
Desulfovibrio sp Fe33 strain. The isolated strain presents rapid growth in an average of 3
days. The optimum temperature for its growth is between 30-40 ° C. Like most sulfate-
reducing bacteria, neutral pH is the pH that optimizes their growth. Because it has been
isolated in a marine environment, the Fe33 strain does not grow well with 0% NaCl, so
its optimum growth happens with 1.5% salt. In addition to sulfate, this strain may use
other electron acceptors such as sulfite, thiosulfate, arsenate, nitrate and fumarate.
Desulfovibrio sp Fe33 may also utilize various types of electron donors such as lactate,
acetate, glucose, ethanol, pyruvate, glycerol, glucose and fructose. Therefore, the isolated
strain is very versatile and easy to grow in the laboratory, being possible its use in future

biotechnological applications.
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6.3.INTRODUCAO

Desulfovibrio sp € uma Deltaproteobacteria que pertence a familia
Desulfovibrionaceae. Apresenta-se como um bacilo Gram-negativo anaerébio, ndo
fermentador, redutor de sulfato, caracterizado pela presenca de um pigmento, a
dessulfoviridina, que fluoresce vermelho em pH alcalino e azul esverdeado em pH 4cido.
E caracteristico por apresenar um forte odor de enxofre em meio caldo, devido a produgio
de sulfeto. Foi um dos primeiros géneros descritos e € o género mais estudado entre as
bactérias redutoras de sulfato (BRS) (MADIGAN & MARTINKO, 2005).

As BRS apresentam importancia numérica e funcional em muitos ecossistemas,
incluindo sedimentos marinhos, ambientes poluidos, tais como plantas de tratamento
anaerdbias, locais de extracdo de petréleo, campos de arroz e fontes hidrotermais
profundas (MUYZER & STAMS, 2008; OLLIVIER et al., 2007; RABUS et al., 2006).

As BRS estdo presentes em quase todos os ecossistemas do planeta. Nestes
ecossistemas, as BRS tem que lidar com condi¢des fisico-quimicas drésticas (por
exemplo, alta pressdo e temperatura, baixo pH). Dessa maneira, esse grupo apresenta um
metabolismo versatil que, por exemplo, contribui para a completa oxida¢do de matéria
organica em diversos ambientes, mesmo nos mais hostis (BARTON & FOUQUE, 2009).
Dessa maneira, seu metablismo pode ser explorado para tratamento de efluentes e outras
aplicacdes biotecnoldgicas ja discutidas anteriormente.

No Brasil, existem poucas espécies descritas e poucos grupos de pesquisas
trabalhando no isolamento de bactérias anaerdbias estritas, especialmente do grupo de
redutoras de sulfato. Esse fator se deve, principalmente, devido a dificuldade no
isolamento de bactérias anaerdbias que necessitam de tecnologias especificas para evitar
a entrada de oxigénio durante seu cultivo.

Grande parte dos estudos desse grupo de microrganismos no Brasil estd
relacionado a sua capacidade de bio corrosdo de canos industriais, principalmente na
industria de petréleo (SOUZA et al., 2017; ALMEIDA et al., 2006; HEGGENDORN et
al.,2018). Ou ainda estudos que caracterizam comunidades de BRS no ambiente através
de métodos independentes de cultivo (VARON-LOPEZ et al., 2013).

Em contrapartida, bactérias redutoras de sulfato, como ja foram descritas em
capitulos anteriores, tem uma fisiologia Unica e apresentam aplicagdes extremamente
relevantes para o tratamento de residuos contaminados por metais, sulfato ou que tenham

pH extremamente baixo. Isso tudo por serem capazes de reduzir sulfato, produzir sulfetos
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que se ligam aos metais e provocam sua precipitacdo e também por tornarem seu meio
mais alcalino devido a utilizacdo de fons H* nesse processo (BAI et al., 2013). Portanto
o isolamento e a caracterizacdo de cepas pertencentes a esse grupo sao muito importantes
para facilitar a utiliza¢do desses microrganismos em processos de biorremediacao.

No capitulo anterior foi discutido o isolamento de uma espécie de BRS que tem
um potencial para aplicacdes futuras em processos biotecnoldgicos. Dessa maneira, o
objetivo desse capitulo foi caracterizar a nova espécie Desulfovibrio sp Fe33, identificada
no capitulo 5. Conhecendo-se suas principais caracteristicas e exigéncias para
crescimento fica muito mais facil e eficiente os estudos para aplicacdes futuras dessa

cepa.

