
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TESE DE DOUTORADO 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Metais em áreas portuárias e sua influência na dinâmica microbiana: da 

caracterização do problema à busca de soluções  

 

 
 

 
 
 

 
 

Bruna Del Busso Zampieri 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RIO CLARO / SP 

 2020  

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS – RIO CLARO unesp 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TESE DE DOUTORADO 
 

 

 

 

 

Bruna Del Busso Zampieri 

 

 

 

 

Metais em áreas portuárias e sua influência na dinâmica microbiana: da 

caracterização do problema à busca de soluções  

 

 

 
 

Tese de Doutorado apresentada 

ao Instituto de Biociências do 
Campus de Rio Claro, da 
Universidade Estadual Paulista 

Júlio de Mesquita Filho, como 
parte dos requisitos para 
obtenção do título de Doutora 

em Microbiologia Aplicada. 
 
 
 

Orientadora: Ana Julia Fernandes Cardoso de Oliveira 
Co-orientador: Gunther Brucha 

 

 

 

 

 

 

RIO CLARO / SP 

 2020 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS – RIO CLARO unesp 



Z26m

Zampieri, Bruna Del Busso

    Metais em áreas portuárias e sua influência na dinâmica

microbiana: da caracterização do problema à busca de soluções /

Bruna Del Busso Zampieri. -- Rio Claro, 2020

    188 p. : il., tabs., fotos, mapas

    Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),

Instituto de Biociências, Rio Claro

    Orientadora: Ana Julia Fernandes Cardoso de Oliveira

    Coorientadora: Gunther Brucha

    1. metais pesados. 2. diversidade. 3. comunidade microbiana. 4.

bactérias redutoras de sulfato. 5. biorremediação. I. Título.

Sistema de geração automática de fichas catalográficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de

Biociências, Rio Claro. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha não pode ser modificada.



 
 

DEDICATÓRIA 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico esse trabalho à minha família que sempre me apoiou. 
 



 
 

AGRADECIMENTOS 
 

  

 Gostaria de agradecer cada um daqueles que se fizeram presentes e contribuíram 

de alguma maneira para realização desse trabalho durante esses quatro anos. Então, não 

tem como esse agradecimento ser conciso e direto porque foi gente demais durante essa 

jornada acadêmica. 

 O meu primeiro “muito obrigada” vai para minhas companheiras de trabalho 

durante muitos e muitos anos, desde a iniciação científica e mestrado. Minhas queridas 

do MICROMAR, Vanessa, Roberta, Mirella, Raphaela e Aline (e todos os integrantes 

que passaram pelo laboratório). Estivemos juntas em muitas coletas, trabalhos de campo, 

congressos, por horas e horas processando amostra no laboratório que ficava apertado, 

mas sempre dávamos nosso jeitinho para caber todo mundo, porque foi sempre assim que 

gostamos de trabalhar: ouvindo música, dando risada e se ajudando. Foram tantas 

histórias juntas que seria pretensão demais minha tentar resumir tudo aqui para 

demonstrar o quanto vocês são importantes para mim e como me ajudaram em todo esse 

processo. Com certeza, vocês fizeram do laboratório minha segunda casa e os 

experimentos e processamento de amostra muito mais divertidos. Obrigada Rô e Tops 

por me acolherem na casa de vocês todas as vezes que precisei de abrigo em São Vicente, 

por serem amigas tão presentes e por me aguentarem uns dias como inquilina.  

 Durante o doutorado comecei a fazer partes dos meus experimentos na Unifal em 

Poços e por lá também fui sortuda em encontrar pessoas que além de ajudar também 

deixavam leve todo esse processo de experimentos e análises. Elis, Frécia, Juliana, Rafael, 

Lívia e todo pessoal do “Biotech”, muito obrigada por vocês fazerem parte também desse 

período, além da amizade, mas também por sempre estarem prontos para ajudar com 

dúvidas na análise de sulfato e sulfeto, análise de metais, curvas de calibração, ou 

naquelas conferências de cálculos de concentrações intermináveis. Obrigada também por 

compartilharem das aflições do mundo acadêmico e também das pausas para comer 

amora no pé. Com certeza vocês foram um presente desse doutorado que vou levar para 

a vida. 

 Gostaria de agradecer o pessoal da pós-graduação de Rio Claro, especialmente a 

Lúcia e a Sheeva, que me abrigaram quando precisei fazer as disciplinas em Rio Claro. 

Obrigada Van, Lú e Jelena pela companhia durante as disciplinas e pela amizade e 



 
 

parceria para tomar café, cervejinha ou ir na feirinha de Rio Claro. Vocês foram amigas 

incríveis que sempre tenho muita saudade.  

 Gostaria de agradecer muito a Profa Dra Irene Sanchéz-Andrea por aceitar me 

receber em seu laboratório na Wageningen University and Reasearch para realização do 

meu doutorado sanduíche. Foi uma das melhores experiências da minha vida, onde pude 

ter a oportunidade de trabalhar em uma das melhores universidades do mundo com muitos 

recursos, onde eu pude desenvolver grande parte dos dados apresentados nessa tese. 

Através da sua orientação tive um amadurecimento científico muito grande e com certeza 

você é um espelho de mulher e pesquisadora que vou me espelhar sempre na continuação 

da minha carreira profissional. Além disso, me deu a oportunidade de fazer bons amigos 

no “MicFis”. É tão difícil atravessar o oceano sozinha e sem saber o que encontrar e ser 

acolhida por pessoas como Iame, Nohemi, Anna, Ivete, Lot, Daan, Peter, Tom. Obrigada 

por me ajudarem e terem paciência para tantas perguntas no laboratório. Obrigada pelas 

companhias nos finais de semana, vocês fizeram dos meus dias na Holanda muito mais 

divertidos. 

 Gostaria de fazer um agradecimento ao meu marido, Gabriel. Ele que mesmo não 

entendendo nada de microbiologia sempre teve paciência de me escutar falar sobre 

bactérias, análises, meus experimentos que deram errado, minhas aflições, meus medos e 

preocupações. Obrigada por ser a pessoa que sempre insistiu para que eu fizesse o 

doutorado mesmo quando aquela comodidade bateu e as dificuldades apareceram. 

Obrigada por ser a pessoa que me apoiou quando eu disse que queria fazer o intercâmbio 

na Holanda, mesmo que isso significasse uma “separação” de 6 meses. Obrigada por ser 

esse companheiro que sempre confiou no meu potencial e na minha capacidade.  

 Meus pais, Claucio e Rosana, acho que todo o agradecimento do mundo não seria 

o suficiente para expressar o quanto sou grata a vocês. Vocês que nunca mediram esforços 

para dar o melhor para mim e para meus irmãos. Vocês que foram os pais que me deram 

todo o apoio quando eu disse que queria ser Bióloga Marinha lá da UNESP de São 

Vicente. E que apesar da profissão extremamente “não tradicional” e em uma cidade à 7h 

de distância da nossa, vocês abriram o sorriso e disseram sim para todas as minhas 

decisões. Obrigada por me apoiarem na carreia acadêmica, desde o mestrado até agora no 

final de mais uma etapa. Vocês são meus maiores exemplos e um dos motivos para que 

eu me dedique em tudo que faço. Muito obrigada! Também agradeço aos meus irmãos 

Fernanda e Leonardo, meus companheiros de uma vida toda que sempre estão ao meu 

lado para o que for preciso. Tenho mesmo muito sorte de ter essa família. 



 
 

 Gostaria de agradecer as duas pessoas responsáveis pelos resultados dessa tese e 

pela profissional que venho me tornando durante esse processo de doutorado. Gostaria de 

agradecer meu co-orientador, Prof. Dr. Gunther Brucha, por ter me recebido tão bem 

quando bati em sua porta pedindo sua co-orientação para que eu pudesse trabalhar com 

as anaeróbias em Poços de Caldas. Obrigada por ter aberto as portas do seu laboratório e 

ter ensinado um pouco desse mundo das anaeróbias para mim. Você também é um 

exemplo de profissional e pesquisador para mim. Obrigada pela amizade e parceria 

durante esses anos. 

 Obrigada querida Profa. Dra. Ana Julia Fernandes, ao todo é quase uma década 

dessa relação orientada-orientadora, e quanto aprendizado. Lembro quando eu ficava 

ensaiando para bater na sua porta e pedir um estágio no laboratório, pois te admirava tanto 

que morria de vergonha e medo de você me falar não. Nos tornamos mais do que 

orientada-orientadora, nos tornamos amigas. Muito obrigada por todo o conhecimento, 

por todas as oportunidades que você me deu, por todos os conselhos e puxões de orelha. 

Com certeza tem muito de você em mim. Você também é um exemplo de mulher forte e 

determinada que eu quero ser na ciência.   

 Por fim, gostaria de agradecer as instituições por onde eu passei e que ofereceram 

a infraestrutura para realização desse trabalho: UNESP – Campus de São Vicente, 

UNESP – Campus de Rio Claro, UNIFAL – Campus de Poços de Caldas e Wageningen 

University and Research (WUR). Agradeço também à Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado de São Paulo (FAPESP), que por meio do processo n° 2015/21020-5 liderado 

pela Profa. Ana Julia, financiou algumas análises moleculares presentes nessa tese.  

 O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento 

de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de Financiamento 001. 

  

 MUITO OBRIGADA! 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
“Don´t stop me now…” 

Freddie Mercury 



 
 

RESUMO 
 
 
 

Atividades portuárias são consideradas fontes de contaminação por metais, que 

em altas concentrações são tóxicos aos microrganismos, podendo mudar o tamanho, a 

composição e a atividade da comunidade microbiana. Essa pressão seletiva faz com que 

bactérias desenvolvam mecanismos para combater o estresse causado por eles. Diversos 

grupos de microrganismos que desenvolvem sistemas de tolerância a metais podem fazer 

sua biorremediação. Bactérias redutoras de sulfato (BRS) podem, devido ao seu 

metabolismo, precipitar metais facilitando sua remoção. A hipótese é que em áreas 

portuárias exista uma alteração na comunidade microbiana onde são favorecidos 

microrganismos resistentes, aumentando a chance do isolamento de bactérias resistentes 

com potencial biotecnológico.   

Portanto o objetivo dessa tese foi avaliar a influência da contaminação de metais 

na comunidade microbiana em áreas portuárias e na seleção de cepas resistentes, e isolar 

cepas de BRS com potencial biotecnológico. Para isso, foram coletados sedimentos de 2 

áreas portuárias (Santos e São Sebastião) e uma área pristina (Ubatuba). Foram 

caracterizadas variáveis ambientais do sedimento (como pH, salinidade, temperatura, 

oxigênio dissolvido, porcentagem de matéria orgânica, concentrações de Cr, Cu, Cd e 

Zn). Foi extraído DNA total do sedimento para caracterização da comunidade utilizando 

sequenciamento Mi-Seq. Os sedimentos serviram como inóculo para isolamento de cepas 

que foram submetidas a testes de resistência aos metais. Os sedimentos mais 

contaminados também serviram como inóculo para enriquecimento de BRS em diferentes 

concentrações de Cr, Cd, Cu e Zn. Esses enriquecimentos foram monitorados através da 

redução de sulfato, produção de sulfeto e precipitação de metais. Os enriquecimentos 

onde houve crescimento de BRS em concentrações altas de metais foram utilizados para 

isolamento de BRS. As cepas isoladas foram identificadas, caracterizadas quanto as suas 

exigências nutricionais, resistência aos metais, seu genoma foi sequenciado e os genes 

envolvidos na resistência aos metais analisados.   

Houve diferença significativa na composição microbiana das áreas portuárias com 

a área pristina. A diversidade foi menor nas áreas portuárias. Alguns grupos 

demonstraram ser mais sensíveis ao Cu, Zn e Cr como Flavobacteriaceae, 

Pseudoalteromonadaceae, Desulfobacteraceae e Saprospiraceae; ou filo como 

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



 
 

metabolismo nos enriquecimentos de BRS, onde havia maior concentração de metal 

ocorreu menor porcentagem de remoção de sulfato. Cd e Cu foram os metais que mais 

influenciaram na atividade de BRS. Desulfovibrio foi o gênero de BRS encontrado em 

maior abundância. Foi isolada a cepa Desulfovibrio sp Fe33, uma nova espécie altamente 

resistente aos metais testados. A cepa Desulfovibrio sp Fe33, apresenta crescimento 

rápido e fácil em laboratório. Seu crescimento ótimo ocorre em pH neutro e à 30°C. 

Apresenta grande versatilidade de crescimento pois utiliza diversos tipos de aceptores e 

doadores de elétrons. 

Portanto, em áreas portuárias existe uma alteração na comunidade microbiana 

devido a presença de metais onde são favorecidos microrganismos resistentes e onde a 

diversidade microbiana pode ser comprometida. Nessas áreas foi possível o isolamento 

de uma cepa de BRS altamente resistente, capaz de realizar a precipitação de metais 

mesmo em concentrações tóxicas 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, biorremediação.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 

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 São Sebastião) 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.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 

Figura 1- Fluxograma do projeto durante os 4 anos de execução (M.O. – matéria orgânica; 

C.O.T. – carbono orgânico total; O.D.- oxigênio dissolvido)...........................................29 

Figura 2 – Zona costeira brasileira...................................................................................30 

Figura 3 – Mapa da divisão de acordo com as características socioambientais da zona 

costeira do estado de São Paulo........................................................................................32 

Figura 4- Esquema do gene 16rRNA com suas regiões hipervariáveis de V1a V9...........40 

Figura 5 – Metodologias para análise de comunidades microbianas................................40 

Figura 6 - Metodologia de Sanger esquematizada: 1) Reação: Mistura de iniciadores, 

DNA molde, DNA polimerase, ddNTPs com fluorocromos; 2) Elongação e terminação 

da cadeia de DNA; 3) Eletroforese em gel capilar para separação dos fragmentos de DNA; 

4) Detecção por laser dos fluorocromos e análise computacional da sequência...............42 

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 são selecionados para o sequenciamento. (b) PCR em 

emulsão: Os fragmentos são ligados às microesferas magnéticas por meio do pareamento 

com sequências curtas complementares presentes na superfície da microesfera. Apenas 

um único tipo de fragmento se liga a uma determinada microesfera. As microesferas são 

capturadas individualmente em gotículas oleosas onde a PCR em emulsão ocorre. 

Milhares de cópias do fragmento alvo são produzidas nessa fase. (c) Sequenciamento: As 

microesferas ligadas às sequências alvo fita simples são capturadas individualmente em 

poços no suporte de sequenciamento. São fornecidos os reagentes para a reação de 

pirosequenciamento, e o sinal de luz emitido é identificado a cada base incorporada, em 

cada poço de sequenciamento..........................................................................................47 

Figura 8- Representação esquemática do princípio tecnológico da plataforma Illumina. O 

DNA é fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em ambas as 

extremidades (A). As moléculas de DNA fita simples são aderidas por afinidade ao 

suporte sólido onde estão também aderidos em alta densidade oligonucleotídeos 

complementares aos adaptadores A e B (B). Durante a etapa de anelamento (C), no 



 
 

primeiro ciclo de amplificação da PCR em fase sólida, o adaptador da extremidade livre 

da molécula aderida ao suporte encontra seu oligonucleotídeo complementar no suporte, 

formando uma estrutura em ponte. Uma vez fornecidos os reagentes necessários, a PCR 

é iniciada utilizando a extremidade 3’ livre do oligonucleotídeo como primer (C e D). Na 

etapa de desnaturação (E), a “ponte” é desfeita mediante elevação de temperatura. Repete-

se a etapa de anelamento (F), formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo 

ciclo de amplificação. Após uma série desses ciclos, serão obtidos clusters de moléculas 

idênticas ligadas ao suporte (G). Com a incorporação de nucleotídeos terminadores 

marcados e excitação a laser (H), é gerado sinal, o qual é captado por dispositivo de leitura 

e interpretado como um dos quatro possíveis nucleotídeos componentes da cadeia (I). O 

processo de incorporação de nucleotídeo marcado, excitação e leitura é repetido para cada 

nucleotídeo componente da sequência (J, K). A leitura é feita de forma sequencial, o que 

permite a montagem da sequência completa de cada cluster (L).......................................45 

 

Figura 9 – Principais processos de biorremediação de metais desenvolvidos por 

microrganismos: a) Esquema simplificado do mecanismo de resistência por detoxificação 

enzimática de metais para formas menos tóxicas onde o mercúrio é transformado a través 

de ação enzimática para sua forma menos tóxica; b) Precipitação 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 mercúrio se 

transforma em sulfeto de mercúrio que é insolúvel e acaba precipitando. Fonte: da 

autora..................................................................................... ..........................................50  

Figura 10– Esquema demonstram o metabolismo de BRS. Elas utilizam sulfato (S)4
-2) 

como aceptor final de elétrons para realizar a degradação da matéria orgânica (CH2O)N), 

o que resulta na produção de sulfeto (H2S). O sulfeto no ambiente pode se combinar com 

diferentes tipos de metais (Cobre (Cu); Mercúrio (Hg); Zinco (Zn); Cromo (Cr); cadmio 

(Cd)) formando diferentes tipos de sulfeto metálico (CuS; ZnS; Cr2S3; CdS; HgS) que são 

insolúveis e precipitam.....................................................................................................51 

Figura 11 -  Mapa do Brasil mostrando a localização do estado de São Paulo e, em detalhe 

as 3 áreas de estudo: zona estuarina de Santos – São Vicente (A); zona costeira de São 

Sebastião (B) e a Praia da Fazendo localizado no município de Ubatuba.......................57 

Figura 12 – Imagens aéreas do Porto de Santos................................................................58 



 
 

Figura 13 – Fotos áreas do porto de São Sebastião...........................................................59 

Figura 14 – Imagem da Praia da Fazenda, Ubatuba (SP)..................................................60 

Figura 15- Imagem do kit de filtração utilizado para realização da contagem de bactérias 

heterotróficas...................................................................................................................63 

Figura 16 – Imagem capturada no microscópio de epifluorescencia das células bacterianas 

florescendo em azul sob luz ultravioleta...........................................................................64 

Figura 17 – Crescimento de colônias após o processo de esgotamento.............................65 

Figura 18 – Teste de resistência aos diferentes metais......................................................66 

Figura 19 – Temperatura (°C) encontrada nas áreas de coleta durante o verão e o 

inverno.............................................................................................................................72 

Figura 20 – Porcentagem de matéria orgânica (M.O.) nas três áreas de coleta...............73 

Figura 21 – Análise granulométrica das três áreas de estudo (Ubatuba (a); São Sebastião 

(b); Santos (c)), mostrando a composição (%) do sedimento em grânulos, areia muito 

grossa, areia grossa, areia média, areia fina, areia muito fina, silte e argila.......................73 

Figura 22 – Boxplot com as porcentagens de carbono orgânico total (COT) para as três 

áreas de amostragem (São Sebastiao, Santos e Ubatuba).................................................74 

Figura 23 – Densidade de Enterococcus sp nos pontos de coleta no verão em Ubatuba 

(UBA V); inverno em Ubatuba (UBA I); verão em São Sebastião (SS V); inverno em São 

Sebastião (SS I); e verão em Santos (S V) e inverno em Santos (S I). Os valores estão 

expressos em unidades formadoras de colônia (UFC) por grama de sedimento...............76 

Figura 24 – Densidade bacteriana media em Unidades Formadoras de Colônia (UFC) por 

grama de sedimento, em Ubatuba (a), São Sebastião (b) e Santos (c)..............................77 

Figura 25 – Médias de bactérias heterotróficas (células x 106 por grama de sedimento) 

encontradas para as áreas de Ubatuba (a), São Sebastião (b) e Santos (c) no verão e no 

inverno.............................................................................................................................78 



 
 

Figura 26 - Gráfico de colunas empilhadas a 100% das abundâncias relativas das bactérias 

dominantes e dos filos de archaea derivadas dos genes 16SrRNA dos três locais de 

amostragem (Ubatuba, São Sebastião e Santos)...............................................................79 

Figura 27 - Dendograma mostrando um agrupamento hierárquico de amostras com base 

em classificações de nível familiar. O gráfico de barras abaixo de cada amostra mostra a 

abundância relativa de suas classificações de nível familiar nas três regiões de coleta 

(Ubatuba - U; São Sebastião - S; Santos - P) durante o verão (V) e inverno (I)................81 

Figura 28- Análise de correspondência canônica mostrando a correlação entre 

composição bacteriana em nível de gênero (sequenciados através do gene 16S rRNA) e 

variáveis ambientais (COT, MO, temperatura, contaminação orgânica, salinidade), 

concentrações de metais (Cd, Cu, Cr e Zn ) e características das comunidades (densidade 

de bactérias, índice de riqueza e diversidade) em cada local (Santos (ponto); São 

Sebastião (praça) e Ubatuba (triângulo)) durante o inverno (cor azul) e verão (cor 

vermelha).........................................................................................................................82 

Figura 29- Análise LefSe da abundância de bactérias entre diferentes regiões (São 

Sebastião-SS; Santos-SA; Ubatuba-UBA).......................................................................83 

Figura 30 – Mapa de calor com os valores de correlação de Spearman dos principais filos 

encontrados com as concentrações dos metais (cobre (Cu), cromo (Cr), zinco (Zn) e 

cádmio (Cd) e valores de contaminação orgânica encontrados........................................84 

Figura 31 – Análise de componente principal mostrando a relação entre variáveis 

ambientais (COT, MO, temperatura, contaminação orgânica, salinidade), concentrações 

de metais (Cd, Cu, Cr e Zn) e tipos importantes de fisiologia microbiana em cada local 

(Santos (ponto preto); Sebastião , (quadrado azul) e Ubatuba (triângulo verde)...............85 

Figura 32 – Porcentagem de espécies de cepas resistentes isoladas e identificadas através 

do sequenciamento do gene 16S rRNA............................................................................86 

Figura 33 – Pluma de contaminantes no Porto de Santos visualizada durante coleta de 

sedimento.........................................................................................................................96 

Figura 34 – Terminais portuários exclusivos de indústrias localizadas nos arredores do 

Porto de Santos.................................................................................................................97 



 
 

Figura 35 – Mapa da região de coleta mostrando os 5 pontos ao longo do Porto de Santos 

–SP (Brasil)......................................................................................................................98 

Figura 36 – Design experimental do enriquecimento com diferentes concentrações de 

cádmio, cobre, cromo e zinco.........................................................................................100 

Figura 37 - Espectrômetro de absorção atômica com chama utilizado no presente 

trabalho..........................................................................................................................102 

Figura 38 -  Gráficos de remoção de sulfato (%) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); 

Cd(c); Cu(d), durante 49 dias.........................................................................................105 

Figura 39 – Gráficos de produção de sulfeto (mg/L) para os enriquecimentos de Zn(a); 

Cr(b); Cd(c); Cu(d)........................................................................................................105 

Figura 40 – Gráficos de remoção de sulfato (%) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); 

Cd(c); Cu(d)...................................................................................................................106 

Figura 41 – Gráficos de produção de sulfeto (mg/L) para os enriquecimentos de Zn(a); 

Cr(b); Cd(c); Cu(d)........................................................................................................107 

Figura 42 – Porcentagem relativa de ácidos produzidos ao final do experimento de 28 

dias, nos enriquecimentos com diferentes concentrações de Zn (Zn1- 0,3 mM; Zn2- 0,8 

mM; Zn3- 6,0 mM; Zn4- 10,0 mM), Cr (Cr1- 0,4 mM; Cr2- 4,0 mM; Cr3- 7,0 mM; Cr4- 

13,0 mM), Cu (Cu1- 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).....................................................109 

Figura 43– Porcentagem de precipitação dos metais nos enriquecimentos de Cd (1-

0,2mM; 2-0,3mM, 3- 0,4mM e 4 -0,5mM), Cr (1-0,4mM; 2- 4mM, 3- 7mM e 4 -13 mM), 

Zn (1-0,3 mM; 2-0,8 mM, 3- 6mM e 4 - 10mM) e Cu (1-0,2mM; 2- 1,3mM, 3- 3mM e 4 

-5mM)............................................................................................................................110  

Figura 44 – Abundância de filos e famílias no sedimento do porto de Santos utilizado 

como inóculo nos enriquecimentos................................................................................111 

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 (Sed1, Sed2 e Sed3).................................................................................111 



 
 

Figura 46 - Mapa de calor mostrando a abundância de diferentes gêneros encontrados nas 

amostras de cada um dos enriquecimentos (As legendas dos enriquecimentos indicam as 

concentrações iniciais de cada metal: Cu1- 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; Cr1- 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). As cores verdes escuras indicam maiores abundâncias.................................112 

Figura 47 – Análise 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 concentrações iniciais de 

cada metal: Cu1- 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; Cr1- 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..................113 

Figura 48 – Design experimental do processo de isolamento........................................126  

Figura 49 – Placa com crescimento de BRS que tem como característica a coloração preta 

devido a reação do sulfeto (produzido pelas BRS) com o FeCl2 adicionado ao meio de 

cultura............................................................................................................................127 

Figura 50 – Porcentagem de remoção de sulfato nos enriquecimentos com diferentes 

concentrações iniciais de Cr (a), Cd (b), Cu (c) e Zn (d). CP indica o controle positivo 

(meio somente com inóculo e sem adição de metais) e CN o controle negativo (meio sem 

inóculo com adição de metais).......................................................................................131 

Figura 51 – Árvore filogenética baseada na análise da sequência 16S rDNA, mostrando a 

localização filogenética das cepas isoladas no presente estudo. A árvore foi construída 

pelo método estatístico “Neighbor-joining”, e Methanolobus bombayensis foi usado 

como grupo externo........................................................................................................131 

Figura 52 - Padrões dos clones após serem cortados pelas enzimas de restrição ECOR I e 

KPNL (1A, 1H, 2B, 4F, 4H, 7H, 8C, 9D, 9A, 9E, 4H e 6F foram os clones que 

apresentaram padrões diferentes e foram sequenciados para certificação que o DNA 

presente era da cepa isolada)..........................................................................................133 

Figura 53 – Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de zinco (0,1; 0,4; 

0,8; 1,2; 2,0; 4,0; 8,0; 10,0). É possível visualizar o precipitado preto devido a produção 



 
 

de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e formação de sulfeto de ferro que forma o 

precipitado 

escuro.............................................................................................................................134 

Figura 54 - Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de cromo (0,1; 0,5; 

1,5; 3,0 mM). É possível visualizar o precipitado preto devido a produção de sulfeto pela 

Desulfovibrio sp Fe33, e formação de sulfeto de ferro que forma o precipitado escuro..135 

Figura 55 - Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de cobre. É possível 

visualizar o precipitado preto devido a produção de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e 

formação de sulfeto de ferro que forma o precipitado escuro......................................136 

Figura 56 - Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de cádmio. É possível 

visualizar o precipitado preto devido a produção de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e 

formação de sulfeto de ferro que forma o precipitado escuro.......................................137 

Figura 57 – Concentração de piruvato, sulfato e dos metais (Zn, Cr, Cd e Cu) durante os 

ensaios de 28 dias de fermentação..................................................................................138 

Figura 58 – Gráfico realizado com os dados da anotação genômica mostrando as 

porcentagens das principais categorias de genes encontrados no genoma da Desulfovibrio 

sp Fe33. No detalhe estão as porcentagens de grupos genes encontrados dentro da 

categoria dos subsistemas envolvidos na Defesa e Virulência da célula.........................140  

 

Figura 59 – Imagem da cultura de Desulfovibrio sp Fe33 sob microscópio de luz em 

aumento de 100x............................................................................................................152  

Figura 60 – Curva de crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33, com o consumo de 

sulfato e lactato e produção de sulfeto e acetato.............................................................153 

Figura 61- Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em faixas de 

temperaturas que variaram de 15 à 45°C durante 200h..................................................156 

Figura 62 - Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em diferentes condições 

de pH (5,0 – 9,0) durante 180h.......................................................................................157 



 
 

Figura 63 - Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em faixas de salinidade 

que variaram de 0 à 5% durante 180h.............................................................................158 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

LISTA DE TABELAS 
 
 
 

Tabela 1 – Distribuição de metais em µg g-1 em diferentes regiões portuárias...............34 

Tabela 2 – Lista de estudos utilizando métodos independente de cultura em ambientes 

marinhos..........................................................................................................................37 

Tabela 3 – Coordenadas dos pontos de coletas nas três áreas de amostragem (São 

Sebastião, Ubatuba e Santos) georreferenciados por GPS...............................................61 

Tabela 4 – Dados físico-químicos de São Sebastião, Ubatuba e Santos durante as coletas 

de verão e inverno............................................................................................................71 

Tabela 5 – Concentrações medias encontradas nos pontos de amostragem parra Zinco, 

Cromo, Cobre e Cadmio expressos em mg/kg de sedimento...........................................75 

Tabela 6 - Índice de diversidade alfa (Simpson, Shannon, Chao-I e Dominância), número 

de sequências e OTUs para as três áreas de estudo: Ubatuba, São Sebastião e Santos, 

durante o verão (V) e inverno (I)......................................................................................79 

Tabela 7 - Porcentagens de cepas resistentes em cada uma das áreas de coleta................85 

Tabela 8 – Porcentagem de tolerância das cepas testadas em diferentes concentrações de 

Cd, Cu, Cr e Zn...................................................................................................... ...........86 

Tabela 9 – Dados físico-químicos nos 5 pontos de amostragem durante a coleta de 

amostras.........................................................................................................................104 

Tabela 10 – Concentração de metais (Zn, Cr, Cd e Cu) em µg/mg de sedimento para cada 

um dos pontos de amostragem........................................................................................104 

Tabela 11 – Ácidos produzidos (mg/L) nos enriquecimentos com diferentes 

concentrações de Zn (Zn1- 0,3 mM; Zn2- 0,8 mM; Zn3- 6,0 mM; Zn4- 10,0 mM), Cr 

(Cr1- 0,4 mM; Cr2- 4,0 mM; Cr3- 7,0 mM; Cr4- 13,0 mM), Cu (Cu1- 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). ...............................................................................................................108 



 
 

Tabela 12 – Porcentagem de similaridade através do método de distância Neighbor-

Joining...........................................................................................................................132 

Tabela 13 – Comparação da sequência completa do genoma da cepa Desulfovibrio sp 

FE33 com a espécie filogeneticamente mais próxima (Desulfovibrio desulfuricans)....132 

Tabela 14 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação 

de metal nos enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de zinco...............134 

Tabela 15 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação 

de metal nos enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de cromo.............135 

Tabela 16 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação 

de metal nos enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de cobre..............136 

Tabela 17 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação 

de metal nos enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de cádmio...........137  

Tabela 18 – Concentrações tóxicas de metais (mM) que inibem o crescimento de BRS, 

encontrados na literatura................................................................................................138 

Tabela 19 – Genes envolvidos na resistência a metais da cepa Desulfovibrio sp Fe33 e a 

comparação da presença desses genes em outras bactérias redutoras de sulfato.............141  

Tabela 20 – Caracterização do novo isolado Desulfovibrio sp Fe33, em comparação com 

espécies filogeneticamente mais próximas (D. desulfuricans, D. dechloracetivorans, D. 

caledoniensis)................................................................................................................154 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIAÇÕES 

 

ANI – Average nucleotide identity  

ARDRA – Análise de Restrição do rDNA amplificado  

As- Arsênio 

BRS – Bactérias redutoras de sulfato 

CaCl2 – Cloreto de cálcio 

CdSO4 – Sulfato de cádmio 

CETESB – Companhia Ambiental do Estado de São Paulo 

CEGH-CEL – Centro de Estudos do Genoma Humani e Células-tronco 

CIRM- Comissão Interministerial para Recursos do Mar 

CMI – Concentração Miníma Inibitória  

Co- Cobalto 

CO2 – Gás carbônico  

COT – Carbono Orgânico Total 

CONAMA – Conselho Nacional do Meio Ambiente 

Cr – Cromo 

CrSO4 – Sulfato de cromo 

Cu – Cobre 

CuSO4 – Sulfato de cobre 

DDH – Hibridização DNA-DNA 

DGGE – Eletroforese em gel com gradiente desnaturante 

DsDech – Desulfovibrio dechloroacetivorans 

DsDesu – Desulfovibrio desulfuricans  

dNTP – Desoxirribonucleotídeos fosfatados 

FAME – Ácido graxo metil ester 

Fe – Ferro 

FID – Detector de ionização em chama 

GGCD – Calculadora de distência de genoma para genoma 

H+ - Íon hidrogênio 

HAP – Hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 

Hg – Mercúrio 

H2O – água  

HS- - Sulfeto de hidrogênio 



 
 

ICP-AES - Espectrometria de Emissão Atômica com Plasma Indutivamente Acoplado 

KH2PO4 – Fosfato monopotássico 

LEFse – LDA effect size 

MgCl2 – Cloreto de magnésio 

N2 - Nitrogênio 

Mn- Manganês 

MO – Matéria Orgânica 

NaCl – Cloreto de sódio 

Na2PO4 – Fosfato dissódico 

NCBI – National Center of Biotechnology Information 

NH4Cl – Cloreto de amônio 

Ni – Níquel  

NMP - Número mais provável 

OD – Oxigênio Dissolvido 

OTU – Operational Taxonomic Unit 

Pb- Chumbo 

PCR – Reação de polimeração em cadeia 

PLFA – Perfil dos ácidos graxos fosfolipídicos 

PNUMA – Programa das Nações Unidas pelo Meio Ambiente 

RAPD – Amplificação aleatória de DNA polimórfico 

RISA – Análise do espaço ribossomal intergênico 

RMBS – Região Metropolitana da Baixada Santista 

SA – Santos 

S2- - Íons enxofre 

Se – Selênio 

SO4
2- - Íons sulfato 

SS – São Sebastião 

SSCP – Polimorfismo conformacional de fita simples 

TAE – tampão TRIS- Acetato- EDTA 

TE – tampão TRIS - EDTA 

TEBAR – Terminal Marítimo Almirante Barroso 

TEB – Tampão TRIS/EDTA/Borato 

TGGE – Eletroforese em gel de gradiente de temperatura 

UBA - Ubatuba 



 
 

UFC – Unidades Formadoras de Colônia  

Zn – Zinco 

ZnSO4 – Sulfato de zinco 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

SUMÁRIO 
 
 

Capítulo 1 – Estruturação da tese....................................................................................25 

1.1 Introdução........................................................................ ..............................25 

1.2.Objetivos........................................................................................................28 

1.2.1. Objetivos geral.............................................................................28 

1.2.2. Objetivo específico.......................................................................28 

1.3.Fluxograma....................................................................................................29 

 

Capítulo 2 – Revisão Bibliográfica.................................................................................30 

2.1.Panorama sobre a área costeira e portuária....................................................30 

2.1.1. Áreas Costeiras Brasileiras..........................................................30 

2.1.2. Zonas portuárias e a contaminação por metais............................33 

2.2.Diversidade bacteriana...................................................................................35 

2.2.1. Diversidade de microrganismos em áreas costeiras.....................35 

2.2.2. Estudo sobre a diversidade bacteriana no ambiente marinho 

brasileiro.......................................................................................36 

2.2.3. Metodologias para acessar a diversidade microbiana..................38 

2.3.Impacto da poluição por metais na comunidade microbiana.........................47 

2.4.Resistência bacteriana a metais e suas aplicações.........................................48 

2.5.Bactérias redutoras de sulfato........................................................................51 

 

Capítulo 3 - Contaminação por metais em áreas portuária e sua relação com a 

comunidade microbiana: a poluição dessas áreas pode mudar a comunidade 

microbiana?.....................................................................................................................53 

 3.1. Resumo.........................................................................................................53 

 3.2. Abstract.........................................................................................................54 

 3.3. Introdução.....................................................................................................55 

 3.4. Material e Métodos.......................................................................................56 

  3.4.1. Área de Estudo...............................................................................56 

  3.4.2. Coleta de amostras.........................................................................60 

  3.4.3. Análises fisíco-químicas do sedimento..........................................61 

  3.4.4. Determinação da contaminação orgânica......................................62 

  3.4.5. Determinação da concentração de metais......................................62 



 
 

  3.4.6. Contagem direta por epifluorescência............................................63 

  3.4.7. Processamento de amostras para isolamento de bactérias           

  heterotróficas – análise das cultiváveis....................................................64 

  3.4.8. Teste de resistência a metais..........................................................65 

  3.4.9. Identificação molecular das cepas isoladas....................................66 

  3.4.10. Análise da comunidade microbiana.............................................68 

  3.4.11. Análise dos resultados..................................................................69 

  3.4.12. Análise estatística.........................................................................70 

  3.4.13. Armazenamento das cepas isoladas com potencial    

  biotecnológico..........................................................................................70 

 3.5. Resultados.....................................................................................................71 

  3..5.1. Variáveis ambientais.....................................................................71 

  3.5.2. Contaminação orgânica..................................................................75 

  3.5.3. Análise da comunidade microbiana...............................................76 

  3.5.4. Resistência aos metais....................................................................85 

  3.5.5. Identificação das cepas isoladas.....................................................86 

 3.6. Discussão......................................................................................................87 

 3.7. Conclusão.....................................................................................................91 

 

Capítulo 4 - Efeito dos Metais em Enriquecimentos de Bactérias Redutoras de 

Sulfato.............................................................................................................................92 

 4.1. Resumo.........................................................................................................92 

 4.2. Abstract.........................................................................................................93 

 4.3. Introdução.....................................................................................................94 

 4.4. Material e métodos........................................................................................96 

  4.4.1. Área de estudo................................................................................96 

  4.4.2. Coleta de amostras.........................................................................98 

  4.4.3. Variáveis ambientais......................................................................98 

  4.4.4. Quantificação de bactérias redutoras de sulfato.............................99 

  4.4.5. Enriquecimento de bactérias redutoras de sulfato resistente a  

  metais.....................................................................................................100 

  4.4.6. Análise de metais.........................................................................101 

  4.4.7. Análise dos ácidos orgânicos.......................................................102 

             4.4.8. Análise da comunidade microbiana.............................................102 



 
 

 4.5. Resultados ..................................................................................................103 

  4.5.1. Dados físico-químicos..................................................................103 

  4.5.2. Quantificação de bactérias redutoras de sulfato e análise do   

 enriquecimento...................................................................................................104 

  4.5.3. Análise da comunidade bacteriana...............................................110 

 4.6. Discussão........................................................................ ............................113 

 4.7. Conclusão....................................................................................................118 

 

Capítulo 5 - Uma Nova Espécie de Desulfovibrio Altamente Resistente a Metais: Nível 

de Tolerância e Genes Envolvidos na Resistênci............................................................120 

 5.1. Resumo........................................................................................................120 

 5.2. Abstract.......................................................................................................121 

 5.3. Introdução...................................................................................................122 

 5.4. Material e Métodos.....................................................................................124 

  5.4.1. Enriquecimento............................................................................124 

  5.4.2. Monitoramento da atividade de BRS...........................................124 

  5.4.3. Isolamento de BRS.......................................................................126 

  5.4.4. Identificação das cepas isoladas e reconstrução filogenética.......127 

  5.4.5. Sequenciamento e análise do genoma...........................................128 

  5.4.6. Teste de resistência a metais da cepa isolada.................................129 

 5.5. Resultados...................................................................................................130 

  5.5.1. Redução de sulfato nos enriquecimentos......................................130 

  5.5.2. Filogenia e identificação dos isolados..........................................131 

  5.5.3. Análise de resistência aos metais..................................................133 

  5.5.4. Análise do genoma e dos genes de resistência encontrados...........140 

 5.6. Discussão....................................................................................................142 

 5.7. Conclusão....................................................................................................146 

 

Capítulo 6 - Caracterização da Desulfovibrio Sp Fe33– Uma Bactéria Redutora de Sulfato 

Resistente a Metais.........................................................................................................147 

 6.1. Resumo........................................................................................................147 

 6.2. Abstract.......................................................................................................148 

 6.3. Introdução...................................................................................................149 

 6.4. Material e Métodos......................................................................................150 



 
 

  6.4.1. Caracterização morfológica e bioquímica.....................................150 

  6.4.2. Caracterização fisiológica............................................................150 

 6.5. Resultados e Discussão...............................................................................152 

 6.6. Conclusão....................................................................................................158 

Capítulo 7 – Considerações Finais.................................................................................160 

8. Referências................................................................................................................163 

ANEXO 1...................................................................................................... ................186 

ANEXO 2......................................................................................... .............................187 

ANEXO 3......................................................................................................................188 

   

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



25 
 

CAPÍTULO 1 
 

Estruturação da tese 

 
 

1.1 INTRODUÇÃO 
 

A poluição nos ecossistemas costeiros se tornou um sério problema ambiental em 

várias partes do mundo, afetando diversos países (ELOFSSON et al., 2003).  

Em geral toda a orla marítima está sujeita a vetores de desenvolvimento em franco 

processo de expansão, dentre os quais destacam-se o turismo, a aquicultura, a implantação 

de parques eólicos, as grandes estruturas industriais, portuárias e logísticas, ligadas, 

sobretudo, à exploração petrolífera “offshore”, e seus efeitos multiplicadores, como os 

produzidos pela descoberta e exploração da Formação Pré-Sal. Tais atividades, tem 

contribuído para acelerar a expansão urbana irregular, com todos os problemas e impactos 

dela decorrentes, como o lançamento de esgotos e efluentes industriais (MMA, 2017). 

Atividades portuárias são consideradas fonte importante de contaminação para o 

ambiente marinho, devido ao lançamento de hidrocarbonetos e derivados, poluição por 

substâncias tóxicas decorrentes de tintas anti-incrustantes, perdas durante operações de 

carga e descarga de “containers”. Além do tráfego constante de navios que também faz 

com que exista a necessidade de dragagens contínuas de sedimentos para manter a 

profundidade do canal, causando a ressuspensão de contaminantes depositados nesses 

sedimentos (ABESSA et al., 2008).  

Dentre os contaminantes mais sérios e persistentes estão 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 nutrição de plantas e 

animais, enquanto outros, como cádmio (Cd), chumbo (Pb), arsênio (As) e selênio (Se), 

exercem efeitos deletérios sobre vários componentes da biosfera (ALLOWAY, 1995). Os 

aumentos nas concentrações de metais no ambiente devido às atividades poluidoras vêm 

se destacando mundialmente no cenário de poluição ambiental. 

O compartimento marinho mais afetado em relação a essa contaminação é o 

sedimento. Os metais são retidos nos sedimentos por causa das condições anaeróbicas 

aliadas a outras condicionantes (granulometria fina, pH ácido, entre outros), além de 

serem tipicamente redutores, aprisionando metais (TAM & WONG, 2000). 

Metais podem influenciar toda a biota presente nesse compartimento, inclusive 

microrganismos, que estão presentes em grandes densidades, e que acabam sendo o 
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primeiro passo de transferência de substâncias tóxicas para níveis tróficos superiores  

(POOLE & GADD, 1989). 

Metais apresentam papel importante nos processos que envolvem microrganismos. 

Metais como cálcio, zinco, níquel, ferro, potássio, magnésio, manganês, cobalto são 

nutrientes essenciais em baixas concentrações. Esses elementos participam de reações 

bioquímicas de catálise, estabilizadores de proteínas e da parede celular bacteriana, além 

de manter o balanço osmótico da célula (HUGHES & POOLE,1980; POOLE & GADD, 

1989; JI & SILVER, 1995).  Em contrapartida, metais em altas concentrações são tóxicos 

aos microrganismos pois podem causar alterações na estrutura conformacional de ácidos 

nucleicos e proteínas, além de interferir na fosforilação oxidativa e balanço osmótico 

(POOLE & GAD, 1989). 

 Portanto, metais podem mudar o tamanho, a composição e a atividade da 

comunidade microbiana (GILLER, 1998). O estresse abiótico causado por metais, nas 

suas formas orgânica e inorgânica, 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 tópico de crescente preocupação 

ambiental, umas vez que os microrganimos são grandes responsáveis pelos ciclos 

biogeoquímicos 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 são afetadas pelo impacto e poluição antrópica quando 

comparado a áreas ainda preservadas.  

 Além disso, a presença de metais no ambiente causam pressão seletiva em 

bactérias que acabam desenvolvendo mecanismos para combater o estresse causado por 

eles. Esses mecanismos incluem a formação e fixação desses metais em complexos, 

redução de um metal a uma espécie menos tóxica 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 tolerância, podendo ser 

utilizadas como indicadoras de contaminação por metais (DIAZ-RAVINA & 

BAATH,1996). 

 Existem diversos grupos de microrganismos que, quando desenvolvem esses 

sistemas de tolerância a metais, podem ser aliados na descontaminação de áreas afetadas 

por esse tipo de poluição. 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 

anaeróbios que através de seu metabolismo usam sulfato como aceptor de elétrons no 

processo de oxidação de compostos orgânicos, gerando sulfeto. Em locais com 

concentrações altas de metais, o sulfeto se liga aos mesmos formando sulfeto metálico. 

Sulfetos metálicos são insolúveis e precipitam naturalmente, facilitando assim sua 

separação e retirada de efluentes ou resíduos contaminados (CASTRO et al., 2000). 

 Muitos estudos têm 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 é prejudicado pois esses 

microrganismos acabam não sendo tão tolerantes a concentrações tóxica de metais 

presentes nesses efluentes (FANG & HUI, 1994).  

 Dessa maneira, encontrar microrganismos resistentes se torna ainda mais 

relevante nessa busca de solução para esse problema ambiental. As áreas portuárias são 

áreas onde, geralmente, existe uma contaminação a longo prazo e onde a comunidade 

microbiana como um todo foi exposta a esse tipo de toxicidade. Dessa maneira, existe a 

hipótese de que nessas áreas seja possível visualizar como a comunidade microbiana se 

adapta e muda sua composição para sobreviver a esse tipo de estresse ambiental e também 

no qual são favorecidos microrganismos resistente aumentando a chance do isolamento 

de bactérias potenciais para serem usadas em aplicações biotecnológicas para a 

remediação de locais e efluentes contaminados por metais.   
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1.2. OBJETIVOS  
  

1.2.1. Objetivo Geral  
  

Avaliar a influência da contaminação de metais na composição e na dinâmica da 

comunidade bacteriana em áreas costeiras e na seleção de cepas resistentes a metais, 

podendo isolar cepas com potencial biotecnológico.  

  
1.2.2.  Objetivos específicos  

  
 Caracterizar as áreas de estudo (Porto de Santos, porto de São Sebastiao e praia 

da Fazenda em Ubatuba) em relação aos parâmetros físico-químicos, ambientais 

e de contaminação orgânica e inorgânica; 

 Analisar a abundância e diversidade bacteriana em diferentes níveis de 

contaminação por metais, isolando e identificando, através de testes bioquímicos 

e moleculares, bactérias cultiváveis e não cultiváveis, presentes nas áreas de 

estudo;  

 Verificar a resistência a metais com as cepas de bactérias isoladas nas áreas de 

estudos; 

 Identificar fatores que contribuem para seleção, através da correlação dos dados 

encontrados com variáveis ambientais e com os níveis de contaminação orgânica 

e por metais; 

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

metais e com potencial para serem utilizadas em processos de biorremediação;   
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1.3. FLUXOGRAMA  
 

 
A figura 1 apresenta o fluxograma das atividades realizadas durante o doutorado 

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

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

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

metais em áreas portuárias assim como seu perfil de resistência e uma segunda parte que 

utiliza o sedimento contaminado de áreas portuárias para tentar isolar grupos de bactérias 

importantes para processos biotecnológicos de remoção dos metais. 

 

Figura 1- Fluxograma do projeto durante os 4 anos de execução (M.O. – matéria orgânica; C.O.T. – carbono orgânico 
total; O.D.- oxigênio dissolvido). 
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CAPÍTULO 2 
 
 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. PANORAMA SOBRE ÁREAS COSTEIRAS E PORTUÁRIAS 
 
2.1.1.  Áreas Costeiras Brasileiras 
 

A zona costeira brasileira apresenta-se com mais de 8500 km de extensão (Figura 2). 

A região abrange 17 estados, e sua faixa continental abriga 13 das 27 capitais brasileiras, 

incluindo algumas das principais regiões metropolitanas, onde vivem milhões de pessoas 

(MMA, 2017). 

 
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 litorânea é possível identificar uma grande diversidade de 

paisagens como dunas, ilhas, recifes, costões rochosos, baías, estuários, brejos e falésias. 

Dependendo da região, o aspecto é totalmente diferente do encontrado a poucos 

quilômetros de distância. 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, às diferenças climáticas e geológicas (WWF, 2017). 

A concentração populacional indica alto grau de intervenção humana (ou 

antrópica) nos recursos naturais do bioma. Segundo dados da Comissão Interministerial 

para Recursos do Mar (CIRM), aproximadamente um quarto da população brasileira vive 

na zona costeira, somando 50 milhões de habitantes. Esse fator já traz indícios de que as 

áreas costeiras sofrem inúmeros impactos ambientais. Apesar disso, a zona costeira 

brasileira constitui uma região de transição ecológica e desempenha importante papel no 

desenvolvimento e reprodução de espécies, bem como nas trocas genéticas entre os 

ecossistemas terrestres e marinhos (MMA, 2017).  

De acordo com o documento Panorama Global da Biodiversidade, lançado pelo 

Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), ecossistemas costeiros 

e marinhos continuam sofrendo a redução de sua extensão, ameaçando uma de suas 

funções básicas imprescindíveis, a absorção de dióxido de carbono (CO2) da atmosfera, 

fundamental na mitigação das mudanças climáticas globais. 