6.4. MATERIAL E METODOS

6.4.1. Caracterizacao morfolégica e bioquimica

A caracteriza¢do morfoldgica foi feita através da visualizacdo da cultura pura em
microscopio de luz em aumento de 1000x. Para a caracterizacdo bioquimica a cepa
identificada utilizou-se do kit de teste de bioquimica API® 20A (Biomérieux) de acordo
com as instruc¢des do fabricante. Foram feitas determina¢des morfoldgicas para identificar
o tipo de bactéria (gram positiva ou negativa) e formac¢ao de esporos, além dos testes de

catalase, urease e glucase.

6.4.2. Caracterizacao fisiologica

Para caracterizacdo da cepa Desulfovibrio sp Fe33, foi utilizado o mesmo meio de
cultura descrito na sec¢do 5.4.3 do capitulo 5 (STAMS et al., 1993). Para a determinagdo
da faixa de temperatura em que a cepa era capaz de crescer foram inoculadas 0,5 mL de
uma cultura estoque em tubos Hungate contendo 5 mL do meio de cultura. Os tubos foram
incubados, em triplicata, nas seguintes temperaturas: 15, 20, 25, 30, 35,40 e 45 °C.

Para determinacdo da faixa de pH, a cepa também foi inoculada em tubos
Hungante contendo o mesmo meio de cultura, mas com pH ajustado com HCI ou NaOH,
para obtenc¢do dos pHs: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 € 9,0.

Para determinacdo da faixa de salinidade ideal para o crescimento, a cepa foi

inoculada em tubos Hungate contendo SmL do mesmo meio de cultura, mas cada tubo foi
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adicionado NaCl para obtencao de porcentagens finais de salinidade de: 0, 1,5; 2,0; 2,5;
3,0; 3,5;4,0; 4,5; 5,0.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e o crescimento foi
monitorado através de medicdo de densidade dptica, com auxilio de densimetro celular
BIOCHROM WPA C08000®.

Para determinaciao dos doadores de elétrons utilizados pela cepa Desulfovibrio sp
Fe33, foram testados os seguintes compostos: H»/CO», acetato (10 mM), piruvato (20
mM), glicerol (10 mM), propionato (10 mM)), lactato (20 mM), fumarato (10 mM),
succinato (10 mM), malato (10mM), N-Butirato (10 mM), valerato (10 mM), citrato (10
mM), benzoato (10 mM), metanol (20 mM), etanol (20m M), N-Butanol (20 mM),
propanol (20 mM), isobutirato (20 mM), glucose (20 mM), frutose (20 mM), malotose
(20 mM) e xilose (20 mM). Para todos esses experimentos foi utilizado sulfato como
aceptor final de elétrons. O monitoramento do crescimento foi feito através da andlise da
concentracao do sulfato utilizando um Cromatégrafo de ions Dionex ICS-1000 equipado
com uma coluna IonPac AS22 e com carbonato 4,5 mM-1,4 mM bicarbonato a um caudal
de 1,2 mL min-1 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA). A andlise da utilizacao de cada
um dos compostos foi realizada através da determinag@o de cada um dos compostos por
um Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (“High-performance Liquid Chromatograph”-
HPLC) LKB com coluna Varian Metacarb 67H 300 mm e H2SO4 0,01 N com vazao de
0,8 mL min-1.

Para andlise de fermentacdo com diferentes substratos, foi feito meio de cultura
sem nenhuma fonte de sulfato. Foram testados os seguintes substratos: lactato, metanol,
piruvato, fumarato, etanol e cisteina. O monitoramento do crescimento e a confirmacio
da utilizacdo dos compostos foi feita através da andlise da utilizacdo de cada um dos
compostos, através da determinacdo de cada um dos compostos por HPLC.