 Além de acolher uma ampla variedade de seres vivos, esses ecossistemas 

proporcionam serviços essenciais à sobrevivência humana, como alimentos, manutenção 

do clima, purificação da água, controle das inundações e proteção costeira, bem como o 

turismo e lazer.  

No Estado de São Paulo, a Zona Costeira apresenta uma extensão de 700 km e 

uma área de cerca de 27.000 km², incluindo 36 municípios e abrigando a maior parte da 

Mata Atlântica existente no Estado. De acordo com as características 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 divisão de acordo com as características socioambientais da zona costeira do estado de 

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

 
 
 A Baixada Santista abrange os municípios de Bertioga, Guarujá, Santos, São 

Vicente, Cubatão, Praia Grande, Mongaguá, Itanhaém e Peruíbe. Concentra o parque 

industrial de Cubatão e o complexo portuário de Santos, e se caracteriza pela grande 

diversidade de funções presentes nos municípios que a compõem – seja no campo 

produtivo, no de consumo ou no de habitação. Em nível estadual, destaca-se no setor 

industrial e de turismo e, em nível regional, nas atividades relativas à construção civil, à 

pesca, aos comércios atacadista e varejista, ao atendimento à saúde, educação e transporte 

e ao sistema financeiro. As atividades de suporte ao comércio de exportação, originadas 

pela proximidade do complexo portuário, também têm presença marcante na região 

(SMA, 2017). 

 O Litoral Norte abrange os municípios de São Sebastião, Ilhabela, Caraguatatuba 

e Ubatuba e caracteriza-se pela diversidade de recursos naturais e elevado potencial 

turístico, que podem ser ameaçados em decorrência da intensa especulação imobiliária, 

do parcelamento irregular do solo, da pesca predatória e das estruturas náuticas e 

atividades portuárias em desconformidade com relação à conservação dos recursos 

marinhos (SMA, 2017). 
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 Portanto, é evidente, que essas áreas costeiras se apresentam como prioritárias 

para realização de estudos técnicos e científicos devido a sua importância ecológica e 

econômica e ao mesmo tempo, por sofrerem inúmeros impactos ambientais e ameaças ao 

seu ecossistema e biodiversidade (MMA, 2010). 

 

2.1.2. Zonas Portuárias e contaminação por metais 
 

 As áreas portuárias são áreas extremamente importantes do ponto de vista 

econômico. Através delas, escoa-se grande parte da produção da indústria e da 

agropecuária de um país. Dessa maneira, estas áreas apresentam grande movimentação 

de embarcações e proximidade a grandes adensamentos populacionais e de indústrias 

(DEGRASSI, 2001). 

Os portos marítimos são sempre fontes significativas de poluição ambiental 

devido ao fato de que suas atividades estão associadas a uma contaminação particular dos 

ambientes aquáticos, especialmente o sedimento. Os contaminantes entram no meio 

aquático através do tráfego de embarcações, carregamento de “containers”, reparos e 

dragagem, além do escoamento da água da chuva, descarga de efluentes, entre outros 

(GUERRA-GARCIA, 2005). Além disso, o movimento contínuo de navios e o intenso 

tráfego em uma área confinada aumentam a frequência de acidentes, muitas vezes 

causando risco de liberação de materiais perigosos na área portuária (TROZZI, 2000). 

Estudos recentes tentam avaliar a qualidade ambiental de áreas portuárias para 

regulação e manejo dessas áreas uma vez que sustentabilidade ecológica e a produtividade 

biológica dos ecossistemas costeiros e marinhos dependem em grande parte da qualidade 

da água costeira. Acredita-se que as regiões costeiras tenham uma biodiversidade mais 

rica do que as regiões oceânicas abertas (JAHAN & STREZOV, 2017). 

Ao redor do mundo todo áreas portuárias sofrem com contaminação. Diversos 

estudos mostram que áreas portuárias são frequentemente associadas a poluição aquática 

e servem como dispersores de contaminação para diversos contaminantes (RIBA et al., 

2005; PEREIRA et al., 2007; BURUAEM, 2012).  

 De todos os contaminantes, os metais têm sido considerados dos mais 

preocupantes, devido as suas toxicidades e à capacidade de se acumular no ambiente. 

Buruaem et al. (2012) demostraram em várias regiões portuárias ao redor do mundo os 

níveis de metais encontrados e é possível encontrar altos níveis para vários metais em 

vários dos portos estudados (tabela 1). 
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Tabela 1 – Concentrações de metais (µg g-1) em diferentes regiões portuárias. 

Localização Hg Cd Cr Cu Ni Pb Zn Autor 

Porto de Victoria - 2,61-3,333 57,5-601,2 45-3789,5 23,6-177,1 47,4-138,1 97,9-610,4 A 

Porto de Rotterdam <0,2-0,8 <0,5-1,8 - <5-40 <5-20 <10-60 15-190 B 

Porto de Montevideo  0,6-1,3 <1,0-1,6 79-253 59-135 26,34 44-128 174-491 C 

Porto de Barcelona - 4-1,4 45-95 70-195 18-27 85-130 180-300 D 

Porto de Ceuta - - 13-381 5-865 8-671 10-516 29-696 E 

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 F 

Sistema Estuarino de Vitoria 0,03-0,82 - 35-280 5-660 6-245 5-292 27-812 G 

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 H 

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 I 

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 I 

Porto de Pecém  <0,03-0,04 <0,60-1,28 17,68-63,13 5,49-18,77 11,48-24,71 <2,00-3,55 215,03-639,95 I 

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-García and 

García-Gómez (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 não é diferente. No porto de Santos muitos tipos de fontes 

poluidoras são observadas. No município de Cubatão foram instaladas, a partir da década 

de 1950, importantes indústrias petroquímicas, metalúrgicas, fertilizantes, entre outras, 

aproveitando-se das facilidades do maior porto marítimo do País, o Porto de Santos. O 

material poluente lançado na região por essas indústrias levou a um processo de 

degradação ambiental intenso na região (VIRGA & GERALDO, 2008). 

 Um estudo realizado pela CETESB (2001) demonstrou que toda a região estuarina 

Santos-São Vicente se caracteriza como uma região altamente impactada pela 

contaminação por metais e outros compostos. Uma série de outros estudos também 

analisaram a concentração de metais no porto de Santos e também demonstraram 

concentrações de metais como Zn, Cr, Cd, Cu, Hg apresentam-se acima de valores 

aceitáveis (PINTO et al., 2015; ABESSA et al., 2008; BURUAEM et al., 2012). 

 No porto de São Sebastião, segundo a DDS System (2013), o Terminal Aquaviário 

Almirante Barroso (TEBAR), localizado em São Sebastião (SP) é o maior terminal 

aquaviário da América do Sul, sendo responsável pela movimentação diária de 600 mil 

barris ou 4 bilhões de litros de petróleo por mês, que representam 50% de todo o petróleo 

consumido no Brasil. Com 40 tanques que armazenam um total de 1,2 bilhão de litros de 

petróleo e derivados ou o equivalente a 8 milhões de barris, o Tebar também é a unidade 

que possui a maior tancagem entre todos os terminais da Petrobras. 
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 Dessa maneira, nessas regiões é possível estudar o impacto de metais no 

ecossistema e na biota como um todo. Os microrganismos acabam sendo o primeiro nível 

trófico afetado pela toxicidade de certos poluentes.   

 

2.2. DIVERSIDADE BACTERIANA  
 

 Os microorganismos tem habitado a Terra por mais de 3,7 bilhões de anos e ainda 

dominam em termos de biomassa e diversidade. Comunidades bacterianas complexas são 

encontradas em essencialmente todos os ecossistemas naturais, incluindo solos, plantas e 

águas superficiais e subterrâneas (ØVREÅS, 2000). 

 A comunidade microbiana apresenta grande importância na manutenção das 

funções dos diferentes ecossistemas, que incluem: ciclagem de nutrientes, produção 

primária, decomposição da matéria orgância e regulação do clima (QUERO et al., 2015; 

BRUCE et al., 2012).  

 

2.2.1. Diversidade de microrganismos em áreas costeiras 
 

Diversos estudos mostram que populações bacterianas marinhas são 

complexas, de ampla distribuição e geralmente apresentam uma variedade de grupos 

ainda não identificados ou não cultivados. Muitos avanços tecnológicos têm 

contribuído para melhorar a compreensão dos processos mediados por bactérias nos 

ambientes marinhos (VITORINO & BESSA, 2018). 

Embora grandes populações de bactérias estejam bem documentadas em águas 

costeiras e sedimentos, sua diversidade e variações espaço-temporais permanecem 

amplamente inexploradas (BRUCE et al., 2012). 

Estimativas recentes revelam que especialmente sedimentos costeiros abrigam 

os maiores valores de abundância e diversidade microbiana no ambiente marinho. 

Esse fator, se deve em parte às heterogeneidades presentes nesse compartimento como 

a estratificação do potencial redox e disponibilidade de nutrientes que acabam por 

moldar a comunidade (HUA et al., 2017).  

Outro fator que demonstra a grande importância nos estudos de diversidade 

microbiana, é que os ambientes costeiros sofrem muitas alterações por consequência 

da atividade antrópica (JAHAN & STREZOV, 2017). Essas alterações podem levar 

a consequências 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 são extremamente sensíveis a mudanças 

em seus ambientes devido ao seu tamanho, rápido crescimento e plasticidade 

genômica (QUERO et al., 2015). Dessa maneira, o estudo da diversidade microbiana 

e suas variações acaba sendo ferramenta importante para avaliar a consequência do 

impacto antrópico na saúde 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 

biológica de macrorganismos do mundo. Além disso é um dos 17 países que 

compartilham quase 70% dos animais e plantas catalogados e é reconhecido como um 

dos países mais megadiversos (LANDIM et al., 2010; CDB, 2013; MITTERMIER et 

al., 2004). Esta biodiversidade é frequentemente relacionada à grande variabilidade 

climática e geomorfologia. 

A diversidade biológica é um importante recurso, não só para os serviços 

ambientais que fornece, mas também para o seu potencial como um recurso no 

desenvolvimento de uma gestão sustentável de ecossistemas e oportunidades para 

bioprospecção (PYLRO et al., 2014; THOMPSON et al., 2018). 

Apesar de sua importância, a diversidade microbiana brasileira ainda é 

considerada em grande parte desconhecida. Estudos da diversidade microbiana são 

comparativamente muito mais escassos. Por exemplo, apenas recentemente a 

diversidade microbiana dos solos da Amazônia, do Cerrado e do ambiente marinho 

foram estudados de forma sistemática (BRUCE et al., 2012). 

De acordo com uma revisão 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). 

Seqüenciamento pelo método de Sanger foi usado extensivamente até poucos anos 

atrás para determinar a diversidade genética após 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 começaram a ser 

feitos há pouco mais de uma década atrás (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 São Paulo e Rio de Janeiro e apenas o Ceará 

como representante da região nordeste. Além disso, as áreas de manguezal e corais 

são os ambientes mais estudados.  

 

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

BIOMA LOCAL TÉCNICA MOLECULAR AMOSTRA REFERÊNCIA 

Manguezal Rio de Janeiro Sequenciamento do 
gene 16S rRNA e T-
RFLP 

sedimento (Brito et al. 
2006 ) 

Manguezal Rio de Janeiro Sequenciamento do 
gene 16S rRNA 

rizosfera (Maciel-Souza 
et al. 2006 

Manguezal Ceára Análise de PCR do 
gene16S rRNA e 
DGGE  

água (Sousa et al., 
2006) 

Estuário da Baía de 
Guanabara 

Rio de Janeiro 16S rRNA PCR, 
DGGE, e biblioteca de 
clones 

água (Vieira et al. 
2007 ) 

Baía de Guanabara Rio de Janeiro ITS rRNA DGGE e 
biblioteca de clones do 
gene16S rRNA  

água (Clementino et 
a., 2007) 

Rio de Itanhaém São Paulo 16S rRNA PCR e 
biblioteca de clones 

água (Carvalho et 
al. 2007 ) 

Manguezal Rio de Janeiro 16S rRNA PCR, 
DGGE, e biblioteca de 
clones 

sedimento (Gomes et al., 
2008) 

Baía de Guanabara Rio de Janeiro Biblioteca de clones do 
gene16S rRNA  

água (Vieira et al., 
2008) 

Baía de Guanabara Rio de Janeiro Biblioteca de clones do 
gene16S rRNA 

água, 
sedimento e 
esponja 

(Turque et al. 
2008) 

Banco de Abrolhos Bahia 16S rRNA PCR e 
biblioteca de clones 

coral (Reis et al., 
2009) 

Ilha do Caboclo e Praia 
da Tartaruga 

Rio de Janeiro 16S rRNA PCR, 
DGGE, e biblioteca de 
clones 

Esponja (Hardoim et 
al. 2009 ) 

Baía de Sepetiba Rio de Janeiro 16S rRNA PCR e 
biblioteca de clones  

água (Almeida et 
al., 2009) 

Baía de Guanabara e 
de Sepetiba 

Rio de Janeiro 16S rRNA e biblioteca 
de clones 

água e 
esponja 

(Turque et al. 
2010 ) 

Aquipélago de 
Cagarras e Praia 
Vermelha 

Rio de Janeiro 16S rRNA PCR e 
sequenciamento 

esponja (Fontana et al. 
2010 

Praia de Guaeca, Ilhota 
da Prainha e Ilha de 
Toque-Toque  

São Paulo ITS rRNA PCR, 
ARDRA, e 
sequenciamento 

esponja, 
ascídias e 
algas 

(Menezes et 
al. 2010 ) 

Praia da Tartaruga Rio de Janeiro 16S rRNA PCR e 
biblioteca de clones 

coral (Lins-de-
Barros et al. 
2010 ) 

Banco de Abrolhos Bahia 16S rRNA PCR e 
biblioteca de clones 

coral (de Castro et 
al. 2010) 

Baía de Guanabara Rio de Janeiro Pirosequenciamento do 
gene 16S rRNA  

água (Thompson et 
al. 2011) 
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BIOMA LOCAL TÉCNICA MOLECULAR AMOSTRA REFERÊNCIA 

Cabo Frio Rio de Janeiro 16S rRNA PCR, 
DGGE, e biblioteca de 
clones 

água (Cury et al. 
2011 ) 

manguezal de Cananéia 
e Bertioga 

São Paulo Pirosequencimento do 
gene 16S rRNA   

sedimento (Andreotte et 
al., 2012) 

São Sebastião channel 
and Buzios Island 

São Paulo and 
Rio de Janeiro 

Contrução de biblioteca 
16S e 
pirosequenciamento 

água, 
sedimento e 
muco 
(coral) 

(Carlos et al., 
2013) 

Ilha do Cardoso São Paulo T-RFLP e 
pirosequencianento do 
gene 16S rRNA   

sedimento (Mendes e 
Tsai, 2014) 

Barra Grande 
mangrove 

Ceará T-RFLP sedimento (Rocha et al., 
2016) 

Baía de Camamu Bahia Sequenciamento MiSeq  água (Effe et al., 
2018) 

     
* Modificado de Bruce et al., 2012. 

 

Dessa maneira fica visível como o Brasil ainda precisa de estudos mais 

aprofundados e que abrajam mais regiões para que possamos preencher as lacunas quando 

levamos em consideração a grande diversidade brasileira. 

Apesar da escassez de trabalhos, alguns estudos já documentaram regiões com 

populações bacterianas altamente diversas (ROCHA et al., 2016; HUA et al., 2017) e 

com microbioma muito específico (HUA et al., 2017).  Entretanto, ainda precisamos 

entender como os diversos tipo de contaminantes influenciam na diversidade e na 

composição da comunidade, quais são os grupos que resistem a essas condições adversas 

e quais grupos tem sua população diminuida. 

Além disso, ainda é necessário estudar quais as implicações que essas mudanças 

de composição podem trazer ao ecossistema, uma vez que muitos grupos bacterianos são 

extremamente importantes na ciclagem de nutrientes. Poucos estudos conseguiram 

demonstrar essas correlações e ainda muito pouco se sabe (QUERO et al., 2015). Esse 

fator se torna mais importante quando leva-se em consideração que o Brasil sofre muitos 

impactos antrópicos 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 abundância 

relativa e determinar estrutura das comunidades (AMANN et al., 2001).  

 Esses métodos tradicionais foram amplamente utilizados durante muito tempo 

como única forma para se conseguir acessar informações 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 limitações. As principais dificuldades encontradas foram a falta de 

representatividade observada na comparação entre as comunidades criadas e cultivadas 

no seu próprio nicho ecológico com as comunidades microbianas que são obtidas em 

meios de cultivo (FELSKE et al., 1999). Muito disso se deve ao fato da incapacidade em 

se mimetizar as condições ambientais em meios de cultivo. Dessa maneira, uma grande 

parte de microrganismos não são capazes de crescer em cultivos in vitro. Portanto, 

métodos dependentes de cultivo utilizados para avaliar a comunidade microbiana acabam 

por subestimar a riqueza, abundância e diversidade de espécies (TYSON & BANFIELD, 

2005).  

 Esse cenário começou a mudar a partir de 1980 quando Torsvik (1980) publicou 

o primeiro protocolo de extração 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 avanços foram realizados e hoje com apenas 1 g de amostra o DNA pode ser 

extraído em menos de 30 minutos.  Com o advento das técnicas de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1988) e sequenciamento de DNA (SANGER et al., 

1977), os métodos moleculares têm sido extremamente importantes na identificação e 

estudo na comunidade de microrganismos.  

 Estas técnicas se baseiam na amplificação de uma região do DNA específica de 

um grupo de microrganismo (para bactérias a região 16S rDNA) por PCR e posterior 

caracterização por clonagem e sequenciamento. A região codificadora do 16S rRNA 

apresenta diversas porções, dentre elas algumas conservadas e outras hipervariáveis 

numeradas de 1 a 9 (V1 a V9) e estas são diversificadas entre as espécies bacterianas  

(Figura 4). Assim, essas sequencias se tornaram padrão na determinação de relações 

filogenéticas, na avaliação da diversidade em amostras ambientais e na detecção e 

quantificação de populações específicas (LIU & STAHL, 2002).  
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Fonte: sueishaqlab.org/tag/16s-rrna/ 

Figura 4- Esquema do gene 16rRNA com suas regiões hipervariáveis de V1a V9. 

 

 Outros métodos para estudo da comunidade global consistem na análise de 

restrição do rDNA amplificado (ARDRA), no polimorfismo do tamanho do fragmento de 

restrição terminal (TRFLP), na amplificação aleatória de DNA polimórfico (RAPD), na 

análise do espaço ribossomal inter gênico (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 & ØVREAS, 2002). 

Existem ainda métodos que se baseiam no perfil dos ácidos graxos Fosfolipídico (PLFA) 

e ácido graxo Metil Éster (FAME) para obter um perfil da comunidade bacteriana 

(KOZDRÓJ & van ELSAS, 2001). Uma visão geral das técnicas e de suas aplicações é 

apresentada na Figura 5. 

 

 

 
Figura 5 – Metodologias para análise de comunidades microbianas (Adaptado de Kozdrój & van Elsas, 

2001).  
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 Dentre as técnicas idealizadas para se ter acesso à fisiologia e à genética de 

microrganismos não cultiváveis, a metagenômica desempenha papel central. O 

desenvolvimento da metagenômica, na verdade, é considerado o evento mais marcante 

no campo da ecologia microbiana nos últimos dez anos (THOMAS et al. 2012). Trata-se 

da análise genômica 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 possível análises de amostras ambientais de solo, de água ou mesmo associadas a 

hospedeiros eucariontes (HANDELSMAN, 2004), colocando sob foco de estudo os 

aproximadamente 99% das espécies microbianas que não podem ser cultivadas. Outros 

termos também são utilizados para descrever essa metodologia, como: genômica 

ambiental, ecogenômica, genômica de comunidades e metagenômica, todos 

intercambiáveis (CHISTOSERDOVA, 2010). 

 A metagenômica só pode ser desenvolvida através do desenvolvimento de 

técnicas de sequenciamento mais modernas, capazes de sequenciar um grande número de 

sequências de uma vez, em um curto espaço de tempo e com um baixo custo para sua 

realização. 

 Atualmente, as técnicas de sequenciamento são amplamente aplicadas ao estudo 

da diversidade microbiana. O desenvolvimento e aprimoramento dos sequenciadores de 

primeira geração (baseado no método de Sanger), e mais recentemente, os de segunda 

(piro sequenciamento) e terceira (íon sequenciamento) gerações 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 adição de nucleotídeos modificados, chamados didesoxiribonucleotídeos. 

Quando os ddNTP’s tentam se ligar com a fita de DNA, com a ausência do OH, os 

próximos nucleotídeos não têm onde se ligar e a replicação para. Assim é possível obter 

fitas do mesmo DNA com número de resíduos diferentes (SANGER et al., 1977). Mas 

para sequenciar grandes quantidades de DNA ou então o genoma inteiro, essa 

metodologia começou a ter muitas desvantagens. Era necessária fragmentação do DNA e 

construção de clones, fazendo com que essa metodologia, para esse objetivo se tornasse 
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cara, dependesse de muito tempo de preparação de amostras e com maior quantidade de 

erros. 

 
Fonte: Adaptado de Estevezj (CC BY-SA 3.0).  

Figura 6 - Metodologia de Sanger esquematizada: 1) Reação: Mistura de iniciadores, DNA molde, 

DNA polimerase, ddNTPs com fluorocromos; 2) Elongação e terminação da cadeia de DNA; 3) 

Eletrofose em gel capilar para separação dos fragmentos de DNA; 4) Detecção por laser dos 

fluorocromos e análise computacional da sequência.  

 

 O sequenciamento de segunda geração apareceu para sanar alguns desses 

problemas. Essas novas metodologias possuem como características comuns um poder de 

gerar informação 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 geração faz uso da clonagem in vitro e de sistemas de suporte 

sólido para as unidades de sequenciamento, não precisando mais do intensivo trabalho 

laboratorial de produção de clones bacterianos, da montagem das placas de 

sequenciamento e da separação dos fragmentos em géis (CARVALHO & SILVA, 2010). 

 Dentre as novas plataformas de sequenciamento, duas já possuem ampla 

utilização 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 geração (RONAGHI et al., 1998). A 

leitura da sequência nesse sistema é realizada a partir de uma combinação de reações 
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enzimáticas que se inicia com a liberação de um pirofosfato, oriundo da adição de um 

desoxinucleotídeo à 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 câmera CCD (charge-coupled device) 

acoplada ao sistema 

 
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 

são selecionados para o sequenciamento. (b) PCR em emulsão: Os fragmentos são ligados às 

microesferas magnéticas por meio do pareamento com sequências curtas complementares presentes na 

superfície da microesfera. Apenas um único tipo de fragmento se liga a uma determinada microesfera. 

As microesferas são capturadas individualmente em gotículas oleosas onde a PCR em emulsão ocorre. 

Milhares de cópias do fragmento alvo são produzidas nessa fase. (c) Sequenciamento: As microesferas 

ligadas às sequências alvo fita simples são capturadas individualmente em poços no suporte de 

sequenciamento. São fornecidos os reagentes para a reação de piro sequenciamento, e o sinal de luz 

emitido é identificado a cada base incorporada, em cada poço de sequenciamento. 

 
 

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

de Sanger, pela síntese através da enzima DNA polimerase e de nucleotídeos 
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terminadores marcados com diferentes fluoróforos (Figura 8). A diferença inovadora 

consiste no fato da execução do método de clonagem dos fragmentos in vitro ser realizada 

em uma plataforma sólida de vidro (PCR de fase sólida) (FEDURCO et al., 2006). 

Primeiramente, realiza-se a fragmentação de forma aleatória e, esses fragmentos serão, 

posteriormente, ligados a adaptadores localizados nas duas extremidades. A adesão das 

moléculas de DNA fita simples ocorre por afinidade ao suporte sólido, local onde se 

encontram os oligonucleotídeos 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 dá-se 

início a PCR, fazendo uso da extremidade 3’ livre do oligonucleotídeo como primer. Já 

durante a etapa de desnaturação, essa ponte é desfeita através do uso de altas 

temperaturas. Posteriormente, a etapa de anelamento é repetida, dando origem a novas 

estruturas em ponte, iniciando um novo ciclo de amplificação. É importante destacar que 

nesta plataforma podem ser gerados fragmentos tanto paired-end quanto single-read para 

a preparação de bibliotecas de DNA. No momento em que ocorrer uma quantidade 

suficiente desses ciclos, serão obtidos clusters de moléculas idênticas ligadas ao suporte 

e, através da incorporação de nucleotídeos terminadores marcados e da excitação a laser, 

é gerado sinal, que será captado por um aparelho que realizará a leitura e a interpretação 

dos possíveis nucleotídeos componentes da cadeia. O procedimento de leitura é feito de 

forma sequencial, o que permite a montagem da sequência completa de cada um dos 

clusters gerados (Figura 8) (TURCATTI et al., 2008). 
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Fonte: CARVALHO & SILVA (2010) 

Figura 8- Representação esquemática do princípio tecnológico da plataforma Illumina. O DNA é 

fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em ambas as extremidades (A). As moléculas 

de DNA fita simples são aderidas por afinidade ao suporte sólido onde estão também aderidos em alta 

densidade oligonucleotídeos complementares aos adaptadores A e B (B). Durante a etapa de 

anelamento (C), no primeiro ciclo de amplificação da PCR em fase sólida, o adaptador da extremidade 

livre da molécula aderida ao suporte encontra seu oligonucleotídeo complementar no suporte, 

formando uma estrutura em ponte. Uma vez fornecidos os reagentes necessários, a PCR é iniciada 

utilizando a extremidade 3’ livre do oligonucleotídeo como primer (C e D). Na etapa de desnaturação 

(E), a “ponte” é desfeita mediante elevação de temperatura. Repete-se a etapa de anelamento (F), 

formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo de amplificação. Após uma série desses 

ciclos, serão obtidos clusters de moléculas idênticas ligadas ao suporte (G). Com a incorporação de 

nucleotídeos terminadores marcados e excitação a laser (H), é gerado sinal, o qual é captado por 

dispositivo de leitura e interpretado como um dos quatro possíveis nucleotídeos componentes da cadeia 

(I). O processo de incorporação de nucleotídeo marcado, excitação e leitura é repetido para cada 

nucleotídeo componente da sequência (J, K). A leitura é feita de forma sequencial, o que permite a 

montagem da sequência completa de cada cluster (L). 
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 Além dessas plataformas apresentadas ainda existem a ABI Solid e o Ion Torrent. 

E atualmente já existem sequenciadores de terceira geração, que são capazes de 

sequenciar uma única molécula de DNA sem a necessidade de amplificação. 

 O mais importante é que essas metodologias são capazes, de através de amostras 

ambientais, obter sequencias dos procariotos presentes. Aliados a bioinformática é 

possível analisar esse imenso conjunto de dados, obtendo-se assim informações sobre 

abundância, diversidade, riqueza de espécies entre outros. Fazendo assim uma análise 

completa da comunidade microbiana com custos relativamente baixos.  

 Um volume de dados gigantesco vem sendo gerado, o que requer o 

desenvolvimento de ferramentas de análise mais eficientes e capazes de incluir a grande 

parcela da comunidade científica com recursos computacionais limitados (WILKE et al., 

2012). Para estudar tais dados, um passo crucial é a classificação das sequências, feitas 

em geral através de buscas por similaridade (WILKE et al., 2012). Para tanto, as 

sequências obtidas são comparadas com sequências pertencentes a uma variedade de 

bancos de dados. Estes são repositórios biológicos digitais compostos de sequências de 

ácidos nucleicos, proteínas ou outro polímero, armazenadas em um computador. 

 Considerando que nenhum banco de dados é capaz de cobrir todas as funções 

biológicas, a habilidade de visualizar e compilar informações obtidas em diferentes 

bancos de dados em um único local é essencial e foi implementada nas versões mais 

recentes de algumas plataformas de comparação de metagenomas (THOMAS et al., 

2012). Tais plataformas tornam possível depositar, processar e analisar conjuntos de 

dados de metagenomas, sendo o MG-RAST (GLASS et al., 2010), o IMG/M 

(MARKOWITZ et al., 2008) e o CAMERA (SUN et al., 2011) os três sistemas 

proeminentes. 

 O MEGAN (do inglês, MEtaGenome ANalyzer – Analisador de metagenomas) é 

outra ferramenta utilizada para comparar todas as sequências obtidas no sequenciamento 

com um ou mais bancos de dados de referência utilizando BLAST. O programa utiliza o 

resultado da comparação como a entrada e gera dendogramas taxonômicos ou funcionais 

(HUSON et al., 2007), o que torna a comparação de diferentes grupos taxonômicos e 

funcionais visualmente mais fácil, contribuindo para a interpretação dos dados 

(THOMAS et al., 2012). 

 Também foi necessário o desenvolvimento de programas de análises estatística 

para análise de tais dados. Por muito tempo, o aspecto estatístico foi uma questão que 

preocupou muitos ecólogos microbianos por não se saber se os métodos disponíveis eram 
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adequados para analisar comunidades microbianas. A razão para tal incerteza é que tais 

comunidades constituíram por muito tempo uma grande caixa preta para a ecologia, de 

tal forma que grande parte dos modelos estatísticos 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 análise 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 taxonômicos ou funcionais; e os campos contêm 

dados de abundância ou presença/ausência. Portanto, muitas das ferramentas estatísticas 

disponíveis para identificar correlações e padrões estatisticamente significantes se 

mostraram transferíveis para a análise de micro-organismos. Entretanto, como as matrizes 

de espécie-amostra de metagenomas normalmente contêm mais grupos taxonômicos ou 

funcionais que amostras obtidas, é preciso que correções apropriadas para testes de 

hipóteses múltiplas sejam implementadas, como, por exemplo, correção de Bonferroni 

para análises baseadas no teste-t (THOMAS et al., 2012). Outra consequência do volume 

de dados é a necessidade de avaliá-los através de estatísticas multivariadas. 

 Dessa maneira, está sendo possível a realização de estudos e cientistas começaram 

a encontrar resposta para questões ecológicas que ainda estavam obscuras. O 

desenvolvimento de todas essas tecnologias proporcionou um avanço no estudo de 

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

 

 
2.3.IMPACTO DA POLUIÇÃO POR METAIS PESADO NA COMUNIDADE 

MICROBIANA 

  

 A poluição por metais vem crescendo ao redor do mundo. Muitas atividades 

antrópicas contribuem para esse crescimento, como indústrias de diversos setores, 

agricultura, mineração e atividades portuárias.  

Metais são poluentes extremamente tóxicos quando em maiores concentrações. 

Além disso sofrem magnificação na cadeia trófica e são difíceis de serem removidos do 

ambiente. 

Microrganismos são diretamente influenciados por essa toxicidade. Poluição por 

metais pode levar a mudanças severas na estrutura e composição da comunidade (YAO 



48 
 

et al., 2017). Estudos mostram que a contaminação de solos por metais a longo prazo tem 

efeitos prejudiciais sobre a atividade microbiana do solo, especialmente a respiração 

microbiana (SOBOLEV & BEGONIA, 2008). Além de mudanças mediadas por metais a 

longo prazo nas atividades enzimáticas do solo, muitos relatórios mostram grandes 

reduções na atividade microbiana devido à exposição a metais tóxicos em curtos espaços 

de tempo.  

Um estudo de Imchen et al. (2018) mostrou que áreas costeiras do Brasil, Índia e 

Arábia Saudita apresentam porcentagens significativas de genes de resistência na 

comunidade microbiana, especialmente o gene CupA que consiste em um sistema de 

efluxo que confere a bactéria resistência a metais como cobre e prata. 

Outro estudo realizado por Quero et al. (2015) em áreas da costa italiana poluídas 

por metais e hidrocarbonetos demonstrou que a contaminação por múltiplos 

contaminantes alterou significativamente a diversidade de procariotos bentônicos. O 

estudo mostrou que metais como Cu, Zn, Hg, Cr e As podiam interferir na composição 

da comunidade. 

Através desse levantamento bibliográfico foi possível perceber que existem 

inúmeros trabalhos demonstrando que a poluição por metais pode alterar a diversidade 

bacteriana e influenciar a composição da comunidade. Entretanto, são raros os estudos 

que conseguem demonstrar quais os grupos que acabam sendo favorecidos e aqueles que 

diminuem drasticamente a sua abundância, e quais implicações ecológicas isso pode ter.  

Yin et al. (2015) tentaram responder essa questão. De acordo com seu estudo a 

abundância relativa de alguns grupos como Firmicutes, Chloroflexi e Crenarchaeota 

aumentou de maneira diretamente proporcional ao aumento da concentração de metais à 

exceção do grupo Proteobacteria, o qual teve sua abundância diminuída. Neste mesmo 

estudo, genes funcionais envolvendo a homeostase de metais (e.g., chrR, metC, merB), o 

metabolismo de carbono e a habilidade de remediação orgânica foram encontrados em 

maior abundância nas áreas contaminadas demonstrando que a comunidade microbiana 

foi capaz de modular seu consumo de energia e aumentar sua adaptabilidade e resistência 

em áreas contaminadas. 

 

2.4. Resistência bacteriana a metais e suas aplicações 

 

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

zinco (Zn) e cobalto (Co), desempenham importante papel na nutrição de plantas e 



49 
 

animais, enquanto outros, como cádmio (Cd), chumbo (Pb), arsênio (As) e selênio (Se), 

exercem efeitos deletérios sobre vários componentes da biosfera (ALLOWAY, 1995). 

Mas aumentos da sua concentração no ambiente devido atividades poluidoras vem se 

destacando no cenário de poluição ambiental. 

Esse aumento da concentração de metais acima de seu limite natural de ocorrência 

acaba tornando o ambiente tóxico para biota. Essa pressão seletiva acaba favorecendo o 

surgimento de bactérias resistentes a metais, dessa maneira, microrganismos começam a 

apresentar mecanismos de resistência, acabam por apresentar vantagens sobre outros 

(SILVER & PHUNG, 2009). 

Microrganismos apresentam vários tipos de mecanismos de resistência em 

resposta às concentrações de metais os quais podem ser codificados através de genes 

cromossomais, mas na maioria das vezes o loci que confere resistência está localizado 

nos plasmídeos (NIES, 2003). 

Alterações na parede ou na membrana celular são exemplos desse tipo de 

mecanismos de resistência que tem por objetivo proteger componentes celulares 

essenciais que sejam sensíveis a metais (JI & SILVER, 1995). 

Existe também o transporte ativo ou sistemas de efluxo que representam uma 

grande categoria de sistemas de resistência a metais. Nesses mecanismos, as bactérias 

usam transporte ativo para exportar metais tóxicos para fora de seu citoplasma evitando 

com que seus componentes celulares sejam prejudicados (BRUINS et al., 2000). 

Outro mecanismo de resistência importante é o sequestro intra ou extracelular de 

metais, em que proteínas são 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 tóxicos aos microrganismos. Mas muitos deles 

conseguem desenvolver sistemas de tolerância para conseguir sobreviver nesse ambiente 

de extrema toxicidade (RAJKUMAR et al., 2012). Entre esses sistemas microrganismos 

podem por exemplo alterar a especiação dos metais para formas menos toxicas, podem 

fazer a remoção dos metais ou ainda alterar condições ambientais que fazer a precipitação 

dos metais facilitando sua remoção.   

Dessa maneira, bactérias podem ser forte aliadas na busca de metodologias para 

descontaminação de áreas que sofrem com o aumento na concentração de metais devido 

a poluição antrópica.  

A seleção e identificação de bactérias resistentes e capazes de remover metais em 

amostras ambientais, e importante pois possibilita utilizar características bacterianas 
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intrínsecas para encontrar novas tecnologias para a remediação de áreas contaminadas 

(GERMAINE et al., 2013). Contudo, o sucesso da técnica de remediação depende de 

microrganismos resistentes e tolerantes, que consigam manter suas funções metabólicas 

mesmo após a capitação de metais (VALLS & LORENZO, 2002).  

Muitos são os mecanismos envolvidos na tolerância e resistência aos metais. 

Dentre eles destacam-se biossorção, precipitação, biomineralização, produção de 

sideróforos, biosurfactantes e proteínas ligantes (CAMARGO et al., 2007). De acordo 

com Bruschi & Goulhen (2007), os processos de biorremediação desenvolvidos por 

microrganismos pode ser dividido em dois grandes grupos: um grupo explora a atividade 

enzimática metal-redutase das bactérias (direta) e o segundo envolve a produção de 

sulfeto de hidrogênio produzido biologicamente por algumas bactérias que é capaz de 

precipitar os metais favorecendo sua remoção (indireta) (Figura 9).  

 
Figura 9 – Principais processos de biorremediação de metais desenvolvidos por microrganismos: a) 

Esquema simplificado do mecanismo de resistência por detoxificação enzimática de metais para formas 

menos tóxicas onde o mercúrio é transformado a través de ação enzimática para sua forma menos tóxica; 

b) Precipitação 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 mercúrio se 

transforma em sulfeto de mercúrio que é insolúvel e acaba precipitando. (Fonte: da autora).  

 
 
 
 
 
 



51 
 

2.5. Bactérias redutoras de sulfato 

 

 

Um importante grupo para ser estudado levando em consideração o problema 

ambiental causado pela poluição por metais são as bactérias redutoras de sulfato. 

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) podem ser classificadas em cinco 

linhagens filogenéticas distintas, sendo quatro grupos dentro do domínio Eubacteria 

(Proteobacteria, Firmicutes, Thermodesulfobacteria e Nitrospira) e um no domínio 

Archea (Euryarchaeota) (CASTRO et al., 2000).  As famílias Desulfovibrionaceae e 

Desulfobacteriaceae agrupam a maioria das espécies conhecidas (SCHEID & 

STUBNER, 2001). 

As bactérias redutoras de sulfato compreendem um grupo de microrganismos 

anaeróbios capazes de reduzir metabolicamente íons sulfato ou outras espécies oxidadas 

de enxofre (sulfito, tiosulfito ou enxofre elementar) a sulfeto de hidrogênio. Na respiração 

anaeróbia, compostos orgânicos ou hidrogênio, são oxidados havendo transferência de 

elétrons através da cadeia respiratória até um aceptor orgânico, que não o oxigênio 

(MADINGAN et al., 2004).  

 Uma das mais importantes aplicações biotecnológicas para bactérias redutoras de 

sulfato está intimamente ligada com sua fisiologia, através de seu metabolismo e 

subsequente formação de sulfeto (MUYZER & STAMS, 2008). Em locais com 

concentrações altas de metais o sulfeto se liga a esses metais formando sulfeto metálico. 

Sulfetos metálicos são insolúveis e precipitam naturalmente, facilitando assim sua 

separação e retirada de efluentes ou resíduos contaminados (Figura 10). 

 
Figura 10– Esquema demonstram o metabolismo de BRS. Elas utilizam sulfato (SO)4

-2) como aceptor final 

de elétrons para realizar a degradação da matéria orgânica (CH2O)N), o que resulta na produção de sulfeto 

(H2S). O sulfeto no ambiente pode se combinar com diferentes tipos de metais (Cobre (Cu); Mercúrio (Hg); 
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Zinco (Zn); Cromo (Cr); cadmio (Cd)) formando diferentes tipos de sulfeto metálico (CuS; ZnS; Cr2S3; 

CdS; HgS) que são insolúveis e precipitam.  

 
 Diversos estudos demonstram a importância e aplicabilidade de bactérias 

redutoras de sulfato no tratamento biológico de efluente. O tratamento biológico 

apresenta diversas vantagens, tais como, elevada eficiência na remoção de sulfato e 

metais, baixa produção de lodo, viabilidade econômica e segurança ambiental 

(BERTOLINO et al., 2012; KAKSONEN & PUHAKKA, 2007). 

 As BRS apresentam um papel importante nas tecnologias de biorremediação para 

tratamento de águas, solos e subsuperfícies contaminadas visto que são mediadoras 

diretas e indiretas da redução de metais e metaloides, contribuindo também para a 

biodegradação de poluentes orgânicos (GEETS et al., 2006). 

 A biorremediação de áreas contaminadas por metais através da utilização de 

bactérias capazes de reduzir metais, tem despertado grande interesse como alternativa 

para descontaminação destas áreas. 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 urânio, cromo, manganês e ferro (LI et al., 

2015; OTWELL et al., 2015) 

 Zhang e Wang (2016) estudaram a biorremediação de drenagem ácida de minas 

por meio de grânulos imobilizados de BRS provenientes de estação de tratamento águas 

residuárias em reator anaeróbio. O reator apresentou um desempenho satisfatório para 

altas concentrações de metais, incluindo Fe, Mn, Cu, Cd e Zn, onde a eficiência de 

remoção dos metais em torno de 99,9%.   

 A eficiência da estratégia de biorremediação depende da atividade das BRS, a qual 

é afetada por condições ambientais, parâmetros operacionais e composição da 

comunidade microbiana local. Muitas vezes a elevada concentração de metais e sua 

toxicidade faz com que a eficiência de bactérias redutoras de sulfato não seja satisfatória  

(PAULO et al., 2015). Por isso a importância em encontrar bactérias redutoras de sulfato 

capazes de sobreviver em áreas contaminadas, a longo prazo, por metais e onde 

desenvolveram uma série de mecanismos de resistência devido a essa exposição.  
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CAPÍTULO 3 
 

CONTAMINAÇÃO POR METAIS EM ÁREAS PORTUÁRIA E SUA RELAÇÃO 
COM A COMUNIDADE MICROBIANA: A POLUIÇÃO DESSAS ÁREAS 

PODE MUDAR A COMUNIDADE MICROBIANA? 

 
 
 

3.1. RESUMO 
 

 As atividades portuárias são freqüentemente associadas à poluição e à 

disseminação de diferentes contaminantes em compartimentos ambientais sendo um dos 

mais importantes o aumento da concentração de metais. A poluição por metais pode levar 

a mudanças severas na estrutura e composição da comunidade e selecionar grupos que 

possam desenvolver mecanismos de resistência. Assim, o objetivo do presente estudo foi 

analisar como os metais influenciam a comunidade bacteriana em áreas portuárias 

brasileiras e na seleção de linhagens resistentes em comparação com uma área pristina. A 

composição da comunidade mudou significativamente entre as duas áreas portuárias e a 

área preservada, sendo o cádmio o único metal que não mostrou nenhuma correlação com 

nenhum filo. Proteobacteria, Cyanobacteria e Thermodesulfobacteria foram os filos que 

apresentaram correlação positiva fraca com contaminação orgânica e com a presença de 

Cu e Zn. Chloroflex, Nitrospirae, Planctomycetes e Chlorobi apresentaram correlação 

negativa com Cu, Cr e Zn. Grupos microbianos envolvidos no ciclo do nitrogênio e que 

podem reduzir compostos de um carbono foram encontrados em menor abundância nas 

áreas portuárias. A diversidade foi significativamente menor nas áreas portuárias em 

comparação com a área conservada. No entanto, não foi possível ver claramente uma 

maior quantidade de bactérias resistente a metais nas áreas portuárias em comparação 

com a área de controle. Por outro lado, foi possível notar que alguns gêneros podem 

desenvolver facilmente mecanismos de resistência a metais, por isso os gêneros 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 conseqüências dessas mudanças. 
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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.INTRODUÇÃO 
 

 
Terminais portuários são áreas 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 áreas são conhecidas como locais com altas 

concentrações de diversos tipos de contaminantes. Historicamente, as cidades que tiveram 

a instalação de um porto experimentaram rápida expansão comercial e industrial, 

causando um aumento da população, levando à contaminação e deterioração da qualidade 

do ambiente marinho e vários impactos ambientais negativos sobre a zona costeira 

(SANY et al., 2013) . 

Desta forma, as atividades portuárias são frequentemente associadas à poluição e 

à disseminação de diferentes contaminantes em compartimentos ambientais, como a 

biota, a água e os sedimentos. Uma das contaminações mais importantes que a atividade 

portuária pode levar é o aumento da concentração de metais (AYDIN et al., 2011). 

Metais são contaminantes que geram grande preocupação devido à sua toxicidade, 

tendências a se acumular no sedimento e bioacumular ao longo da cadeia alimentar. No 

entanto, a disponibilidade de metais sofre muitas flutuações e, além disso, é muito difícil 

de se determinar. Uma vez depositados nos sedimentos, os metais podem ser adsorvidos 

por partículas finas e formar complexos com diferentes compostos como carbonatos, 

óxidos de ferro e manganês, carbono orgânico e sulfetos. Esses complexos são 

importantes portadores geoquímicos. Eles podem regular a partição de metais, a 

mobilidade, a biodisponibilidade e a toxicidade, de acordo com as condições ambientais 

(RIBA et al., 2003; DELVALLS & CONRADI, 2000). 

Esse tipo de poluição pode interferir na comunidade microbiana de várias 

maneiras. Metais como cálcio, zinco, níquel, ferro, magnésio, manganês e cobalto são 

nutrientes essenciais em baixas concentrações (ADRIANO, 2001). Esses elementos 

participam de reações bioquímicas de catalisadores, estabilizadores de proteínas e de 

parede celular e mantêm o equilíbrio osmótico da célula (HUGHES & POOLE, 1989). 

Em contraste, metais em altas concentrações são tóxicos para microorganismos, pois 

podem causar alterações na estrutura conformacional de ácidos nucléicos e proteínas, 

além de interferir na fosforilação oxidativa e no balanço osmótico (POOLE & GAD, 

1989). 

Desta forma, há muitos estudos indicando que a poluição por metais pode levar a 

mudanças severas na estrutura e composição da comunidade (YAO et al., 2017). Estudos 
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mostraram que a contaminação a longo prazo no solo tem efeitos prejudiciais sobre a 

atividade microbiana do solo, especialmente a respiração microbiana (SOBOLEV & 

BEGONIA, 2008). Além de mudanças mediadas por metais a longo prazo nas atividades 

enzimáticas do solo, muitos relatórios mostram grandes reduções na atividade microbiana 

devido à exposição a metais tóxicos em períodos curtos de tempo (QUERO et al., 2015). 

Os contaminantes acumulam-se nos sedimentos marinhos e determinam uma 

redução da biodiversidade, através de efeitos adversos para a biota, a remoção de espécies 

sensíveis e a seleção nos grupos mais tolerantes (JOHNSTON & ROBERTS, 2009). 

Algumas bactérias podem desenvolver alguns mecanismos de resistência a metais, tendo 

assim vantagem sobre os grupos que não 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; MATYAR et al., 2008) 

e alguns estudos que tentaram entender como a contaminação por metais pode influenciar 

a comunidade bacteriana como um todo (QUERO et al., 2015; HUA et al., 2017). 

Entretanto, há poucos estudos tentando combinar esses dois aspectos e realmente entender 

como os metais influenciam em alguns grupos e quais grupos são mais afetados e quais 

espécies são mais resistentes. Especialmente utilizando para esse fim as técnicas de 

sequenciamento de próxima geração (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 os metais 

influenciam a comunidade de bacteriana nas áreas portuárias e na seleção de cepas de 

resistentes. 

 
 

3.4.MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.4.1. Área de Estudo 

 

 O trabalho foi desenvolvido em duas áreas portuárias e uma área controle: a 

primeira na cidade de Santos, a segunda na cidade de São Sebastião e a área controle 

escolhida é a Praia da Fazenda localizada na cidade de Ubatuba (Figura 11).  
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Figura 11 - Mapa do Brasil mostrando a localização do estado de São Paulo e, em detalhe as 3 áreas de 

estudo: zona estuarina de Santos – São Vicente (A); zona costeira de São Sebastião (B) e a Praia da Fazenda 

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

 

 O Município de Santos está localizado na região metropolitana da Baixada 

Santista (RMBS), região central da costa do estado de São Paulo. A RMBS é de relevante 

importância para o estado, tanto pelo aspecto ecológico: presença de áreas protegidas, 

presença do estuário de Santos-São Vicente, manguezais, remanescentes de mata 

Atlântica; quanto pelo aspecto econômico: atividades industriais e portuária (OLIVEIRA 

et al., 2008).   

É nessa região que se encontra o maior porto da América Latina (Figura 12). A 

presença do porto de Santos, docas e locais de extração de petróleo acabam influenciando 

a qualidade do ambiente que é considerada crítica em relação a contaminação do 

ecossistema aquático (ABESSA et al., 2008). 

Na Baixada Santista existem inúmeras indústrias que produzem os mais variados 

tipos de produtos e, consequentemente, geram muitos resíduos que podem afetar o 

ambiente (OLIVEIRA et al., 2008). Em 2001, um dos relatórios da CETESB já apontava 

a existência, na Baixada Santista, de indústrias que utilizam em seu processo de produção 

diversos metais, além de solventes, fenóis, cianeto, entre outros, que podem afetar 

significativamente o ambiente e a biota local (CETESB, 2001). 

A 
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O Sistema Estuarino de Santos é considerado uma região crítica no que diz 

respeito à contaminação dos ecossistemas aquáticos, sendo que há ocorrência de 

contaminação elevada por hidrocarbonetos alifáticos no Canal de São Vicente e no 

interior dos canais de Santos (ABESSA, 2008). Segundo Abessa (2008), essa 

contaminação parece ocorrer a partir dos terminais de óleo, dos lixões, das indústrias e, 

em menor escala, do emissário. 