Também foram testados diferentes aceptores finais de elétrons: sulfato, enxofre,
sulfito, tiossulfato, Fe (III), arsenato, nitrato, nitrito e fumarato. Para esses experimentos
foi utilizado lactato com fonte de carbono e doador de elétrons. A utilizacdo desses
compostos foi monitorada através da andlise das respectivas concentra¢des com utilizagdo

do cromatégrafo de ions (Dionex).
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6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O género Desulfovibrio tradicionalmente sdao representados por organismos com
formato arredondado, com motilidade, sem formacao de esporos, gram negativos e com
um tamanho médio de 0,7 um (DEVEREUX et al., 1990). Pertencem ao heterogéneo
grupo de bactérias redutoras de sulfato e ja foram descritas mais de 30 espécies
(GOLDSTEIN et al., 2003). As mesmas caracteristicas foram observadas na espécie
isolada, Desulfovibrio sp Fe33 consiste em uma bactéria de formato arredondado de
tamanho pequeno (Figura 59). E gram-negativa, catalase negativa, oxidase negativa e

urease negativa.

Figura 59 — Imagem da cultura de Desulfovibrio sp Fe33 sob microscépio de luz em aumento de 100x.

O crescimento celular para o grupo de BRS € relativamente lento (cerca de, no
minimo, uma semana sob condicdes ideais), visto que o metabolismo quimioautotréfico
¢ mais fastidioso do que o heterotréfico (KANTACHOTE & INNUWAT, 2004). Alguns
géneros podem levar meses para se desenvolver, como a Desulfurella amilsii
(FLORENTINO et al., 2019). A cepa Fe33 apresenta um crescimento rapido comparando
com outros representantes desse grupo, sendo capaz de crescer em 60 h e consumir todo
seu substrato em 90 h.

O género Desulfovibrio nao € capaz de fazer a conversdo completa de lactato a

COa», portanto o lactato consumido é convertido em acetato, na propor¢do de 1 para 1,
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como pode ser visualizado na figura 60. Nesse caso, o lactato € oxidado parcialmente a
acetato e CO» e os elétrons sdo transportados por enzimas até a membrana celular e entdao
para enzimas responsdveis pela reduciio do SO42 no citoplasma (SANCHEZ-ANDREA
etal.,2013). A equacdo geral pode ser observada a seguir (Equacéao 5).

2 lactato + SO4 2~ + 2H* — 2 acetato + 2CO2 + HS™ + H* + 2H,0 (Equacao 5)

Curva de Crescimento
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Figura 60 — Curva de crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33, com o consumo de sulfato e lactato e

producdo de sulfeto e acetato.

Em relacdo as suas capacidades metabdlicas essa nova espécie foi comparada com
as espécies mais proximas também pertencentes ao género Desulfovibrio (Tabela 20). E
possivel observar que essa BRS € capaz de crescer usando como doador de elétrons fontes
inorganicas como H»/CO», substratos organicos como lactato, acetato, piruvato, fumarato,
glicerol, propionato, succinato, malato, N-butirato, citrato e benzoato. Também ¢é capaz
de usar alguns dlcoois como etanol, metanol, N-butanol e propanol, além de agucares
como glucose, frutose, maltose e xilose.

Sua versatilidade também permite que essa bactéria seja capaz de, na auséncia de
sulfato, realizar um metabolismo fermentativo, utilizando piruvato, fumarato ou cisteina

como fonte de carbono.
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A Desulfovibrio sp Fe33 pode utilizar, além do sulfato, outros compostos como

aceptores finais de elétrons, sdo eles: enxofre, sulfito, tiossulfato, arsenato, nitrato,

fumarato e Fell.

Tabela 20 — Caracterizacio do novo isolado Desulfovibrio sp Fe33, em comparacdo com espécies
filogeneticamente mais proximas (D. desulfuricans, D. dechloracetivorans, D. caledoniensis).

Novo
Isolado

Espécies proximas

Caracteristicas

Inorganic
0

Organico

Fonte do
isolamento

Tamanho da
célula
Posi¢do do
endésporo
Motilidade

Faixa de
temperatura
(°C)
Temperatura
6tima (°C)
Faixa de pH
pH 6timo
Faixa de
NaCl

Faixa 6tima
de NaCl
Conteudo de
DNA G+C

H2/CO2

Acetato (10
mM)
Piruvato (20
mM)
Glicerol (10
mM)
Propionato

Lactato (20
mM)
Fumarato
(10 mM)
Succinato
Malato (10
mM)
N-Butirato
(10 mM)
Valerato

Citrato

Benzoato

Fe33
Sedimento
do Porto de
Santos
(Brasil)