 

 
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 São Sebastião, por sua vez, está localizada no norte da costa do litoral 

paulista. Nela se encontra o porte de São Sebastião e o Terminal Marítimo Almirante 

Barroso (TEBAR) da Petrobrás.  Essa área apresenta intenso atividade turística durante 

os meses de verão. Em contraste, é uma região constantemente exposta a diferentes 

impactos antrópicos como despejo de esgoto e derramamento de petróleo, além dos 

impactos relacionados a atividade portuária.  

Nessa área também está localizada a Baía do Araça que é representativa na costa 

brasileira, pois reúne ecossistemas como costões rochosos, manguezais e praias arenosas, 

em continuidade a uma região de sublitoral que se estende para o interior do canal de São 

Sebastião – SP. Além disso, possui representativa diversidade biológica (AMARAL et 

al., 2010). 

 As águas do porto do Canal de São Sebastião são utilizadas de várias formas, que 

incluem o porto de cargas, o píer do terminal de petróleo, o transporte de passageiros e 

automóveis entre São Sebastião e Ilhabela, as marinas, o fundeio de barcos de pesca de 

pequeno e médio portes na enseada do São Francisco, atividades localizadas de 

marinicultura além de áreas de proteção ambiental (CUNHA, 2003) (Figura 13). 
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O Terminal Aquaviário Almirante Barroso (TEBAR), localizado em São 

Sebastião (SP) é o maior terminal aquaviário da América do Sul, sendo responsável pela 

movimentação diária de 600 mil barris ou 4 bilhões de litros de petróleo por mês, que 

representam 50% de todo o petróleo consumido no Brasil. Com 40 tanques que 

armazenam um total de 1,2 bilhão de litros de petróleo e derivados ou o equivalente a 8 

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

 

 
Figura 13 – Fotos áreas do porto de São Sebastião.                                                                                
(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 áreas são cenários de acidentes ambientais 

gravíssimos que ocorrem com certa frequência e que elevam ainda mais os níveis de 

poluentes presentes nessas regiões. Como exemplo temos o vazamento de petróleo de 

uma das redes do píer do Terminal Aquaviário Almirante Barroso (Tebar) da Petrobras 

em 2013 que apresentou manchas de 3km de extensão e que chegou, inclusive, à enseada 

de Caraguatatuba, que fica cerca de 10 quilômetros distante da origem do incidente. Outro 

exemplo é o incêndio ocorrido no início de 2015 em tanques de combustível de uma 

empresa localizada nos arredores do porto de Santos que levou para o estuário uma série 

de poluentes e que ocasionou entre outros impactos a morte de toneladas de peixes e 

invertebrados.  

Em contrapartida, a cidade de Ubatuba está localizada no litoral norte do Estado 

de São Paulo.  Quase oitenta por cento do seu território consiste em áreas de preservação. 

O Parque Estadual da Serra do Mar, criado para proteger e preservar a mata atlântica tem 

três núcleos dentro de Ubatuba: Cunha-Indaiá, Santa Virgínia e Picinguaba. A praia da 

Fazenda se localiza na região norte de Ubatuba dentro do Parque Estadual da Serra do 

Mar – Núcleo Picinguaba. Esta Unidade de Conservação é demasiadamente importante 
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porque se configura como um corredor ecológico que possibilita conectar os mais 

importantes remanescentes de Mata Atlântica do Brasil. Portanto, a praia da Fazenda se 

configura como uma área conservada do ponto de vista ambiental com trechos intocados 

de mata Atlântica 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 área de estudo, Santos, São Sebastião 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 verões (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 auxílio de espátulas estéreis, e acondicionadas em sacolas plásticas 

estéreis. Todas as amostras foram mantidas sob refrigeração (4 ºC) até seu processamento 

no laboratório de Microbiologia Marinha e Ambiental (Micromar – UNESP/IB CLP). 
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Tabela 3 – Coordenadas dos pontos de coletas nas três áreas de amostragem (São Sebastião, Ubatuba 

e Santos) georreferenciados por GPS. 

  Pontos  Coordenadas 
  S W 

 S
Ã

O
 

SE
B

A
ST

IÃ
O

 A1 23°49'011 45°24'249 
A2 23°48'431 45°24'273 
A3 23°48'476 45°24'288 
A4 23°48'498 45°24'287 
A5 23°48'531 45°24'293 

 U
B

A
T

U
B

A
 U1 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°50'219 
U5 23°21'290 44°50'389 

 S
A

N
T

O
S

 P1 23°59'168 46°17'411 
P1 23°59'172 46°17'451 
P3 23°59'186 46°17'474 
P4 23°59'205 46°17'508 
P5 23°59'118 46°17'323 

 

 

3.4.3. Variáveis ambientais 

 Durante as coletas foram determinadas temperatura, salinidade, oxigênio 

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

(Horiba 10). 

 Foram realizadas análise granulométrica do sedimento aplicando 

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

assim determinar as características do sedimento. 

 Em laboratório também foram determinadas as porcentagens de carbono orgânico 

total (C.O.T). Para isso foi utilizado o método de Walkley & Black que se baseia na 

oxidação de carbono orgânico do solo através de íons dicromato em meio fortemente 

ácido, e a determinação da quantidade de íons Cr3+ reduzido é feita por titulação do 

dicromato em excesso com íons Fe2+ (EMBRAPA, 1997). 
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3.4.4. Determinação de contaminação orgânica  

 

 A contaminação orgânica nos locais de coleta, no que diz respeito a esgotos 

domésticos, foram avaliadas através dos resultados de análises para determinar as 

densidades de bactéria indicadora de contaminação fecal (bactérias do grupo 

Enterococcus), com base na resolução CONAMA 357 de 2005 que dispõe sobre a 

classificação dos corpos de água 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. 

Alíquotas das amostras de sedimento foram pesadas e acrescidas de água destilada 

estéril (1:10) e submetidas à agitação por 10 minutos para lavagem e completa extração 

das bactérias dos grãos, e posteriormente volumes de 10, 50 e 100 mL do sobrenadante 

serão filtrados em membrana de nitrato de celulose porosidade 0,45 µm (OLIVEIRA & 

PINHATA, 2008). As membranas foram depositadas em placas contendo Agar M 

Enterococcus as quais foram incubadas a 37 ºC por 24/48 h. Após o período de incubação 

foram consideradas colônias típicas aquelas que apresentaram coloração marrom 

avermelhada. As colônias foram transferidas para o meio de cultura Enterococosel caldo, 

e foram incubadas à 37°C por 48h. Os tubos que apresentaram enegrecimento do meio 

após o período de incubação foram considerados positivos e as colônias correspondentes 

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

 

3.4.5. Determinação da concentração de metais 

 

A análise dos elementos metálicos cromo, cobre, cádmio 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 digestão 

ácida capaz de dissolver a maior parte dos elementos de origem antrópica. As estruturas 

silicáticas não são dissolvidas por esse procedimento.   

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

foi submetida a ação 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 solução 

resultante teve seu volume elevado a 45 mL. Os metais foram quantificados por 

espectometria de emissão atômica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES). Para 
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verificação da metodologia analítica foram utilizados materiais de referência certificados 

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

  

 

3.4.6. Determinação da abundância de bactérias heterotróficas 

 

 Foram pesadas alíquotas de 20 g de sedimento, que foram acondicionadas em 

erlenmeyers estéreis e acrescidas de água deionizada e purificada (água Milli-Q). As 

amostras foram submetidas ao processo de agitação (agitador tipo vortex), por cinco 

minutos, para a remoção dos microrganismos aderidos aos grãos 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 formaldeído 

com concentração final de 5% (V/V), para fixação dos microrganimos presentes nas 

amostras. Estes frascos foram mantidos sob refrigeração para posterior determinação dos 

microrganismos através do método de contagem direta de microrganismos utilizando 

microscopia de epifluorescência, segundo Hobbie et al. (1977). 

Para a contagem de bactérias heterotróficas, alíquotas de 200 µL das amostras 

fixadas foram transferidas para tubos de ensaio e coradas com 5 µL DAPI, 4',6-diamidino-

2-fenolindol, (PORTER & FIEG, 1980), mantidas isoladas de qualquer fonte luminosa, 

por uma hora e então filtradas, por meio de sistema de filtragem à vácuo, em membranas 

Nucleopore Black de 0.2 µm de porosidade e 25mm de diâmetro (HOBBIE et al., 1977) 

(Figura 15).  

 

 
Figura 15- Imagem do kit de filtração utilizado para realização da contagem de bactérias heterotróficas.  
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Após a filtragem, as membranas foram dispostas em lâminas limpas e estéreis, 

colocadas de modo que não houvesse a formação de bolhas na interface lâmina-

membrana, e por fim, as membranas foram cobertas com uma gota de óleo mineral e uma 

lamínula limpa e estéril. As contagens foram realizadas em microscópio de 

epifluorescência (Nikon Eclipse 50i) acondicionado dentro de uma câmara escura para 

possibilitar a visualização da fluorescência, sob luz ultravioleta (330 a 390 nm) (Figura 

16). 

 

 

Figura 16 – Imagem capturada no microscópio de epifluorescencia das células bacterianas florescendo em 

azul sob luz ultravioleta. 

 

3.4.7. Isolamento de Bactérias Heterotróficas - análise das cultiváveis 

 

         Para cada amostra, 10 g de sedimento foram homogeneizados em 90 mL de solução 

salina (NaCl 0,9%) e colocados no agitador por 5 min para que ocorresse desprendimento 

das bactérias aderidas aos grãos de areia. Após esse processo foi realizada uma diluição 

seriada até a concentração de 10-5. 

As diluições 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 à 28°C, durante de 24-72h. 

Após esse período, foi realizada a contagem de colônias crescidas  em cada placa 

com auxílio de contador de colônias Tipo Quebec e os resultados foram expressos como 
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unidades formadoras de colônia por grama de areia (UFC g-1). A partir de cada placa 

colônias com aspectos diversos foram seleciondas e isoladas, através da técnica de 

esgotamento, nos mesmos meios de cultura. 

Para o isolamento, foram selecionadas colônias que foram submetidas a uma 

sucessão de cinco esgotamentos, para obtenção de colônias puras (Figura 17). As colônias 

purficadas foram armazenadas em ultrafrezer a  -80°C e depois submetidas ao teste de 

resistência a antibióticos e a metais e posteriormente identificadas através de métodos 

biomoleculares. 

 

 
Figura 17 – Crescimento de colônias bacterianas em placas de petri contendo meio cultura Marine Agar 

2216E (Difco) 

. 

 

3.4.8. Teste de resistência a metais 

 

Para determinar a resistência a metais das  cepas isoladas, foi utilizada a técnica  

da Concentração Mínima Inibitória (CMI).  

Cada colônia isolada foi inoculada em 1 mL de solução salina, com o controle de 

turbidez equivalente a uma solução padrão 0,5 de McFarland (1x106 UFC mL-1). 

Os inóculos preparados foram reinoculados em placas de petri contendo meio  Agar 

Muller Hinton (DifcoTM  225250) com as seguintes concentrações de metais 12,5; 25; 50; 
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100; 200; 400; 800; 1600; 3200 µg mL-1. Cinco diferentes metais foram testados mediante 

uso dos seguintes compostos: CdSO4.8/3H2O; ZnSO4.7H2O; CuSO4.5H2O; K2CrO4. Os 

testes foram realizados em triplicatas (MATYAR et al., 2008) (Figura 18). 

 

 
Figura 18 – Teste de resistência 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. Identificação Molecular das Cepas isoladas 

 

Para realização da idenficação molecular foi feita extração do DNA genômico das 

colônias resistentes armazenadas utilizando o PureLink® Genomic DNA Kit  de acordo 

com as instruções do fabricante. O DNA extraído foi analisado em gel de agarose 0,8% e 

quantificado. 
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O DNA genômico de cada isolado bacteriano foi utilizado como molde para 

amplificação da região do gene 16S rDNA através de reação de polimerização em cadeia 

(PCR). Foram utilizados oligonucleotídeos para o domínio Eubacteria fD1 “foward” (5’ 

-17AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 “reverse” (5’ 

AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (WEISBURG et al., 1991). 

As reações foram realizadas em volume final de 50 µl contendo 20 pmols de 

oligonucleotídeos, 200 µM de cada dNTP, 1 X tampão da enzima, 2 U da enzima Taq 

DNA polimerase (FERMENTAS), 1,5 mM de MgCl2 e 20 ng de DNA molde.  

A reação de amplificação foi realizada em termociclador modelo Veriti-96 well 

termal cycler (Applied Biosystems), dentro do programa 94oC/3 minutos, 30 ciclos de 

amplificação (94°C/1 minuto, 55oC/30 segundos, 72oC /30 segundos), 72°C/10 minutos.  

A avaliação dos amplificados será 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 instruções do fabricante. 

Após a purificação, foram retirados 5 µl do produto final, para avaliação por eletroforese 

em gel de agarose 0,8% e quantificação do DNA para realização da reação de 

sequenciamento. 

As reações de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Sequencing- Big 

Dye Terminator Cycle Sequencing Ready ABI Prism versão 3 – Life Technologies. Cada 

reação de sequenciamento foi ajustada para um volume final de 10 µl, utilizando 20ng 

dos fragmentos de interesse, 3,2 pmols de oligonucleotídeos inicadores rD1 ou fD1, 2,0 

µl de tampão 2,5x e 0,5 µl dos terminadores Big Dye. As condições de reação foram: 

96°C/1 min; 25 ciclos (96°C/1 min., 50°C/5s., 60°C/ 4 min.) (SOUZA, 2013). 

Após a reação foi realizada a precipitação adicionando-se 2,5 µ l de EDTA 125mM, 

30 µl de etanol 100%. A solução foi misturada por inversão e centrifugada por 20 min. a 

13.4000 rpm a 4°C. Depois o sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 30µl de 

etanol 70% e centrifugado novamente nas mesmas condições. 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 Biociências da Universidade de São Paulo 

(USP), através de sequenciador ABI, modelo 3130 (Applied Biosystems). 

As sequências encontradas foram alinhadas utilizando o programa Clustal W 1.8. 

Posteriormente as sequencias foram ajustadas com o auxílio do programa BioEdit.  
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Foi utilizado a ferramenta BLASTn da base de dados do NCBI (National Center of 

Biotechnology Information) para identificação das cepas isoladas. 

A análise de distância foi feita com base na região 16S rDNA, utilizando o 

programa Mega6. Cada sequência obtida neste trabalho foi alinhada às sequências 

semelhantes (selecionadas pela busca no BLAST), em um alinhamento múltiplo. Em 

seguida, foi gerada a árvore pelo método de distância Neighbor-Joining baseado no 

modelo Tamura-Nei. 

    

3.4.10. Análise da comunidade microbiana 

 

A extração do DNA metagenômico das amostras de sedimento foi realizada 

utilizando o kit comercial Mo Bio Power soil. As extrações foram realizadas em triplicata 

para cada amostra, utilizando 0,25g por amostra e a eluição do material foi realizada em 

100µL. A efetividade da extração foi verificada em gel de agarose 1% em TEB 1X; 90 V 

/ 45 min. A quantificação foi realizada através de biofotômetro no qual a qualidade do 

DNA foi verificada através do resultado da razão dos comprimentos de onda 260/280 nm, 

que correspondem à contaminação por proteínas. A concentração média obtida foi de 120 

ng/µL de DNA e o grau de pureza variou entre 1.5 – 2.0. 

O sequenciamento foi realizado no “Centro de Genômica Funcional” da ESALQ 

– USP. Para análise 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 à amplificação da região V3 e V4 do gene do rRNA 16S. Para 

essa amplificação foram utilizados iniciadores com adaptadores para posterior 

sequenciamento. Adicionalmente, os iniciadores “reverse” usados para cada amostra 

receberam um tag de identificação, composta por 12 bases que serviu posteriormente para 

identificar a origem de cada uma das sequências obtidas (CAPORASO et al, 2010, 2011).  

 O iniciador foward utilizado para amplificação da região 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 reações de 25uL cada. Na solução 

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 amplificação 
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foi feita com desnaturação inicial de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 

94°C por 45 segundos, pareamento a 50°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 10 

minutos. As amplificações foram feitas em termociclador C100 Thermal Cycler (BioRad, 

Hercules, CA, USA). Para todas as reações foram utilizados controles negativos sem 

DNA, não apresentando produtos na amplificação. Todos os produtos de amplificados 

foram analisados em eletroforese de gel de agarose 1X TAE- 1,5%. 

 Alíquotas de 20 uL de cada replica técnica, de cada amostra, foram misturadas e 

purificadas através do QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen), seguindo as instruções do 

fabricante. Os produtos de PCR puros foram quantificados por fluorimetria através do 

fluorômetro Qubit (Invitrogen). O conjunto de produtos do PCR foram sequenciados em 

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

 

3.4.11. Análise dos resultados 

  

 Inicialmente, a análise dos resultados foi feita utilizando o BaseSpace que é uma 

nuvem para dados de sequenciamento de nova geração da Illumina. Os usuários 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 relevância de os dados. Esse aplicativo realiza a classificação 

taxonômica de leituras de amplicons direcionadas 16S rRNA usando uma versão Illumina 

da base de dados taxonômicos do GreenGenes (TEILING & TECOTZKY, 2011).  

 As sequências foram analisadas usando o programa “Quantitative Insights into 

216 Microbial Ecology” (QIIME) (Caporaso et al. 2010). Foi realizado um filtro de 

qualidade nas sequências obtidas, de acordo com a literatura (Caporaso et al. 2011). 

Sequências foram classificadas em unidades taxonômicas operacionais (UTOs) com um 

máximo de distância 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 número PRJNA531437. 

 Também através do MOTHUR foram calculadas as curvas de rarefação, os índices 

de diversidade de Shannon-Winner e Simpson, além dos estimadores de riqueza Ace e 

Chao-1. 
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3.4.12. Análises Estatística 

 

Os dados físico químicos do sedimento, assim como as abundâncias relativas da 

comunidade microbiana foram analisadas utilizando o programa “R”, versão 2.5.0.  A 

análise de variância de uma via (ANOVA) foi aplicada a esses dados, e as diferenças de 

p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.  

Para análise da comunidade, foi realizado um teste de correspondência e as 

amostras foram agrupadas hierarquicamente com a utilização do programa PAST3. O 

coeficiente de correlação de Spearman foi aplicado para identificar as correlações entre 

os dados físico-químicos e a abundância dos grupos de microrganismos. A diversidade 

microbiana também foi analisada utilizando PAST3 e o MG-RAST.  

A análise discriminante linear (LDA) e tamanho do efeito utilizando o método 

LEfSE foi realizado com a tabela de UTOs para produção de gráficos 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 táxons com diferenças 

significativas e o LDA foi realizado para avaliar o tamanho do efeito de cada recurso. A 

LDA limiar de 2,0 e um nível de significância de p <0,05 foram utilizados para detectar 

biomarcadores.  

 

3.4.13. Armazenamento de cepas isoladas com potencial biotecnológico 

 

Ao final do estudo as cepas resistentes a metais e com potencial para futuros 

estudos de biorremediação de áreas contaminadas por metais foram armazenadas e 

mantidas em um banco de culturas no Laboratório de Microbiologia Marinha do Instituto 

de Biociências do Campus do Litoral Paulista (UNESP).   

As cepas resistentes foram transferidas para Eppendorfs contendo caldo nutriente 

preparado com água do mar esterilizada (filtrada em filtros 0,22µm e autoclavada), e 

acrescido de 20% de glicerol. Os tubos foram armazenados em ultra freezer à temperatura 

de -80°C.   
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3.5. RESULTADOS 

 

3.5.1. Variáveis ambientais 

 

 As médias das variáveis ambientais encontradas nas coletas de verão e inverno 

nas três áreas 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 verão pra Ubatuba, São Sebastiao e 

Santos, respectivamente e de 22,6 ±0,54; 24,4 ±1,54 e 22,4 ±0,78 no inverno. O O.D. teve 

média de no verão e de 7,65 ±0,55 em São Sebastião, 6,8 ±0,27 em Ubatuba e 7,8 ±0,3 

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

respectivamente.  

 

Tabela 4 – Dados físico-químicos das águas de São Sebastião, Ubatuba e Santos durante as coletas de 

verão e inverno. 

  Pontos  Dados Físico- Químicos 

  Temp Ph Salin OD profund. 

IN
V

E
R

N
O

 S
. 

SE
B

A
ST

IÃ
O

 A1 19,8 7,94 24,4 6,39 0,5 

A2 20,62 7,89 24,5 5,10 0,65 

A3 21,57 7,91 24,3 5,6 0,4 

A4 21,23 7,93 24,5 5,65 0,25 

A5 21,09 7,97 25,1 5,75 0,25 

V
E

R
Ã

O
 S

. 
SE

B
A

ST
IÃ

O
 A1 29,5 6,78 27 8,43 0,1 

A2 29,75 6,82 24,7 7,06 0,01 

A3 29,84 6,79 25,7 7,36 0,05 

A4 29,64 6,81 26,1 7,39 0,01 

A5 29,6 6,79 26,6 8,03 0,1 

IN
V

E
R

N
O

 
U

B
A

T
U

B
A

 

U1 22 4,43 29 7,50 0,2 

U2 22,1 4,77 29,7 6,89 0,25 

U3 23 4,87 30 7,01 0,3 

U4 22,8 4,94 30 7,22 0,35 

U5 23,2 4,95 30 6,77 0,3 

V
E

R
Ã

O
 

U
B

A
T

U
B

A
 

U1 29,8 6,39 32 7,22 0,1 

U2 29,98 6,75 23,3 7,01 0,1 

U3 30 6,78 30,1 6,61 0,05 

U4 30,1 6,86 30,3 6,66 0,05 

U5 30,1 6,89 29,6 6,61 0,1 

IN
V

E
R

N
O

 
SA

N
T

O
S 

P1 21,04 5,8 21,6 7,25 0,2 

P2 22,9 6,4 21,7 5,25 0,1 

P3 22,6 6,33 21,6 5,58 0,3 

P5 22,9 6,56 21,5 6,50 0,2 
P5 22,6 6,64 21,3 7,55 0,3 
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V
E

R
Ã

O
 

SA
N

T
O

S 

P1 28,5 6,77 25,4 8,1 0,1 

P1 28,27 6,73 25,1 7,8 0,15 

P3 28,7 6,78 25,2 7,66 0,1 

P4 29 6,78 25,3 7,42 0,1 

P5 28,5 6,74 26,1 8,13 0,1 

 

 Os dados físico-químicos não apresentaram diferença significativa entre as 

estações do ano ou entre as áreas. Apenas para temperatura que ficou significativamente 

menor no inverno para todas as áreas (Figura 19). 

 

 
Figura 19 – Temperatura (°C) encontrada na água nos pontos de coleta durante o verão e o inverno. Letras 

diferentes representam diferença estatística significativa (p<0,05).  

 

 Em relação a porcentagem de matéria orgânica encontrada no sedimento das áreas 

de coleta não houve diferença durante as estações do ano (Figura 20). De uma maneira 

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

de São Sebastião (2,03 ±1,03 %) e Ubatuba (1,93 ±1,24%). 
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Figura 20 – Porcentagem de matéria orgânica (M.O.) encontra no sedimento das três áreas de coleta 

(Ubatuba, São Sebastião e Santos). 

 

 Os dados de granulometria das três áreas podem ser visualizados na figura 21. 

Pode-se observar que as três áreas apresentam características granulométricas similares, 

com maior domínio de areia muita fina. Mas Ubatuba e Santos apresentam maiores 

porcentagens de silte a argila. 

 
Figura 21 – Análise granulométrica do sedimento das três áreas de estudo (Ubatuba (a); São Sebastião (b); 

Santos (c)), mostrando a composição (%) do sedimento em grânulos, areia muito grossa, areia grossa, areia 

média, areia fina, areia muito fina, silte e argila. 
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 Em relação a porcentagem de carbono orgânico total presente nas amostras, não 

houve diferença significativa entre as amostragens feitas no verão e no inverno e nem 

entre as áreas de coleta. Mas pode-se observar que as medias das áreas portuárias ficaram 

mais próximas, em torno de 4%, e na região de Ubatuba a média foi de 2,6% (Figura 22). 

 
Figura 22 – Boxplot com as porcentagens de carbono orgânico total (COT) para as três áreas de amostragem 

(São Sebastiao, Santos e Ubatuba).  

 

As concentrações de metais encontradas podem ser visualizadas na tabela 5. Para 

Cd não foram encontrados valores relevantes para nenhum dos pontos de amostragem, 

ficando todas as amostragens com concentrações <0,6 mg/kg de sedimento. A região de 

Ubatuba apresentou concentrações 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 São Sebastião 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 – Concentrações medias encontradas nos pontos de amostragem parra Zinco, Cromo, Cobre e 

Cadmio expressos em mg/kg de sedimento. 
  

Zinco Cromo Cobre Cadmio 
SA

N
T

O
S 

P1 230 ± 0,01 24 ± 0,0004 29 ± 0,001 < 0,4 
P2 144 ± 0,003 12 ± 0,001 8,7 ± 0,0006 < 0,4 
P3 79 ± 0,003 22 ± 0,001 23 ± 0,0005 < 0,4 
P4 60 ± 0,001 15 ± 0,0004 13 ± 0,001 < 0,4 
P5 28 ± 0,0004 13 ± 0,001 6,0 ±0,005 < 0,4 

SÃ
O

 
SE

B
A

ST
IÃ

O
 S1 22 ± 0,003 7,3 ± 0,0007 5,1  ±0,002 < 0,4 

S2 4,1 ±0,004 5,7 ±0,006 6,0 ±0,001 < 0,4 
S3 28 ± 0,004 9,5 ± 0,001 6,7 ±0,004 < 0,4 
S4 28 ± 0,002 10 ± 0,0008 <0,06 < 0,4 
S5 40 ± 0,002 9,8 ± 0,0006 6,2 ±0,002 < 0,4 

U
B

A
T

U
B

A
 U1 5,0 ± 0,0002 < 0,5 < 0,6 < 0,4 

U2 17 ± 0,003 < 0,5 < 0,6 < 0,4 
U3 4,8 ±0,001 < 0,5 < 0,6 < 0,4 
U4 5,1 ±0,006 < 0,5 < 0,6 < 0,4 
U5 6,6 ± 0,0003 < 0,5 < 0,6 < 0,4 

 

 

3.5.2. Contaminação orgânica 

 

A contaminação orgânica nas áreas 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 não houve crescimento em nenhum ponto 

durante o período de amostragem em Ubatuba (área controle). Já para Santos e São 

Sebastião tanto no inverno quanto no verão houve densidade elevada desses indicadores 

de contaminação orgânica. Para essas duas áreas a contaminação orgânica apresentou-se 

maior período do verão. São Sebastião teve uma média de 1312 UFC g -1 no verão e de 

816 UFC g-1 no inverno enquanto que Santos apresentou média de 4498 UFC g-1 no verão 

e 634 UFC g-1 no inverno. 
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Figura 23 – Densidade de Enterococcus sp nos pontos de coleta no verão em Ubatuba (UBA V); inverno 

em Ubatuba (UBA I); verão em São Sebastião (SS V); inverno em São Sebastião (SS I); e verão em Santos 

(S V) e inverno em Santos (S I). Os valores estão expressos em unidades formadoras de colônia (UFC) por 

grama de sedimento. 

 

3.5.3. Análise da comunidade microbiana 

 

Em relação às bactérias isoladas, podemos verificar maior densidade de cepas 

cultiváveis no verão para todas as áreas de estudo (Figura 24). Em Ubatuba a média ficou 

de 2,07 UFC 103 g-1 no inverno e 5,96 UFC 103 g-1 no verão; em São Sebastião a média 

foi de 15,79 UFC 103 g-1 no inverno e de 80,7 UFC 103 g-1 no verão; e por fim em Santos 

as médias ficaram de 15,82 UFC 103 g-1 no inverno e de 48,92 UFC 103 g-1 no verão.  

Portanto as maiores médias foram encontradas em Santos e São Sebastião no 

inverno e em São Sebastião no verão, seguindo de Santos e Ubatuba. 
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Figura 24 – Densidade bacteriana media em Unidades Formadoras de Colônia (UFC) por grama de 

sedimento, em Ubatuba (a), São Sebastião (b) e Santos (c). 

 

 

 A densidade bacteriana encontrada nas regiões de amostragem foi maior no verão 

em São Sebastião e Santos. A média em Santos foi de 4,2 106 células g-1 no verão e de 

2,3 106 células g-1 no inverno, enquanto em São Sebastião a média foi de 2,1 106 células 

g-1 no verão e 1,3 106 cel g-1 no inverno. Nessas duas áreas, os valores foram 

estatisticamente diferentes entre o verão e o inverno (p = 0,002; p = 0,012, 

respectivamente). Em Ubatuba, a média foi de 0,5 a 106 células g-1 no verão e 0,3 a 106 

células g-1 no inverno não diferem estatisticamente (p = 0,91). No entanto, as médias 

foram significativamente menores quando comparadas às de Santos e São Sebastião (p = 

0,011 e p = 0,022, respectivamente) (Figura 25). 
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Figura 25 – Densidades médias de bactérias heterotróficas (células x 106 por grama de sedimento) 

encontradas para as áreas de Ubatuba (a), São Sebastião (b) e Santos (c) no verão e no inverno. 

 

 A composição da comunidade mostrou que as OTUs foram afiliadas a 35 filos, 66 

classes e 134 ordens. Na tabela 6, é possível visualizar o índice de diversidade alfa para 

todas as amostras durante o verão e o inverno, além do número de sequências e OTUs. A 

estação de São Sebastião apresentou valores mais baixos para os índices Simpson, 

Shannon e Chao-1 e maior para Dominance. Em Ubatuba, foram encontrados maiores 

índices de diversidade (Shannon), riqueza e menores valores de índice de dominância. A 

diversidade foi significativamente menor nas áreas portuárias em comparação com a área 

pristina. Em Ubatuba, a média do índice Shannon-Winner foi de 4,75; em Santos era de 

4,58; e em São Sebastião foi de 3,99. O Mann-Whitney pairwise mostrou que o índice 

encontrado em Ubatuba foi significativamente maior (p = 0,006 – em comparação com 

São Sebastião; p = 0,017 - em comparação com Santos). Em contrapartida, entre as duas 

áreas portuárias não foi encontrada diferença siginificativa (p = 0,6). 
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Tabela 6 - Índice de diversidade alfa (Simpson, Shannon, Chao-I e Dominância), número de sequências e 

UTOs para as três áreas de estudo: Ubatuba, São Sebastião e Santos, durante o verão (V) e inverno (I). 
 

Simpson  (1-
D) 

Shannon 
(H) 

Equitabilidade 
(J) 

Chao-1 Dominancia 
(D) 

Sequencia
s 

OT
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 

São Sebastião 
V 

0,97 4,83 0,74 737,76 0,05 223.989 1.210 

São Sebastião I 0,63 2,55 0,74 601,32 0,36 169.047 692 

Santos V 0,77 4,45 0,69 687,10 0,02 175.980 906 

Santos I 0,97 4,72 0,73 680,58 0,02 193.999 953 

Ubatuba 0,98 4,75 0,73 692,78 0,01 197.653 918 

São Sebastião 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 

  

  É possível perceber que os 5 filos mais abundantes possuem percentuais similares 

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

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

região de Ubatuba. Por exemplo, em Ubatuba é possível observar maior percentual de 

Chloroflexi, Nitrospirae, Plactomyces, Chlorobi e Caldithrix (Figura 26). 

 

 
Figura 26 - Gráfico de colunas empilhadas a 100% das abundâncias relativas das bactérias dominantes e 

dos filos de archaea derivadas dos genes 16SrRNA dos três locais de amostragem (Ubatuba, São Sebastião 

e Santos). 
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A composição da comunidade mudou significativamente entre as duas áreas 

portuárias e Ubatuba (Figura 27). É possível ver que a comunidade das duas áreas 

portuárias é mais semelhante, mas diferem da comunidade de Ubatuba. Apenas dois 

pontos do Porto de Santos foram semelhantes à composição familiar encontrada em 

Ubatuba. Foi possível observar que na área de controle a abundância relativa das 

principais famílias são mais homogêneas e Ectothiorhodospiraceae (12,5%), 

Flavobacteriaceae (4,6 %), Pseudoalteromonadaceae (4,9%), Rhodobacteraceae 

(4,2%), Desulfobacteracea (3,9 %) e Saprospiraceae (3,3%) foram a família em maior 

abundância relativa. Por outro lado, na maioria das estações do Porto de Santos e São 

Sebastião, foi possível observar o predomínio de diferentes famílias (percentagens 

médias): Thermomonosporaceae (3,9%), Chromatiaceae (4,5%), Desulfovibrionaceae 

(5,9 %), e Pseudonocardiaceae (9,6 %). As estações S1, S3, S5 durante o inverno tiveram 

uma composição muito diferente da outra, a principal razão foi uma grande dominância 

de Caldilineaceae (5,3%). 
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Figura 27 - Dendograma mostrando um agrupamento hierárquico de amostras com base em classificações 

de nível familiar. O gráfico de barras abaixo de cada amostra mostra a abundância relativa de suas 

classificações de nível familiar nas três regiões de coleta (Ubatuba - U; São Sebastião - S; Santos - P) 

durante o verão (V) e inverno (I). 

 
A análise correspondência canônica, usando a composição microbiana ao nível de 

gênero e os parâmetros físico-químicos demonstrou diferença estatística significativa 

entre as três regiões (p<0.05). Além disso, é possível notar uma densidade correlaciona à 

região de Santos, enquanto que a riqueza e diversidade de espécies está correlacionada 

com as estações de coleta de Ubatuba (figura 28). Ectothiorhodospira, Thiorhodospira, 

Thermodesulfovibrio, Dethiosulfovibrio e Acinetobacter foram os gêneros presentes em 

maior abundância na área pristina. Escherichia, Lewinella, Pseudoalteromonas, 

Lutimonas foram gêneros mais abundantes nas áreas portuárias. A concentração de 

metais, especialmente Zn e Cu, estão também correlacionadas às áreas portuárias (Santos 

e São Sebastião), onde existe a dominância de Marichromatium, Dunoroseobacter, 

Jannaschia e Escherichia.  

 
Figura 28- Análise de correspondência canônica mostrando a correlação entre composição bacteriana em 
nível de gênero (sequenciados através do gene 16S rRNA) e variáveis ambientais (COT, MO, temperatura, 
contaminação orgânica, salinidade), concentrações de metais (Cd, Cu, Cr e Zn ) e características das 
comunidades (densidade de bactérias, índice de riqueza e diversidade) em cada local (Santos (ponto); São 
Sebastião (praça) e Ubatuba (triângulo)) durante o inverno (cor azul) e verão (cor vermelha). 

 

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

estatisticamente significativos entre os grupos, ou seja, gênero com diferenças 
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significativas entre os grupos. O “score” LDA de amostras das três regiões foi utilizado 

para identificar grupos bacterianos com diferença estatística significativas entre às três 

áreas. Foram encontrados 124 gêneros com diferenças significativas entre as três regiões. 

A figura 29 mostra os 50 grupos mais abundantes que aparecem com diferenças 

significativas entre as regiões. A área pristina apresentou 20 gêneros mais abundantes em 

comparação com as outras duas áreas. 

 

 
Figura 29- Análise LefSe da abundância de bactérias entre diferentes áreas de estudo (São Sebastião-SS; 

Santos-SA; Ubatuba-UBA). 

 

 
Através do teste de correlação foi possível observar uma forte correlação positiva 

com metais e contaminação orgânica (Figura 30). O cádmio foi o único metal que não 

mostrou nenhuma correlação com nenhum filos. Proteobacteria, Cyanobacteria e 

Thermodesulfobacteria foram os filos que apresentaram correlação positiva fraca com 

contaminação orgânica 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 correlação negativa (fraca ou forte) com 

Cu, Cr e Zn. 

 

 
Figura 30 – Mapa de calor com os valores de correlação de Spearman dos principais filos encontrados com 

as concentrações dos metais (cobre (Cu), cromo (Cr), zinco (Zn) e cádmio (Cd) e valores de contaminação 

orgânica encontrados.  

 

 Para entender se a poluição por metais pode influenciar nos diferentes processos 

fisiológicos que ocorrem nos sedimentos marinhos, foi feita uma análise de componentes 

principais, que é mostrada na figura 31. É possível que a maior parte dos diferentes grupos 

seja mais representativa na área pristina, mostrando uma correlação negativa, 

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

nitrogênio, bactérias nitrificantes, metilotróficas e metanogênicas aparecem em maior 

abundância em Ubatuba. 
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Figura 31 – Análise de componente principal mostrando a relação entre variáveis ambientais (COT, MO, 
temperatura, contaminação orgânica, salinidade), concentrações de metais (Cd, Cu, Cr e Zn) e tipos 
importantes de fisiologia microbiana em cada local (Santos (ponto preto); Sebastião , (quadrado azul) e 
Ubatuba (triângulo verde). 

 
 
3.5.4.  Resistência aos metais 

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

resistência. 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 São Sebastião. As porcentagens 

de resistência para cada área, para cada uns dos metais podem ser visualizadas na tabela 

7. 

Tabela 7 - Frequência (%) de cepas resistentes em cada uma das áreas de coleta. 
 

Zn Cr Cu Cd 

São Sebastião 60,8 70 3 39 
Santos 33,3 17 2 40 

Ubatuba 50 33,3 10 42 
 

 

O perfil dos resultados das concentrações mínimas inibitórias, para todas as 

cepas isoladas, está presente na tabela 8. 
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Tabela 8 – Porcentagem de cepas resistentes obtidas através de testes em diferentes 

concentrações de Cd, Cu, Cr e Zn. 

Metais Porcentagem (%) de cepas tolerantes a cada concentração de metais (ug mL-1) % cepas 

resistentes 

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

Cádmio 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 70,8 50* 0 0 50 

Zinco 100 100 94,0 93,0 82,5 37,2* 14,3 3 0 0 37,2 

            

* Concentração mínima inibitória da cepa padrão Escherichia coli K12. 

 

 
3.5.5.  Identificação das cepas isoladas 

 
 

 A Figura 32 mostra a identidade das cepas resistentes. É possível notar que o 

Vibrio sp foi o gênero 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. 

 

 

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

 As áreas portuárias são geralmente associadas à poluição e contaminação. Há 

muitas atividades que contribuem para a fonte de contaminação: tráfego marítimo, 

carregamento, reparos e dragagem, bem como escoamento de águas pluviais, descarga de 

efluentes, poeira, etc. (GALKUS et al., 2012). Além disso, o acelerado desenvolvimento 

da urbanização e industrialização e as densas atividades marítimas na área, a existência 

de muitos tipos de indústria pode ser responsável pelo acúmulo de poluentes de alto nível 

(ABDOLLAHI et al., 2015). É por isso que foi encontrado em Santos e São Sebastião 

níveis mais altos de metais comparando-se com a área pristina. O zinco foi o metal 

encontrado em maior concentração no Porto de Santos. Segundo Pinto et al. (2015) 

sedimentos do Sistema Estuarino Santos-São Vicente revelaram maior acúmulo de zinco, 

principalmente por causa de algumas fontes da indústria química. 

 Por outro lado, a Praia da Fazenda pertence a uma área de proteção ambiental onde 

as atividades antrópicas são mais reguladas. É por isso que nesta área os níveis de metais 

eram extremamente baixos e as densidades de Enterococcus sp não apresentavam 

contaminação orgânica (figura 23). 

 A contaminação orgânica aparece principalmente devido à descarga de efluentes. 

Esse tipo de contaminação geralmente aumenta excessivamente durante o verão, onde a 

população aumenta nessas áreas devido ao turismo e atividades de veraneio (ZAMPIERI 

et al., 2017). Essa fator explica o aumento da contaminação orgânica nas áreas durante o 

verão. 

 A entrada de compostos orgânicos influi diretamente na comunidade microbiana. 

Quando os níveis de nutrientes aumentam, a abundância de bactérias tende a aumentar na 

mesma proporção. Observou-se em todas as áreas, mas especialmente em Santos e São 

Sebastião, maiores densidades de bactérias, principalmente durante o verão, quando a 

entrada de nutrientes foi maior (figura 24 e 25).  

 Esses material orgânico pode trazer alguns contaminantes orgânicos tóxicos e 

importantes que podem interferir na comunidade microbiana. Não foi objetivo do 

presente estudo, mas é necessário levar em consideração que diferentes tipos de 

componentes orgânicos como hidrocarbonetos, n-alcanos, hidrocarbonetos isoprenóides 

e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), que são os principais componentes do 

petróleo e seus derivados, pode prejudicar populações de bactérias. Kim et al. (2015) 

mostraram que os HAPs estavam abaixo dos níveis tóxicos nas mesmas estações que 
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foram coletados sedimentos para este estudo. Pinto et al. (2015), tentaram mostrar efeitos 

de metais e hidrocarbonetos na abundância e diversidade microbiana no estuário de 

Santos, e não foram encontrados níveis que apresentem riscos para a biota. Além disso, 

Pinto et al. (2015), comparando os dois tipos de contaminantes, mostraram que a presença 

de metais nos sedimentos pode levar a mudanças drásticas na abundância e diversidade 

de populações microbianas, além de interferir em processos microbiológicos 

extremamente importantes para manter a saúde dos sistemas estuarinos. 

 Além disso, fatores físico-químicos, incluindo pH, temperatura, teor de água, 

concentração de oxigênio, teor de carbono orgânico e disponibilidade de nutrientes, 

também podem influenciar a composição da comunidade microbiana (LI et al., 2012). Da 

mesma forma, contaminantes como metais podem se acumular nos sedimentos e 

determinar a redução da biodiversidade, por meio de efeitos adversos à biota residente, a 

remoção de espécies sensíveis e a seleção de espécies mais tolerantes (JOHNSTON & 

ROBERTS, 2009). Portanto, metais podem alterar a composição e estrutura microbiana 

(QUERO et al., 2015). É importante destacar que outros estudos também mostraram que 

a comunidade microbiana é mais sensível à contaminação antrópica do que a variação 

ambiental relacionada a fatores físico-químicos como latitude, salinidade ou pH 

(FUHRMAN et al., 2008; LOZUPONE & KNIGHT, 2007).  

 Aparentemente, a diversidade é afetada pela concentração de metais nessas áreas, 

de acordo com os valores do índice de diversidade encontrados (tabela 6). Ubatuba teve 

níveis de diversidade significativamente mais altos. Muitos estudos mostram que a 

poluição por metais reduz a diversidade microbiana nos sedimentos, porque os 

microorganismos sensíveis à toxicidade dos metais diminuem abruptamente em 

abundância 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 é que mudanças na estrutura da comunidade microbiana 

podem afetar seriamente a capacidade dos micróbios do solo de degradar a matéria 

orgânica (GILLER et al., 1998). As bactérias marinhas desempenham um papel 

importante nos ciclos de nutrientes nas áreas costeiras. Dessa forma, uma redução na 

diversidade pode prejudicar a função ambiental (QUERO et al., 2015). Li et al. (2019) 

mostraram que a contaminação em sedimentos de mangue pode ter um efeito negativo na 

capacidade de deposição de nutrientes dos micróbios e, ao mesmo tempo, estimular a 

biorremediação com o aumento da emissão de gases de efeito estufa. A análise da 

diversidade alfa também mostrou maiores valores de dominância do índice de 
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dominância, uma vez que alguns grupos que podem liderar melhor com níveis mais altos 

de contaminação acabaram sendo dominantes na comunidade. Ubatuba apresentou os 

menores números de dominância, reflexo da maior diversidade. 

 Foi possível notar, de acordo com o agrupamento hierárquico de amostras, que 

quase todas as estações das áreas portuárias estavam agrupadas. As únicas exceções foram 

as estações P4 e P5 (Porto de Santos) (figura 27). No entanto, nessas estações foi possível 

perceber que a concentração de metais foi a menor em comparação com outras estações 

da mesma região. Este fato corrobora a hipótese de que metais podem influenciar a 

composição microbiana nessas áreas. 

 Proteobacteria foi o filo mais abundante em todas as amostras. Vários estudos 

mostram que esse grupo tem predomínio na população de bactérias em sedimentos de 

áreas costeiras (QUERO et al., 2015, IMCHEN et al., 2018; HUA et al., 2017). No 

entanto, foi possível ver diferentes composições em cada região de amostragem. 

 Nas áreas portuárias foram encontradas maiores porcentagens de Actinobacteria, 

Cyanobacteria e Thermodesulfobacteria em comparação com Ubatuba. Esses dois grupos 

apresentaram correlação positiva com as concentrações de metais. Existem alguns 

estudos mostrando que esses grupos podem ser resistentes e encontrados em áreas 

contaminadas por metais. Pinto et al. (2015) demonstraram que as densidades de 

cianobactérias foram maiores em sedimentos poluídos por metais em comparação com 

locais não contaminados. As actinobactérias podem constituir uma microbiota 

dominantemente ativa, além de proteobactérias α (TEKAYA et al., 2012). Isto pode ser 

atribuído à sua estrutura morfológica adaptativa, bem como ao seu excepcional poder 

metabólico. 

 Por outro lado, em Ubatuba foram encontradas percentuais mais elevados, 

especialmente nos grupos que não aparecem em grande abundância, e foi observado que 

esses mesmos grupos apresentaram correlação negativa com as concentrações de metais, 

por exemplo: Chloroflexi, Nitrospirae, Plactomycetes e Chlorobi.  

 A análise em nível de gênero (figuras 28 e 29) também mostrou uma composição 

diferente nas áreas. A área preservada apresentou maior abundância de alguns gêneros 

relacionados à redução de sulfato e ciclo do nitrogênio. Além disso, Escherichia, um 

gênero que apresenta espécies indicadoras de contaminação fecal, foi encontrado em 

maior abundância nas áreas portuárias. 

 Outra questão importante é que os metais podem interferir no importante processo 

fisiológico microbiano, consequentemente nos ciclos de nutrientes. Já em 1984, Slater & 
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Capone mostraram que níveis mais altos de metais, como ocorre em alguns sedimentos 

estuarinos, podem causar perturbações no equilíbrio natural do ciclo de nitrogênio nos 

sedimentos e, portanto, têm o potencial de afetar toda a coluna de água. Isso pode ser 

confirmado neste estudo, já que foi possível perceber que a abundância de bactérias 

fixadoras de nitrogênio e de bactérias nitrificantes apresentou correlação negativa com 

alguns metais como Zn e Cr, demonstrando maior abundância no local com menores 

concentrações desses metais. 

 Organismos metilotróficos e metanogenicos aparecem em maior abundância em 

Ubatuba em comparação com as duas áreas portuárias. Alguns estudos mostram que os 

metais influenciam a eficiência metanotrófica do solo (DURISCH-KAISER et al. 2005; 

WANG et al. 2011). 

 Foi demonstrado que altas concentrações de metais inibem o metabolismo 

bacteriano e o “turnover” bentônico (DELL'NNO et al., 2003), além de influenciar a 

diversidade de micróbios residentes e selecionar aqueles que são mais tolerantes aos 

metais (GILLAN, 2015). O perfil resistente a metais tenta elucidar essa afirmação. No 

entanto, não foi possível ver claramente uma maior quantidade de deformação resistente 

a metais nas áreas portuárias em comparação com a área de controle.  

 A resistência microbiana aos metais tóxicos é generalizada, com frequências que 

variam de alguns por cento em ambientes intocados a quase 100% em ambientes 

altamente poluídos (SILVER & PHUNG, 2009). A biodisponibilidade dos metais pode 

mudar de acordo com características diferentes do sedimento e do ambiente, e tamanho 

de partícula, matéria orgânica, ph, sulfeto ácido-volátil (TAN et al., 2013). Os ambientes 

naturais são muito complexos, sendo difícil prever a biodisponibilidade dos metais, e isso 

também influenciará nos padrões de resistência da comunidade.  

 Por outro lado, foi possível notar que alguns gêneros podem desenvolver 

facilmente mecanismos de resistência a metais, por isso os gêneros mais isolados foram 

Bacillus sp, Vibrio sp e Pseudomonas sp. 

 A maioria dos mecanismos de sobrevivência depende de alguma mudança na 

especiação do metal, levando à diminuição ou aumento da mobilidade. Estes incluem 

transformações redox, a produção de peptídeos e proteínas de ligação a metais (GAAD, 

2010). Os mecanismos que envolvem a resistência bacteriana geralmente são efluxo ou 

desintoxicação enzimática, que também pode resultar na libertação das células, p. 

Redução de Hg (II) para Hg (0) (SILVER & PHUNG, 1996, 2009; NIES, 2003; ROSEN, 

2002; OSMAN & CAVET, 2008). Plasmídeos bacterianos têm genes de resistência a 
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muitos metais tóxicos e metalóides. Sistemas relacionados também são freqüentemente 

localizados em cromossomos bacterianos (SILVER & PHUNG, 1996; ROSEN, 2002). 

 Bacillus sp é um gênero freqüentemente isolado em áreas poluídas por metais 

(ZAMPIERI et al., 2016). Vários estudos indicam que o gênero Bacillus possui potencial 

significativo para a biorremediação de áreas marinhas e estuarinas poluídas com metais. 