Sem esporos

Presente
25-45

30

6,0- 8,5
7,0
0-3,5

1,5-2,0%

61,9%

+
+

+++
+++

+++

+++
++

+++

+++
++

NT

+++

D. desulfuricans
Sedimento do
fundo da Baia de
Chesapeake

~4,0um

Sem esporos

Presente
30-37
32
6,8-8,2
7,8
0-3,0
2,0
55%

Doadores de elétrons com sulfato

+

ot

NT
T

++

NT
NT
NT

D. dechloracetivorans

Lamas de maré de Palo

Alto Baylands
0,4-0,6 x 2,5-5,0
Sem esporos

Presente
25-37

6,8-7,1

0,16-2,5

61,9%

NT
NT

D. caledoniensis

0,4-0,6 x 1,3-2,0
Sem esporos

Presente
20-39

34-37

5,8-8,5
6,8-7,5
0.20-1.1

0,2-0,3

52,4%

NT
NT
NT



Alcoois

’

Acucares

155

Novo Espécies

Isolado proximas

Fe33 D. desulfuricans | D. dechloracetivorans D. caledoniensis
Metanol + NT NT NT
Etanol ++ - + -
N-Butanol + NT + -
Propanol + NT + -
Isobutirato - NT NT NT
Glucose +++ NT NT NT
Frutose +++ NT - -
Malotose + NT NT NT
Xilose +++ NT NT NT

Fermentacio na auséncia de sulfato
Lactato (30- | - - - -

60 mM)

Metanol - NT NT NT

Piruvato +++ + NT NT

(30-60 mM)

Fumarato + + + +

(30-60 mM)

Etanol (30- - - NT NT

60 mM)

Cisteina + - NT NT
Aceptores de elétrons com lactato

Sulfato +++ + + NT

(20mM)

Enxofre (10 | - - - NT

mM)

Sulfito (50 + + + NT

mM)

Tiosulfato + + + NT

(20 mM)

Fe(1II) - + NT NT

(50mM)

Arsenato + NT NT NT

Nitrato (10 ++ - + NT

mM)

Nitrito - NT NT NT

Fumarato +++ - + NT

(10 mM)

No ambiente essa versatilidade no uso de diferentes doadores e aceptores de
elétrons € crucial. O ciclo biogeoquimico do carbono estd intimamente ligado a outros
ciclos como o do Fe, S, N, O, devido a essa complexa utilizacao de doadores e aceptores

de elétrons pelas bactérias. A disponibilidade no ambiente de todos esses doadores e
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aceptores de elétrons pode mudar drasticamente a composicio microbiana de BRS
(KWON et al., 2016).

No ambiente marinho, onde a cepa Fe33 foi isolada, existe uma grande
disponibilidade de sulfato, crucial para o crescimento de BRS. Esse fator, atrelado a
grande capacidade do género Desulfovibrio em usar diversas substincias como aceptoras
e doadoras de elétrons, contribui com o sucesso desse grupo na mineralizacdo da matéria
organica no ambiente marinho. Além disso, essa versatilidade contribui para que as
espécies desse género sejam largamente utilizadas em processos biotecnolégicos
(ZOUCH et al., 2017).

Os processos de biorremediacdo que usam bactérias redutoras de sulfato podem
ser aperfeicoados com a utilizacdo de doadores e aceptores de elétrons adequados ao
grupo de microrganismos a ser utilizado, além do custo final do tratamento também ser
mais vidvel de acordo o valor comercial de cada uma dessas substancias (LIN & LIN,
2005). Por isso € de extrema importancia o conhecimento desses fatores que influenciam
no crescimento da cepa a ser utilizada.

A faixa de temperatura de crescimento da Fe33 estd entre 25 e 40° (figura 61),
apresentando uma faixa mais ampla do que outras espécies proximas do mesmo género
(tabela 18). Apesar disso, a temperatura 6tima para crescimento é de 30°C, que é de

maneira geral a temperatura ideal para crescimento da maioria das bactérias redutoras de

sulfato.
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0,9
0,8 — P
0,7 i""é"i-. - - _ _ “..-""2 @ 15°
06 S L 2 2 L 4 e
o § o, § SoeC
9 ol4 i 'é——_i e
- o,3 ’—i_i_éi"i}"-i\\i'/ 0c
0,2 ,.) : i ceei@ees 35°C
§ ?;ﬁ IIiSiféif -8 -3 e
0 il Jm i A A @ o b cee i@ 45°C
0,1 0 50 100 150 200 250

Tempo (h)

Figura 61- Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em faixas de temperaturas que variaram
de 15 a 45°C durante 200h.
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A maioria das espécies redutoras de sulfato descritas sdo mesofilicas, entretanto,
diversos estudos ja identificaram espécies de BRS que tem habilidades de crescer em
habitats geotermais e fontes termais. Espécies como Desulfotomaculum,
Thermanaeromonas, Thermincola, Thermovenabulum e Moorella, podem crescer entre
50 e 80 °C (KAKSONEN et al., 2006). A bactéria isolada no presente estudo ndo teve
crescimento significativo a partir dos 45 °C.