Kamala-Kannan e Lee (2008) sugeriram que este gênero é o grupo taxonômico dominante 

nas comunidades de bactérias heterotróficas nas áreas poluídas. Da mesma forma, há 

muitos estudos que mostram um alto nível de resistência a metais em diferentes espécies 

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

 
 

3.7. CONCLUSÃO 
 

 
 As áreas portuárias são fontes importantes para o estudo do efeito, a longo prazo, 

da contaminação por metais em comunidades bacterianas. Esta exposição a longo prazo 

pode alterar significativamente a população de Bacteria e Archaea comparativamente a 

locais não contaminados. A diversidade diminui com o aumento das concentrações de 

metais, levando a conseqüências perigosas para o meio ambiente. Alguns grupos como 

Thermomonosporaceae, Thermodesulfovibrionaceae, Desulfovibrionaceae e 

Rhodobacteraceae desenvolvem resistência e podem ser encontrados em maior 

abundância nesses locais contaminados em comparação com a área pristina. O mesmo 

acontece com alguns importantes filos como actinobactérias, cianobactérias e 

termodesulfobactérias. Em contrapartida, alguns grupos são mais sensíveis como 

Flavobacteriaceae, Pseudoalteromonadaceae, Desulfobacteraceae e Saprospiraceae; ou 

filo como Chloroflexi, Nitrospirae, Plactomyces. Além disso, metais podem interferir no 

importante processo fisiológico microbiano, consequentemente nos ciclos de nutrientes. 

O perfil de resistência a metais também mostra que alguns gêneros podem desenvolver 

altos níveis de resistência, sendo importantes fontes para estudos de mecanismos 

resistentes a metais e processos de biorremediação. Esse tipo de estudo ajuda a elucidar 

em ambientes naturais muito complexos como os poluentes podem influenciar a 

comunidade microbiana. Porém, ainda são necessários estudos para entender como essas 

mudanças podem alterar o funcionamento da comunidade microbiana e como podem 

afetar o ambiente como um todo. 
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CAPÍTULO 4 
 

  
EFEITO DOS METAIS EM ENRIQUECIMENTOS DE BACTÉRIAS 

REDUTORAS DE SULFATO  
 
 

 
4.1. RESUMO 
 
 
 Bactérias redutoras de sulfato (BRS) são um grupo de bactérias anaeróbias que 

tem grande potencial para estudos de biorremediação de áreas contaminadas com metais. 

A comunidade microbiana é sensível à toxicidade causada pelos metais e bactérias como 

as BRS tem sua atividade diminuída. Dessa maneira, para potencializar esse uso ainda é 

preciso saber quais grupos de bactérias redutoras de sulfato são realmente mais resistentes 

aos metais.  As zonas portuárias são conhecidas ao redor do mundo como áreas que 

apresentam uma quantidade de metais a cima de níveis considerados como aceitáveis, 

sendo áreas onde a comunidade microbiana foi exposta por esse tipo de contaminação por 

um longo período de tempo, podendo ser um importante inóculo 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 área portuária. Os enriquecimentos demonstraram uma comunidade de 

BRS dominada por Desulfovibrio sp ativa e capaz de precipitar uma média de 80% dos 

metais com contrações iniciais de 6,0mM de Zn; 8,0mM de Cr, 0.3mM de Cd e 1.3mM 

de Cu. Para todos os metais testados, o aumento na sua concentração culminou na drástica 

redução de BRS e aumento proporcional de fermentadoras como Citrobacter, 

Clostridium e Enterobacter. Cu foi aparentemente o metal mais tóxico às 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. INTRODUÇÃO 
 

 
Bactérias redutoras de sulfato (BRS) pertencem a um grupo de microrganismos 

anaeróbios que pode ser encontrado nos mais diversos ambientes anóxicos, onde podem 

usar sulfato como aceptor final de elétrons para a degradação de compostos orgânicos, 

resultando na produção de sulfeto (MUYZER & STAMS, 2008).  

 A redução de sulfato pode ter uma aplicação biotecnológica muito importante na 

remoção de metais de resíduos de áreas contaminadas. Essa aplicação é possível devido 

a diferença nas propriedades químicas de metais sulfatos e sulfeto. Metais como cadmio, 

cobalto, cobre, ferro, zinco, cromo e níquel, são solúveis quando na forma de sulfato, mas 

insolúveis quando na forma de sulfetos metálicos (PAULO et al., 2015). Portanto a 

produção de sulfeto pelas BRS, e consequentemente a formação de sulfetos metálicos, 

causa a precipitação de metais presentes no ambiente, facilitando sua remoção (MUYZER 

& STAMS, 2008). A demonstração de como a fisiologia desses microrganismos funciona 

pode ser visualizada nas equações 1 (redução de sulfato) e 2 (reação do sulfeto produzido 

pelas BRS com os metais dissolvidos no meio). 

 

2CH2O + SO4
2-  2HCO3

- + H2S       (1) 

H2S + M2+  MS(S) + 2H+          (2) 

 

 O desenvolvimento de várias indústrias como, mineradoras, indústrias químicas, 

de papel, pesticidas, vidro e cerâmica contribuem para aumentar a concentração de metais 

em águas residuais e esgotos (SARIOGLU et al., 2010). Metais não são biodegradáveis, 

tendendo, assim, a se acumular no ambiente e em organismos vivos até chegar a 

concentrações tóxicas ou carcinogênicas (FU & WANG, 2011).  

 O aumento nas concentrações de metais, acima dos limites de segurança 

estabelecidos para o meio ambiente, é mais frequentemente encontrado perto de indústrias 

e outras atividades humanas. A presença de metais em efluentes de indústrias e a falta de 

tratamento e disposição adequada de resíduos contribuem para esse fato (MASINDI & 

MUEDI, 2018). 

Os metais são persistentes no ambiente, devido à sua toxicidade, podem 

contaminar as cadeias alimentares e causar diferentes problemas de saúde. A exposição 

crônica a metais no ambiente é uma ameaça real para os organismos vivos; por exemplo, 

concentrações de metais acima dos limiares afetam o equilíbrio microbiológico dos solos 
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e podem reduzir sua fertilidade (WIECZOREK-DĄBROWSKA, 2013). Outra questão é 

que a bioacumulação de metais tóxicos na biota de diferentes ecossistemas pode ter 

efeitos adversos nos animais. Níveis mais altos de metais na biota podem ter efeitos 

negativos na saúde ecológica de espécies de animais aquáticos e podem contribuir para o 

declínio de suas populações. A comunidade microbiana, da mesma forma, é influenciada 

através da diminuição na diversidade e na capacidade de degradação (ALI et al., 2019). 

 As BRS têm sua atividade diminuída devido a presença de metais em maiores 

concentrações. Por isso que um dos principais problemas em biorreatores durante o 

tratamento de esgoto e águas residuais é a toxicidade de metais (BHATTACHARYA et 

al., 1995). 

 Dessa maneira, se torna de extrema importância a busca do entendimento de como 

os metais podem influenciar na atividade e na composição de bactérias redutoras de 

sulfato, tornando possível identificar quais os grupos conseguem apresentar estratégias 

que os permitam sobreviver mesmo em concentrações extremamente altas de metais.  

 No entanto, as bactérias podem desenvolver resistência através de uma grande 

diversidade de genes de resistência a metais, tanto por evolução vertical quanto por 

transferência horizontal de genes, a fim de se adaptar à exposição à toxicidade de metais 

(TURE et al., 2018; ARGUDÍN et al., 2018). Assim, o conhecimento sobre como os 

metais podem influenciar a atividade e a composição de bactérias redutoras de sulfato se 

torna extremamente importante. Muitos estudos indicam que em locais contaminados, 

onde as bactérias foram expostas à toxicidade do metal, o número de genes de resistência 

aumenta. Dessa forma, a comunidade em locais contaminados pode se adaptar à 

contaminação por metais (IMCHEN et al., 2018; GUO et al., 2017; GILAN et al., 2015). 

As zonas portuárias são conhecidas ao redor do mundo como áreas que 

apresentam uma quantidade de metais a cima de níveis considerados como aceitáveis por 

companhias ambientais (BURUAEM et al., 2012), sendo, portanto, áreas onde a 

comunidade microbiana foi exposta por esse tipo de contaminação por um longo período 

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 inóculo em reatores anaeróbios 

envolvidos no tratamento de águas residuárias contendo metais. Isso se deve 

principalmente ao fato desses microrganismos já estarem adaptados às condições em que 
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serão submetidos durante seu uso em biorreatores (BARNES et al., 1994; BRATKOVA 

et al., 2013; KIEU et al., 2013). 

 Dessa maneira, o objetivo do presente trabalho foi analisar, utilizando sedimento 

de uma área portuária como inóculo, como metais influenciam na comunidade de 

bactérias redutoras de sulfato.  

 
 

4.4.MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.4.1.  Área de estudo 
 

 
Como já foi apresentado previamente no Capítulo 3 (seção 3.4.1) o Porto de 

Santos se localiza no município de Santos (região metropolitana da Baixada Santista), 

região central da costa do estado de São Paulo. Essa área é relevante por ser cenário de 

várias atividades econômicas importantes como: pesca, turismo, atividades industriais e 

portuárias e ainda assim, ter a presença de áreas protegidas como manguezais e 

remanescentes de mata Atlântica (OLIVEIRA et al., 2008).  

O Porto de Santo tem dimensões significativas e além de suas atividades acaba 

atraindo uma série de industrias que se fixam próximo a ele, tudo isso influencia a 

qualidade do ambiente (ABESSA et al., 2008) (Figura 33). 

 
Figura 33 – Pluma de contaminantes no Porto de Santos visualizada durante coleta de sedimento 

(Fonte: da Autora). 
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Próximo ao porto está instalado o maior polo industrial do Brasil, com 

aproximadamente 1100 indústrias, incluindo petroquímica, farmacêutica e siderúrgica 

(CBH-BS, 2011) e, consequentemente, geram muitos resíduos que podem afetar o 

ambiente (OLIVEIRA et al., 2008) (Figura 34).  

Em 2001, um dos relatórios da CETESB já apontava a existência, na Baixada 

Santista, de indústrias que utilizam em seu processo de produção diversos metais, além 

de solventes, fenóis, cianeto, entre outros, que podem afetar significativamente o 

ambiente e a biota local (CETESB, 2001). No último relatório da CETESB que avaliou a 

qualidade ambiental de zonas costeiras de São Paulo, em 2018, foi verificada 

contaminação por metais como Cu e As, além da presença de hidrocarbonetos 

poliaromáricos acimas do limite e densidades altas de coliformes termotolerantes que 

fizeram com que as amostras do porto fossem consideradas Ruins ou Péssimas (CETESB, 

2018).   

 

 
Figura 34 – Terminais portuários exclusivos de indústrias localizadas nos arredores do Porto de 

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

 

 O estuário de Santos - São Vicente é um bom exemplo onde as pressões antrópicas 

estão continuamente introduzindo contaminantes no meio ambiente. Toda essa influência 

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 histórico de 

contaminação por metais, em que a microbiota acabou sendo exposta a esse tipo de 

pressão 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 próximos a efluentes industriais ou onde a literatura 

apontava como áreas criticamente contaminadas por metais (PINTO et al., 2015; 

ABESSA et al., 2008; BURUAEM et al., 2012).  

 

 
Figura 35 – Mapa da região de coleta mostrando os 5 pontos ao longo do Porto de Santos –SP 

(Brasil).  
 
 

 
4.4.3.  Variáveis Ambientais  

 
 
Durante a coleta de sedimentos cada ponto de amostragem foi caracterizado de 

acordo com suas características fisico-químicas utilizando uma sonda multi-parâmetro 

(HORIBA, modelo U50), foram eles: pH, salinidade, temperatura, profundidade, 
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oxigênio dissolvido e condutividade. Em laboratório os sedimentos coletados foram 

caracterizados quanto a granulometria, através da técnica de peneiramento (SUGUIO, 

1973); porcentagem de matéria orgânica utilizando a mufla (JIMÉNEZ & GARCÍA, 

1992); porcentagem de carbono orgânico total foi realizada  a  partir  da oxidação  com  

dicromato  de  potássio,  ataque  com  ácido  sulfúrico  e  posterior  titulação  do dicromato  

excedente  da  oxidação  com  sulfato  ferroso  amoniacal,  conforme  descrito  em 

Gaudette et al. (1974); concentração de metais, cromo, cobre, cádmio e zinco foi realizada 

segundo a metodologia SW 846 US EPA 3051 (USEPA, 1994), a qual consiste em uma 

digestão ácida capaz de dissolver a maior parte dos elementos de origem antrópica. Os 

elementos Cr, Cd, Cu e Zn foram quantificados por espectrometria de emissão atômica 

com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES). 

 

4.4.4.  Quantificação de bactérias redutoras de sulfato 

 

A avaliação quantitativa de bactérias redutoras de sulfato foi realizada através do 

Método do Número Mais Provável (NMP). Para isso, foi feito um mix das 5 amostras de 

sedimento que foi utilizado para realização de diluição seriada até a diluição 10 -12. Cada 

diluição foi inoculada em quintuplicada em frascos de antibiótico de 40 mL contendo 8,8 

mL de Postgate C (POSTGATE, 1984) (Anexo 1) e alíquotas de 0,1 mL das soluções de 

sulfeto de sódio (0,4%) e sulfato ferroso (1%). Após este procedimento, os frascos foram 

cultivados sob mistura gasosa de Nitrogênio, a 30ºC 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 é considerado positivo. Por meio da contagem dos tubos 

positivos e negativos de três diluições consecutivas, seleciona-se a combinação 

correspondente e obtém-se o valor NMP. Com este dado, pode-se calcular o valor NMP 

para o experimento de acordo com a equação 3 (APHA, 2012):  𝑁𝑀𝑃/ 100 𝑚𝐿 = 𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑁𝑀𝑃 𝑥 10/ 𝑉         (3)  

Em que: V corresponde a menor diluição da série de combinações de tubos 

positivos. 
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4.4.5. Enriquecimento de BRS resistentes a metais 
 
 
Para realização de ensaio forma utilizados frascos de antibióticos de 150mL. Em 

cada frasco foi adicionado meio de cultura Postgate C (Anexo 1) com diferentes 

concentrações de metais (POSTGATE, 1984; CABRERA et al., 2005; GARDNER & 

STEWART, 2002; LUPTAKOVA & KUSNIEROVA, 2005) (Figura 36). Cádmio foi 

utilizado na forma de sulfato de cádmio e as concentrações variaram de 0,2 até 0,7mM; o 

cobre foi utilizado na forma de sulfato de cobre e as concentrações variaram de 0,3 até 

5mM; o cromo foi utilizado na forma de sulfato de cromo e as concentrações variaram de 

0,4 até 13mM; o zinco foi utilizado na forma de sulfato de zinco e as concentrações 

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 inóculo e cada frasco teve volume 

final de 50 mL (figura 36). Também foram feitos um controle positivo, apenas o meio de 

cultura e o inóculo, e um controle negativo, meio de cultura e o metal, para cada um dos 

metais. 

 

 
Figura 36 – Design experimental do enriquecimento com diferentes concentrações de cádmio, cobre, cromo e zinco. 

 
 

Os fracos foram estaticamente incubados no escuro à 30˚C por 49 dias. Após esse 

período, esses fracos serviram como inóculo para segunda fase do experimento, com 

exatamente as mesmas condições, 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 o mesmo meio 
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e as mesmas concentrações de metais. O segundo enriquecimento foi incubado por 28 

dias também a 30˚C.  

No início do experimento e semanalmente foram medidos concentração de sulfato 

e sulfeto. No início e no final de cada experimento foram medidas concentrações dos 

metais e os ácidos produzidos. 

O sulfato foi medido através de método turbidimétrico. O íon sulfato, em meio 

ácido acético, é precipitado por cloreto de bário, formando micro-cristais uniformes de 

sulfato de bário em suspensão, conforme a equação 4 a seguir: 

 

SO4
-2 + Ba+2 → BaSO4         (4) 

 

A determinação da concentração de sulfato em amostra foi feita através da 

determinação da absorção de luz de 420 nm pela turbidez proporcionada pela suspensão 

de sulfato de bário em comparação com a curva de calibração. Para isso, em um tubo de 

ensaio foi adicionado 5mL de amostra bruta ou diluída (de acordo com a concentração de 

sulfato presente na amostra e com a curva de calibração do espectofotômetro), 1 mL de 

solução tampão, misturar as soluções por inversão. Em seguida, cerca de 0,4g de cloreto 

de bário foi adicionado a cada tubo, durante 15s o tubo foi agitado vigorosamente e ficou 

em repouso por 5min, cronometrando o tempo imediatamente. Após esse processo, a 

absorbância foi medida em comprimento de onda de 420 nm. 

 O sulfeto (S2-/HS-/H2S) foi medido como sulfeto total dissolvido no meio de 

cultura e utilizou-se método colorimétrico em espectrofotômetro da marca 39 Hach® 

modelo DR-2800 por meio de kit hach® especifico para análises de sulfeto e produzido 

pelo fabricante. 

 
 

4.4.6.  Análises de metais 
 

 
Foram retiradas amostras de 15 mL no início e no final do enriquecimento para 

todos os frascos de enriquecimento. Amostras foram centrifugadas e cerca de 10 mL do 

sobrenadante foi utilizado para análise. Para análise da quantidade dos metais (Zn, Cr, Cd 

e Cu) em cada amostra foi utilizado o espectrômetro de absorção atômica com chama 

(Figura 37). Para as leituras foram utilizadas curvas de calibração, que obedeciam a Lei 

de Beer.  
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Figura 37 - Espectrômetro de absorção atômica com chama utilizado no presente trabalho 

(Fonte: da Autora). 

 

 

4.4.7. Análise dos ácidos orgânicos 
 

 

 Para quantificação dos ácidos orgânicos voláteis presentes ao final do experimento 

foi utilizado um cromatógrafo de gás GC-2010 (Shimadzu Scientific Instruments 

Columbia, MD, USA) equipado com coluna HP-INNOWAX (30 m de comprimento x 

0,25 mm de diâmetro interno x 0,25 mm de espessura de filme) e detector de ionização 

em chama (FID), tendo hidrogênio como gás de arraste, segundo metodologia descrita 

por Adorno et al. (2014). 

 
 

4.4.8.  Análise da comunidade microbiana 
 

 
Para análise 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 extração do DNA, utilizando-se o kit MoBio de acordo com as instruções 

do fabricante.   

Para análise através de Hi-Seq, a concentração de DNA foi ajustada para 10-20 

ng μL-1 com auxílio de fluorímetro (Quibit® 2.0) para amplificação por PCR. A PCR foi 

realizada em triplicata a um volume total de 50 μL contendo tampão de PCR 1X HF, 

dNTPs 0,2 mM, 2 U μL-1 de Phusion Hot start II DNA polimerase (Promega, Madison, 
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WI), 10 μM do primer  515F- 806R com diferentes barcodes para cada amostra, 0,2-0,4 

ng μL-1 de DNA e água livre de nuclease até o volume final. O programa de amplificação 

consistiu de um etapa de desnaturação a 98 ° C por 30 s, 25 ciclos de desnaturação 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 extensão 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 Concentração de 

DNA de 100 ng μL-1. Os amplicons agrupados foram sequenciados usando Sequenciador 

do Genoma FLX em combinação com química de titânio (GATC-Biotech, Konstanz, 

Alemanha).  

Todas as leituras de sequência foram processadas pelo pipeline de análise 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 idênticas foram identificadas, as leituras exclusivas foram agrupadas em 

unidades taxonômicas operacionais (OTUs), aplicando critérios de identidade de 0,98. 

Para obtenção dos perfis taxonômicos, as sequências geradas foram submetidas a análises 

computacionais utilizando o programa de bioinformática MOTHUR (SCHLOSS et al., 

2009) e o programa Past3 para as análises 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 número PRJNA531183. 

 
 

4.5.RESULTADOS  
 

4.5.1. Dados físico-químicos 
 

 
A caracterização 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 áreas mais próximas ao mar aberto, a 

porcentagem média de oxigênio dissolvido foi de 47,4%, pH 5,8; M.O. 3,0% e C.O.T. de 

2,8% (tabela 9). 
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Tabela 9 – Dados físico-químicos nos 5 pontos de amostragem durante a coleta de amostras. 
 

 Profundidade 
(m) 

Temperatura 
(˚C) 

Salinidade Condutividade O.D. 
(%) 

pH M.O. 
(%) 

C.O.T. 

P1 1,0 26,3 16,0 26,4 46,5 5,7 4,1 3,2 
P2 1,7 26,6 14,8 22,1 38,0 5,8 2,1 2,6 
P3 1,7 27,0 24,4 39,7 69,7 5,3 2,0 4,2 
P4 2,0 27,0 23,2 38,0 45,9 6,0 1,6 4,3 
P5 1,8 27,8 23,3 38,5 37,7 6,1 5,1 4,8 

 
 
 
A quantidade de metais encontradas estão presentes na tabela 10. Não foi 

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

 
 

Tabela 10– Concentração de metais (Zn, Cr, Cd e Cu) em µg/mg de sedimento para cada um dos pontos 
de amostragem. 

  
Zinco Cromo Cobre Cádmio 

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. Quantificação BRS e análise do enriquecimento 
 

A análise de número mais provável indicou uma concentração inicial de bactérias 

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

O ensaio de enriquecimento de BRS na presença de diferentes concentrações de 

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

presente. Na figura 38 é possível 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 possível visualizar que as 

concentrações maiores tiveram a redução de sulfato progressivamente menor. 
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Figura 38 - Gráficos de remoção de sulfato (%) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c); Cu(d), 

durante 49 dias. 

 

 O sulfeto produzido também foi monitorado nesse período e seguiu o mesmo 

padrão dos resultados de remoção de sulfato (figura 39).  

 
Figura 39 – Gráficos de produção de sulfeto (mg/L) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c); 
Cu(d). 
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 Os enriquecimentos de 49 dias serviram de inóculo para um novo enriquecimento 

que durou 28 dias. A atividade BRS pode ser visualizada através da remoção de sulfato e 

produção 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 remoção de sulfato 

(Figura 40). Para os experimentos com Zn, nos frascos com menor concentração (0,3 

mM) a remoção de sulfato foi de 80% e diminui sucessivamente: frascos com 0,8mM de 

Zn a remoção foi de 60% e nas concentrações de 6 e 10 mM ficou em torno de 20%. Para 

o enriquecimentos com cromo a variação da remoção de sulfato foi sucessiva de acordo 

com a concentração do metal também mas ao final a remoção em todos os frascos foi em 

torno de 30%. 

 Nos enriquecimentos com Cd, foi observada um remoção de 80% nos frascos com 

0,2 mM, 50% nos frascos com 0,3 mM e em torno de 20% para as concentraçoes finais 

de 0,5 e 0,7 mM. 

 Nos enriquecimentos com Cu, foi observado o mesmo padrão observado para Cr, 

ao final do experimento em todos os tratamentos foi observado uma remoção média de 

20%. 

 Figura 40 – Gráficos de remoção de sulfato (%) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c); Cu(d). 
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A produção de sulfeto acompanhou a remoção de sulfato. Mas nas maiores 

concentrações de metais não foi possível ser detectado pois o sulfeto produzido acabava 

precipitando os metais presentes não podendo ser detectado (Figura 41). 

Figura 41 – Gráficos de produção de sulfeto (mg/L) para os enriquecimentos de Zn(a); Cr(b); Cd(c); 

Cu(d).  

 
 
 Ao final do experimento foram mensurados os ácidos orgânicos 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 ácido acético e menores 

porcentagens de outros ácidos como o ácido isobutírico, butírico e isovalérico. Nos meios 

enriquecidos com Zn, as concentrações mais baixas ficaram com o padrão bem parecido 

do controle positivo. Mas em contrapartida as duas maiores concentrações tiveram 

menores porcentagens de ácido acético e maiores concentrações de propionato, quando 

comparado ao controle. O mesmo padrão foi observado para os meios enriquecidos com 

Cr. Já para os enriquecimentos de Cu, somente a concentração mais baixa teve 37% de 

produção de acetato, as demais concentrações tiveram produção de ácido butírico e 

isobutírico. Para os enriquecimentos de cádmio, todos os enriquecimentos tiverem uma 

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

 
Figura 42 – Porcentagem relativa de ácidos produzidos ao final do experimento de 28 dias, nos 

enriquecimentos com diferentes concentrações de Zn (Zn1- 0,3 mM; Zn2- 0,8 mM; Zn3- 6,0 mM; Zn4- 

10,0 mM), Cr (Cr1- 0,4 mM; Cr2- 4,0 mM; Cr3- 7,0 mM; Cr4- 13,0 mM), Cu (Cu1- 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 precipitação de metais. 