Da mesma maneira, existem BRS psicréfilas, que sio capazes de realizar a
reducdo de sulfato em temperaturas extremamente baixas. Por exemplo, a espécie
Desulfobacter psychrotolerans que tem temperaturas 6timas de crescimento proximas a
10 °C (FINSTER, 2008). A cepa isolada no presente estudo ja ndo apresentou crescimento
significativo em temperaturas a partir dos 25 °C.

Sabe-se que as BRS, em sua grande maioria, se desenvolvem preferencialmente
em pHs neutros (WIDDEL, 1988). Nao ¢ diferente para espécie aqui descrita. Seu pH

6timo de crescimento € 7,5 e sua faixa de pH varia de 6,0 a 8,5 (figura 62).
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Figura 62 - Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em diferentes condicdes de pH (5,0 —9,0)
durante 180h.

Apesar disso, alguns estudos ja demonstraram a reducdo de sulfato em pH >9,5,
por exemplo, Desulfonatronovibrio hydrogenovorans (ZHILINA et al., 1997),
Desulfonatronospira thiodismutans (SOROKIN et al., 2008) e em pH <5,0, como por
exemplo Desulfosporosinus spp (SANCHEZ-ANDREA, 2013). Ambas com aplicacdes
biotecnoldgicas interessantes (SOROKIN et al., 2008; SAN CHEZ-ANDREA, 2013).
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A cepa Fe33 foi isolada de ambiente marinho, dessa maneira se desenvolve
melhor em porcentagens maiores de sal (halofilicas). O crescimento ideal dessa bactéria
se deu em meios de cultura contendo 1,5% de NaCl. Ja a faixa de crescimento se deu de

0 a 3% (figura 63).
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Figura 63 - Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em faixas de salinidade que variaram de

0 a 5% durante 180h.

Em ambientes marinhos, especialmente nos sedimentos, as BRS contribuem
significativamente com mineraliza¢do da matéria organica, podendo ser responsaveis por
50% de sua degradagio JORGENSEN, 1982). Por serem extremamente abundantes em
regides marinhas, ndo é incomum encontrar BRS que tenham crescimento 6timo em
meios salinos.

Vale ressaltar, a importancia da caracterizacao de cepas isoladas, principalmente
daquelas com potencial para uso em processos biotecnoldgicos. Conhecer as
caracteristicas e o comportamento de cada cepa (como pH, temperatura e salinidade
Otimas para seu crescimento) permite a otimizacao desses processos, tornando-os, dessa
maneira, mais eficientes e com maior potencial de sucesso (MUZZUCOTELLI et al.,

2013).

6.6. CONCLUSAO

A cepa Desulfovibrio sp Fe33, apresenta crescimento rdpido e facil em
laboratério. Como a maioria das BRS, ndo apresenta bom crescimento em pH 4cido. Seu

crescimento 6timo ocorre em temperaturas entre 30 e 40°C, sendo mesoéfila, também



159

como todas outras espécies do género. Apresenta grande versatilidade de crescimento
pois usa diversos tipos de aceptores e doadores de elétrons, além de também usar o
metabolismo fermentativo na auséncia de sulfato. Outra grande vantagem dessa cepa é
que ela apresenta rapido crescimento, principalmente quando comparado com o tempo de
crescimento de outras anaerdbias, as quais podem demorar meses para se desenvolver.
Essa versatilidade torna o manuseio dessa cepa fécil e facilita sua aplicacdo em futuros

estudos biotecnolégicos.
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CAPITULO 7

CONSIDERACOES FINAIS

O ambiente marinho sofre inlimeras pressdes antropicas e uma das mais sérias é
aquela gerada por metais liberados no ambiente devido a uma série de atividades ligadas
especialmente a industria.

Areas portudrias realmente sio dreas onde existe um acimulo maior desse tipo de
poluente. Tanto que nas duas dreas portudrias escolhidas foram observadas concentracdes
de metais significativamente maiores quando comparada a drea pristina.

Foi observado que os metais causam alteragdes significativas na comunidade
microbiana, tanto em relacdo a estrutura: em que tdxons diferentes sdo encontrados em
maior ou menor abundancia devido a presenca desses metais; quanto na diversidade de
espécies.

As andlises de correlagdo e multiavariadas sugerem que alguns grupos como
Thermomonosporaceae, Thermodesulfovibrionaceae, Desulfovibrionaceae e
Rhodobacteraceae podem ser encontrados em maior abundancia as dreas portudria
comparativamente a drea pristina. O mesmo acontece com alguns importantes filos como
actinobactérias, cianobactérias e termodesulfobactérias. Em contrapartida, alguns grupos
foram mais sensiveis como  Flavobacteriaceae, Pseudoalteromonadaceae,
Desulfobacteraceae € Saprospiraceae; ou filo como Chloroflexi, Nitrospirae,
Plactomyces e tiveram uma abundancia menor nas dreas portudrias.

Essas alteracoes podem implicar numa alteracio do funcionamento do
ecossistema como um todo uma vez que bactérias sdo fundamentais para ciclagem de
nutrientes além de fazer parte de diversos ciclos biogeoquimicos.

Portanto, de acordo com a hipétese inicial, foi possivel verificar que essas
alteracdes ocorrendo em dreas portudrias. Dessa maneira, € possivel afirmar que dreas
portudrias devem ser monitoradas uma vez que essa poluicdo pode trazer riscos ao
ecossistema aquatico em que essas dreas estdo inseridas.

O padrao de resisténcia da comunidade microbiana que foi exposta a essas dreas
contaminadas acaba se tornando mais alto. Nessas regides, ocorre a selecdo dos

microrganismos capazes de sobreviver nesse ambiente hostil através de genes capazes de
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fornecer ferramentas que previnem a toxicidade dos metais a nivel celular. Portanto nas
areas portudrias foi possivel observar esse aumento na frequéncia de resisténcia através
da porcentagem de cepas resistentes principalmente aos metais que foram encontrados
em maiores concentragdes no ambiente estudado.

Além disso, os sedimentos dessas dreas foram importantes para o estudo de
bactérias redutoras de sulfato com resisténcia a metais. As dreas marinhas sdo fontes
interessantes para o estudo de BRS por apresentarem componentes importantes para seu
crescimento, como alto teor de sulfato e matéria organica. Portanto nessas dreas a
comunidade de BRS € fundamental na ciclagem dessa matéria organica.

No caso do presente trabalho, devido as dreas portudrias escolhidas serem
cronicamente contaminadas por esse tipo de poluicdo, a comunidade acabou tendo que se
adaptar a toxicidade gerada pelos metais. Essa adaptacdo fez com que pudesse ter sido
observada uma atividade alta da comunidade de BRS nos enriquecimentos em
laboratério, mesmo com concentragdes iniciais altas de metais quando comparada com
outros estudos.

Foi importante analisar que os metais testados apresentam toxicidade diferentes a
comunidade de BRS. Dessa maneira, cada metal afeta o crescimento de BRS em
diferentes niveis. Cd e Cu foram os metais que mais influenciaram na atividade de BRS.

O género de BRS que foi mais tolerante e conseguiu crescer em abundancia
mesmo em concentracdes altas de metais foi o género Desulfovibrio. A abundancia desse
género permitiu que fosse isolada uma nova espécie (Desulfovibrio sp Fe33) altamente
resistente aos metais testados e que tem um enorme potencial para ser usada no tratamento
de efluentes contaminados. Isso se deve ao fato das BRS serem capazes de precipitar os
metais como foi detalhadamente descrito nos capitulos anteriores, porém o mais
importante € que essa nova cepa isolada € capaz de realizar essa atividade mesmo em
altas concentragdes iniciais de alguns metais, o que j4 uma vantagem extremamente
grande.

Muitos mecanismos genéticos estdo envolvidos nesse processo de resisténcia.
Muitos deles ainda precisam ser estudados em detalhe para favorecer sua utilizagdo em
processos futuros. O sequenciamento completo do genoma tem sido uma ferramenta
importante para estudar os genes de resisténcia presentes nas bactérias, uma vez que é
possivel analisar todos os genes que conferem vantagem em situagdes deste tipo de
toxicidade. Esse novo método permite uma resolucio melhor de andlise dos genes

envolvidos na resisténcia, permitindo mais informagdes sobre esse importante processo.
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Vale ressaltar, a importancia de, apds realizar o isolamento, realizar a
caracterizacdo de cepa isolada, principalmente da cepa isolada que apresenta potencial
para uso em processos biotecnoldgicos. Conhecer as caracteristicas € o comportamento
da cepa em diferentes pHs, temperaturas e salinidades permite a otimizagcdo do seu
crescimento, dessa maneira tornando o uso dessa cepa em algum futuro processo mais
eficiente e com maior potencial de sucesso.

A comunidade microbiana brasileira ainda precisa ser sistematicamente estudada.
Existem muitos microrganismos ainda ndo conhecidos que podem ter alto potencial para
serem utilizados em diversas aplicagdes biotecnoldgicos. O sequenciamento realizado nas
diversas amostras, que mostrou uma alta quantidade de sequéncias nao filiadas a nenhum
grupo taxonOmico, € a descoberta de uma nova espécie sdo pistas de como ainda ¢é
necessario estudo da diversidade da nossa microbiota.

A contaminacdo por metais gera um grave problema ambiental e o0s
microrganismos podem ter duas fungdes cruciais na luta contra esse tipo de
contaminac¢do: 1) o de bioindicadores, uma vez que essa comunidade pode apresentar
alteracdes rapidas na sua estrutura que indicam futuros danos ao ecossistema; 2) serem
utilizadas para tratar efluentes, residuos e ambientes contaminados por metais. O
tratamento de efluentes € crucial para que esses metais ndo cheguem até o ecossistema e
a utilizacdo de BRS pode auxiliar para que isso aconteca.

Essa tese contribui com mais informac¢des sobre niveis de tolerdncia a diferentes
metais além de caracteristicas de crescimentos especificas de uma espécie de
Desulfovibrio, isso facilita a aplicagdo desse grupo de bactérias em processos de
tratamento. Esses seriam os primeiros passos para assim tentar escalonar esses processos
até que seja possivel a utilizacdo desses microrganismos em escalas maiores, fazendo
entdo o tratamento de residuos e efluentes na pratica.

Por fim, foi possivel verificar como bactérias podem fornecer informacdes
importantes sobre o ambiente e como a altera¢do da sua comunidade pode trazer prejuizos
para o ecossistema como um todo. Entretanto, através do estudo dessas alteracdes e do
conhecimento da fisiologia de diferentes grupos € possivel utilizar esses microrganismos

como ferramenta de solu¢gdes de problemas ambientais graves.
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ANEXO 1 — Composi¢dao do meio de cultura Postgate C

Sais e Reagentes

Quantidades em 1000 mL de agua
ultrapurificada

NH4Cl 1,0g
KH2PO4 05¢g
MgCL.6H20 01g
CaCl..6H20 0,06 g
Na:SO4 45¢g
MgSO4 0,06 g
Lactato de sédio 6,0¢g
Extrato de levedura 1,0¢g
C¢Hs07Nas (Citrato de Sodio) 03¢g
Solucao de Resazurina 1,0 mL
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ANEXO 2 — Composic¢do da solugdo de oligoelementos acidos e basicos utlizadas no

meio anoxico basal.

Solucao Esto

ue Acida (1L)

HCl 1.8 g
H3BOs3 61,8 mg
MnCl2 61,25 mg
FeCl2 943,5 mg
CoCl2 65,5 mg
NiClz 12,86 mg
ZnClz 67,7 mg
CuCl2 13.35 mg
Solucao Estoque Basica (1L)

NaOH 400,0 mg
Na2SeOs 17,3 mg
NasWO4 294
Na:MoO4 20,5 mg




ANEXO 3 - Composi¢ao da solucdo de vitaminas utlizadas no meio anéxico basal.
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Biotina 20 mg

Nicotinamida 200 mg
Acido aminobenzéico 100 mg
Tiamima (Vitamina B1) 200 mg
Acido pantoténico 100 mg
Piridoxamina 500 mg
Cianocobalamina (Vitamina B12) 100 mg

Riboflavina

100 mg