Para todos os metais nas últimas concentrações onde a remoção de sulfato foi menor, 

houve uma precipitação de metais de apenas 20%. Enquanto que nas menores 

concentrações de metais a precipitação chegou a 80%. Cobre foi o metal que apresentou 

menor porcentagem de precipitação, variando de 9 a 41% (Figura 43).  
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Figura 43 – Porcentagem de precipitação 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 
e 4 -5 mM) e Zn (1-0,3 mM; 2-0,8 mM, 3- 6 mM e 4 – 10 mM).  
 
 
 

4.5.3.  Análise da comunidade bacteriana 
 

 
 O inóculo utilizado nos enriquecimentos apresentou uma composição variada com 

51,3% da comunidade representada pelo filo Proteobacteria. 

A abundância de famílias pode ser vista na figura 44. Quatro famílias BRS foram 

dominantes na comunidade: Desulfobacteriaceae, Desulfobulbaceae, 

Desulfurococcaceae e Desulfuromonadaceae. Flavobacteraceae foi a família mais 

abundante encontrada no sedimento.  
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Figura 44 – Abundância de famílias no sedimento do porto de Santos utilizado como inóculo nos 

enriquecimentos. 

 

 Aproximadamente 9,3% dos gêneros encontrados na comunidade pertencem ao 

grupo de bactérias redutoras de sulfato, sendo possível visualizar os grupos encontrados 

nas amostras de sedimento na figura 45. O gênero Desulfobulbos apresentou maior 

abundância variando de 4,3 a 7%. 

 

 
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 (Sed1, Sed2 e Sed3).  
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 A análise da comunidade microbiana presente nos enriquecimentos pode ser 

visualizada na figura 46.  

 A comunidade microbiana encontrada nos enriquecimentos com metais 

demonstrou a dominância do gênero Desulfovibrio dentre o grupo de bactérias redutoras 

de sulfato. Até a concentração de 6 mM de Zinco foi possível observar a presença 

significativa dos gêneros Desulfovibrio e Thermodesulfovibrio. Na concentração mais 

alta (10 mM) não foi possível observar a presença de bactérias redutoras de sulfato, 

apenas fermentadoras e bactérias formadoras de esporos.  

 Nos enriquecimentos com cromo as bactérias redutoras de sulfato não 

sobreviveram a concentrações tão altas. Só foram encontradas bactérias redutoras de 

sulfato nas concentrações 0,4 mM, com a presença de Desulfovibrio sp e Desulfobulbos, 

e na concentração 4,0 mM onde apenas o gênero Desulfovibrio foi encontrado. Nas 

concentrações mais altas houve dominância dos gêneros Clostridium e Citrobacter.  

 Já nos enriquecimentos com Cádmio foi observado a presença do gênero 

Desulfovibrio apenas nas concentrações de 0,2 mM e 0,3 mM. Nas duas concentrações 

maiores foram observadas dominância de Clostridium, Citrobacter e Vibrio.  

 Nos enriquecimentos de cobre o único gênero de bactérias redutoras de sulfato 

encontrado foi Desulfovibrio variando de 25 a 30% de abundância na comunidade 

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

 

 
Figura 46- Mapa de calor mostrando a abundância de diferentes gêneros encontrados nas amostras de cada 

um dos enriquecimentos (As legendas dos enriquecimentos indicam as concentrações iniciais de cada 

metal: Cu1- 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; Cr1- 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). As cores verdes escuras indicam maiores abundâncias.  
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 A figura 47 demonstra a análise de similaridade entre a comunidade microbiana 

dos enriquecimentos. Houve uma tendência das comunidades de enriquecimentos de 

amostras com as menores concentrações de metais se agruparem juntas. As comunidades 

presentes nos enriquecimentos de Cd e Cu ficaram mais próximas enquanto que as 

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

 
Figura 47 – Análise 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 concentrações iniciais de cada metal: Cu1- 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; Cr1- 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.DISCUSSÃO 

 

 Bactérias redutoras de sulfato são membros importantes da comunidade 

microbiana, as quais apresentam interesse econômico, ambiental e biotecnológico 

(MARTINS et al., 2009). Nos ambientes marinhos costeiro, onde o sulfato está presente 

em grande quantidade, as BRS contribuem com mais de 50% na mineralização da matéria 

orgânica (JØRGENSEN, 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 gêneros Desulfobulbos, Desulfosarcina, Desulfococcus, por grupos da 

família Desulfobacteraceae. Esses gêneros são 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 hidrogênio, ácidos orgânicos, 

álcoois, fazendo com que essa plasticidade seja uma vantagem competitiva (ZOUCH et 

al., 2017). 

 Desulfovibrio sp foi o gênero de BRS encontrado em maior abundância nos 

enriquecimentos com metais. Esse gênero é muito estudado em processos de tratamento 

de efluentes e de remoção de metais (HWANG & JHO, 2018; CABRERA et al., 2006). 

Uma de suas características importantes é uma resistência alta à metais quando 

comparados com bactérias do mesmo grupo (JOO et al., 2015). Esse é um dos fatores 

para que esse gênero tenha sido encontrado em concentrações superiores a outras BRS. 

Além disso, é um gênero de crescimento muito rápido em meios de cultura, sendo 

facilmente isolado em cultivos anaeróbios (CABRERA et al., 2006).  

  O gênero Thermodesulfovibrio, também encontrado em alguns enriquecimentos, 

pertencem ao filo Nitrospirae. Tudo o que se sabe sobre esse grupo é que são anaeróbios 

estritos e usam um número limitado de doadores de elétrons, que é incompletamente 

oxidado à acetato. Pode crescer em temperaturas altas que podem variar de 40 a 75°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 não puderam ser identificados 

ao nível de gênero podendo indicar grupos novos, ainda não isolados ou estudados. O 

Brasil é conhecido como o país da mega biodiversidade e muito pouco é conhecido sobre 

sua diversidade de microrganismos, além disso a formação de recursos humanos para 

taxonomia e sistemática de bactérias é muito escasso (MMA, 2017). 

 A comunidade bacteriana presente no inóculo provavelmente foram expostas por 

uma contaminação por metais a longo prazo. Diversos estudos mostram a contaminação 

por metais no porto de Santos. De acordo com estudos de Kim et al. (2016), o porto de 

Santos é um bom exemplo de um ambiente que sofre com a introdução contínua de 

diversos contaminantes.  Portanto, essa exposição faz com que esses microrganismos 

tolerem altos níveis de metais como foi indicado nos enriquecimentos.  

 A concentração de metais encontrada no sendimento nas coletas do presente 

estudo não foram altas ou acima de limites que colocam em risco a biota (CCME, 2002). 

Entretanto existem muitos estudos e relatórios que mostram que essas concentrações no 
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Porto de Santos já chegaram a valores muitos mais altos (CETESB, 2018; KIM et al., 

2016; BURUAEM et al., 2012). Além disso, a comunidade presente no inóculo foi capaz 

de crescer em concentrações 100x maiores do que a encontrada no sedimento indicando 

essa alta resistência.  

 Alguns estudos demonstram que uma das dificuldades na aplicação de BRS em 

reatores para tratamento de resíduos contaminados é a alta concentração de metais que é 

tóxico e inibi a atividade da comunidade de BRS (ZHANG & WANG, 2016; 

AYANGBENRO, 2018). 

 No presente estudo, as BRS presentes no inóculo foram capazes de precipitar os 

metais presentes em concentrações iniciais significativamente alta de metais quando 

comparada com outros estudos. Para Cd houve uma precipitação de quase 80% na 

concentração de 0,3 mM, enquanto que para Zn na concentração inicial de 6mM houve 

precipitação de 81%. Nos enriquecimentos com Cr houve alta precipitação nas 

concentrações 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 já que a 

precipitação máxima foi de 41% no enriquecimento com menos concentração inicial (0,2 

mM).  

O estudo de Azabou et al. (2007) demonstrou a eficiência de retirada de Zn foi 

significativa apenas entre as concentrações de 0,02 mM até 2 mM. Guo et al. (2017) 

demonstrou que enriquecimentos de BRS tiveram boa atividade nas concentrações de 

0,8mM de zinco e de 0,5mM de cromo, enquanto que no estudo de Martins et al. (2009), 

BRS foram tolerantes em concentrações de 0,1 mM de zinco e de 1,3 mM de cobre. Dessa 

maneira é possível visualizar que houve uma eficiência muito maior na comunidade 

proveniente do porto de Santos onde houve a precipitação de mais de 70% de metais nas 

concentrações iniciais de 0,3 mM de Cd, 4,0 mM de Cr e 6,0 mM de Zn.  

 A precipitação de metais acompanhou a atividade de redução de sulfato, 

mostrando que sedimentos costeiros contaminados podem ser aliados na busca de BRS 

com relevância biotecnológica. Existe um potencial muito grande na comunidade 

presente nesses sedimentos marinhos, pois apresentam microrganismos que podem ser 

utilizados como inóculo para operações de reatores anaeróbios tratando águas residuárias. 

 Em condições aeróbias, os microrganismos heterótrofos são capazes de 

mineralizar compostos orgânicos a CO2, já em condições anaeróbias, a mineralização da 

matéria orgânica é bem mais complexa e, muitas vezes requer a interação entre diferentes 

grupos de microrganismos. Cada grupo microbiano realiza uma oxidação parcial da 
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matéria orgânica, e seus produtos metabólicos são assimilados por outros grupos, até a 

completa oxidação do composto orgânico (MUYZER et al., 2008; BARBOSA, 2009). A 

análise dos ácidos produzidos demonstra esse metabolismo. Bactérias do gênero 

Desulfovibrio não são capazes de fazer a oxidação total do lactato, oxidando-o 

parcialmente formando o acetato (MUYZER et al., 2008). Por isso tanto no controle, 

quando nos enriquecimentos com menores concentrações de metais, onde foi observado 

a dominância de Desulfovibrio, foi possível observar porcentagem significativa de ácido 

acético.  

 A conversão de lactato em outros ácidos apresentadas na tabela 11 e a análise de 

sulfato removido pode indicar a conversão completa à CO2. Em todos os enriquecimentos 

foram adicionados 6000 mg de lactato e 3000 mg de sulfato. De acordo com a equação 5, 

é necessária a redução de 1 molécula de sulfato para conversão de 2 moléculas de lactato 

à acetato. 

 

2 lactato + SO4 2− + 2H+ → 2 acetato + 2CO2 + HS− + H+ + 2H2O     (5) 

 

 No enriquecimento controle (sem a presença 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 só indica a produção de 1472,2 mg/L de outros ácidos, provavelmente a 

comunidade conseguiu fazer a oxidação completa à CO2. Entretanto, nos enriquecimentos 

com metais houve uma produção abaixo de 6000 mg/L de outros ácidos e o consumo de 

sulfato foi diminuindo de acordo com o aumento na concentração de metais. Indicando 

que a oxidação incompleta de lactato à outros ácidos através do processo de redução de 

sulfato foi gradativamente sendo substituído pelo processo de fermentação devido à 

toxicidade dos metais. E provavelmente o restante do lactato foi totalmente convertido à 

CO2.   

 Conforme as concentrações de metais aumentaram, houve drástica diminuição de 

BRS e aumento na proporção de bactérias fermentadoras (p. ex. Citrobacter e 

Clostridium). Essas bactérias oxidam o lactato à propionato. De maneira geral, o 

propionato é formado como um dos produtos finais da fermentação de uma grande 

variedade de produtos orgânicos. Incluem-se nesse grupo: lactato, etanol, succinato e 

acetato (STAMS et al., 1998). 

 Citrobacter sp é um gênero com uma fisiologia bastante versátil por ter 

capacidade de crescer através de mecanismos tanto aeróbios quanto anaeróbios. Através 
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do metabolismo anaeróbio são capazes de degradar diversas fontes de carbono através de 

respiração ou metabolismo fermentativo. Em condições anóxicas estritas podem fazer a 

oxidação completa da matéria orgânica gerando CO2 (GERRITSE & GOTTSCHAL, 

1993; BROOKS et al., 2015).  

 Os enriquecimentos com cobre apresentaram produção de butirato e isoburirato, 

e maior abundância de fermentadores do gênero Citrobacter. A conversão de lactato e 

acetato em butirato (alimentação cruzada de lactato) é uma interação 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 é convertido em butirato em 

comunidades de biorretadores de fermentação. 

 A análise da comunidade presente nos enriquecimentos em que houve remoção 

significativa de metais, demonstrou que grande parte da produção de sulfeto para 

precipitação de metais foi realizada pela dominância do gênero Desulfovibrio (25 a 70%). 

Demonstrando que os enriquecimentos com metais favoreceram o desenvolvimento de 

bactérias desse gênero, que no inóculo inicial apresentou baixa abundância (0,15%). 

 Diversos estudos mostram a viabilidade do uso do gênero Desulfovibrio sp para 

aplicações biotecnológicas (ZOUCH et al., 2017; IGIRI et al., 2018). O estudo de Kim et 

al. (2015) demonstrou a capacidade da espécie Desulfovibrio desulfuricans na eliminação 

de metais em água do mar. Foi desenvolvido biocarregador que utiliza zeolito como 

suporte para D. desulfuricans eficiente na remoção dos metais Cu2+, Cr6+ e Ni2+. A 

eficiência da remoção foi de 98,2; 99,8; e 90,1 mg/g, respectivamente, após 

aproximadamente 7 dias. 

 A capacidade deste grupo de bactérias para imobilizar metais depende da 

concentração do metal em solução, o que pode causar uma redução na atividade 

metabólica ou pode até ser tóxico para as bactérias. Pode-se observar através dos 

resultados encontrados na porcentagem de redução de sulfato em cada meio e na 

comunidade encontrada, que os metais Cu e Cd, apresentaram-se mais tóxicos às 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 sequência de sensibilidade de processos a anaeróbios a diferentes 

metais é Cd > Cu > Cr > Zn > Pb > Ni. 
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 Pode-se observar que a comunidade presente nos enriquecimentos dos dois metais 

mais tóxicos (Cd e Cu) ficou com uma similaridade maior. Enquanto que os menos 

tóxicos (Cr e Zn) ficaram mais próximos através da análise de distância. Demonstrando 

que esses metais têm influências 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 presença de diferentes concentrações 

de metais, e identificou que a constante de toxicidade do Cu é maior do que do Zn, 

portanto a exposição dessa comunidade ao cobre gera maior mortalidade entre BRS.  

 Essa diferença perceptível no impacto de cada um dos metais no metabolismo de 

BRS, bem como as concentrações tóxicas de cada uma desses metais, pode ajudar a prever 

o comportamento dessa comunidade em biorreatores durante o tratamento de efluentes 

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

 

 

4.7.CONCLUSÃO 

 

 Áreas portuária são locais importantes para o estudo de bactérias redutoras de 

sulfato resistentes a metais por principalmente serem áreas expostas a uma contaminação 

a longo prazo. Bactérias redutoras de sulfato apresentam uma abundância relativamente 

alta nessas áreas. Os metais apresentam forte influência no metabolismo de BRS, onde 

existe maior concentração de metal ocorre menor porcentagem de remoção de sulfato, ou 

seja, menor atividade de BRS. A produção de acetato também indica a maior atividade 

de BRS. Os metais apresentam toxicidade diferentes, afetando o crescimento de BRS em 

diferentes níveis. Cd e Cu foram os metais que mais influenciaram na atividade de BRS. 

O enriquecimento desse tipo de microrganismo em concentrações de metais mais altas 

acaba favorecendo o crescimento de bactérias redutoras de sulfato do gênero 

Desulfovibrio. Sendo esse tipo de inóculo eficiente na remoção de metais com alta 

concentração 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 otimização de 

processos de tratamento de efluentes contaminados por diversos tipos de metais, uma vez 

que é possível prever o comportamento dessa comunidade de acordo com concetrações 

tóxicas de metais como Zn, Cu, Cr e Cd. A poluição ambiental por altas contrações metais 

e seu efeito extremamente prejudicial à biota torna urgente a busca por tratamento de 
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biorremediação eficientes evitando ao máximo 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 inóculo em reatores anaeróbios 

envolvidos no tratamento de águas residuárias contendo metais. 
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CAPÍTULO 5 

 

UMA NOVA ESPÉCIE DE DESULFOVIBRIO ALTAMENTE 
RESISTENTE À METAIS: NÍVEL DE TOLERÂNCIA E GENES 

ENVOLVIDOS NA RESISTÊNCIA 
 
 
 

5.1. RESUMO 
 
 

 As bactérias redutoras de sulfato (BRS) são capazes de usar o sulfato como doador 

de elétrons produzindo sulfeto. O sulfeto produzido pode reagir com os metais, formando 

sulfetos metálicos insolúveis e precipitados, tornando possível sua remoção. No entanto, 

metais são compostos muito tóxicos e podem interferir no metabolismo de bactérias 

redutoras de sulfato, tornando a precipitação de metais limitada pela a concentração 

inicial de metais no inóculo. Dessa maneira, o objetivo do presente estudo foi isolar BRS 

resistente à metais e analisar seu nível de tolerância e os genes de resistência envolvidos. 

Usando o sedimento de uma área portuária sabidamente contaminada por metais foi 

possível isolar uma nova espécie de Desulfovibrio. A cepa isolada foi capaz de crescer 

em concentrações altas comparadas com a literatura descrita para outras espécies de BRS, 

com o crescimento em concentrações iniciais de 4,0mM de Zn, 6,0mM de Cr, 0,6 mM de 

Cd e 1,4 mM de Cu. A anotação genômica identificou 25 genes envolvidos com a 

resistência à antibióticos e componentes tóxicos, destes, 19 são genes envolvidos na 

resistência metais, especialmente de Zn. Dessa maneira, foi possível avaliar que a cepa 

isolada apresenta alta resistência aos metais tendo potencial para serem usada em futuros 

estudos de biorremediação de áreas contaminadas e de tratamento de de efluentes 

contendo com metais.  É importante destacar também a importância no isolamento de 

uma nova espécie de BRS do Brasil, uma vez que esse país tem uma diversidade 

microbiana sub explorada e poucos estudos taxonômicos 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



122 
 

5.3. INTRODUÇÃO 
 

  

 As bactérias redutoras de sulfato compreendem o maior grupo de bactérias 

anaeróbias. Eles possuem uma grande e diversificada árvore filogenética que inclui: 

bactérias Gram-negativas mesofílicas que pertencem à divisão Proteobacteria, 

bactérias Gram-positivas formadoras de esporos, bactérias termofílicas e Arqueobactérias 

termofílicas (CASTRO et al., 2000).  

 Dentro desse grupo merecem destaque alguns gêneros 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 aromáticos, n-alcanos, ácidos graxos e 

produtos orgânicos polares formados de bactérias aeróbias a partir de carboidratos, alem 

de ácidos graxos voláteis e compostos orgânicos 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 

bioquímica foi sistematicamente investigada por Baars (1930). Um dos primeiros gêneros 

descritos foi o gênero Desulfovibrio (WIDDEL, 1988). Apesar de há muito anos esse 

grupo de bactéria ter sido estudada, novas tecnologias possibilitam o conhecimento da 

real diversidade desse grupo e da sua importância nos mais diferentes ecossistemas e suas 

importantes aplicações biotecnológicas.  

 Existem inúmeros estudos mostrando o potencial do gênero Desulfovibrio em uma 

grande variedade de processos de biorremediação. O metabolismo deste gênero pode 

aumentar o pH, causando a precipitação de íons metálicos tóxicos como cobre (II), níquel 

(II) e cádmio (II) na forma de sulfetos metálicos em efluentes da mina (ambientes 

aquáticos ácidos) (PAYNE et al., 2003; HEIDELBERG et al., 2004). Além disso, o 

Desulfovibrio sp pode converter metais tóxicos, como urânio (VI), tecnécio (VII) e cromo 

(VI), em formas reduzidas, menos solúveis, entregando elétrons diretamente a íons 

oxidados (JOO et al., 2015; PAYNE et al., 2003). 

 No entanto, metais são compostos muito tóxicos e podem interferir no 

metabolismo de bactérias redutoras de sulfato, tornando a precipitação de metais limitada 

pela a concentração inicial de metais no inóculo (FU & WANG, 2011). A toxicidade dos 

metais está relacionada à sua capacidade de perturbar as funções e estruturas enzimáticas, 
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ligando-se ao tiol e outros grupos em proteínas 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 resíduos e águas residuárias. Ficou provado que uma das barreiras 

nos tratamentos de efluentes contaminados é a baixa sobrevida da BRS que poderia 

precipitar os metais (PAULO et al., 2015; BHATTACHARYA, 1995). 

 Este fato é preocupante, pois alguns efluentes industriais podem ter maiores 

quantidades de metais. Por exemplo, foi relatada uma concentração de 4632-17.627 uM 

de Zn e 5826-22.173 uM de Cr em um efluente industrial de uma indústria de acabamento 

de superfície (SANCEY et al., 2011). 

 Devido ao rápido desenvolvimento da indústria, houve um enorme aumento da 

quantidade de águas residuais contendo metais, o que representa um sério desafio às 

questões para manter o meio ambiente de qualidade (JAIN et al., 2016). 

 Alguns metais como zinco, cádmio, cobre e cromo são facilmente encontrados em 

esgoto e efluentes não tratados (OCHOAHERRERA et al., 2011). Esses metais não são 

degradáveis e acabam por acumular na água, solos e cadeia alimentar, resultando em 

efeitos subletais ou morte de plantas e animais (YI et al., 2011). 

 Diferentes organismos desenvolvem várias respostas aos íons tóxicos, o que lhes 

confere uma certa tolerância aos metais. Eles possuem vários mecanismos de resistência 

específicos, como o sequestro ou a transformação para outras espécies químicas 

(MARTINS et al., 2009; VALLS & LORENZO, 2002). 

 Segundo Navarro et al. (2013), o conhecimento atual indica que elementos-chave 

envolvidos na resistência a metais em microrganismos ambientais parecem ser um amplo 

repertório de determinantes conhecidos de resistência a metais e sua duplicação, a 

presença de novas chaperonas metálicas e abundantes reservas de metais polifosfato 

inorgânico (polyP) usado em um sistema de resistência a cobre baseado em polyP. O 

estudo de novos determinantes de resistência a metais em microrganismos ambientais 

poderia ajudar na anotação funcional desses genes nas sequências genômicas cada vez 

mais disponíveis 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 

eficiência. A caracterização de determinantes e mecanismos de resistência a metais 

ajudará a entender como os microrganismos se adaptam a ambientes extremos e, 
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eventualmente, melhoram os processos de biorremediação de metais (NAVARRO et al., 

2013). 

 A probabilidade de encontrar organismos resistentes é maior em locais que foram 

expostos à contaminação por metais a longo prazo, pois, dessa forma, a comunidade 

microbiana foi forçada a uma pressão seletiva e teve que se adaptar a essa a ela, 

desenvolvendo mecanismos de resistência a metais (MARTINS et al., 2009). 

 Além disso, não 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 não conhecidos que podem ter alto 

potencial para serem utilizados em diversas aplicações biotecnológicas. 

 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 concentrações de metais. Além disso, estudamos as características do genoma 

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

 

 

 5.4. MATERIAL E MÉTODOS 

  

5.4.1. Origem do inóculo 

 

 O sedimento utilizado como inóculo foi coletado no Porto de Santos, nos mesmos 

pontos de coleta descritos na seção 4.4.1. e 4.4.2. Foi feito um mix dos sedimentos 

coletados nos 5 pontos escolhidos e este foi utilizado como inóculo para os 

enriquecimentos que foram utilizados para o posterior isolamento 

 

5.4.2. Enriquecimento da comunidade de BRS em elevadas concentrações 

de metais 

 

 Foram preparados enriquecimentos com diferentes concentrações dos mesmos 

metais testados nos capítulos anterios (Zn, Cr, Cu e Cd). Esses metais foram escolhidos, 

uma vez que alguns estudos mostraram que eles apresentam concentrações significativas 

na área selecionada (BURUAEM et al., 2012; KIM et al., 2018). 

 Primeiro, foi feito um meio básico anóxico com a seguinte composição (g L-1): 

0,41 KH2PO4; 0,53 Na2HPO4 ·  2H2O; 0,3 NH4Cl; 0,3 NaCl; 0,1 MgCl2.6H2O; 0,11 CaCl2 
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·  2H2O; e 1 mL L-1 de cada solução de oligoelementos ácidos e alcalinos (anexo 2); 0,2 

mL L-1 de vitaminas (anexo 3); 0,1 g L-1 de extracto de levedura BBL (Becton Dickinson, 

Cockeysville, MA) e 1 mL L-1 de solução 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 distribuído em frascos de antibiótico de 120 mL com 50 mL de volume 

reacional. Em seguida, os frascos foram fechados com badoques de borracha butílica 

(Rubber BV, Hilversum, Holanda), lavados com 1,5 atm de N2 / CO2 (80:20, v / v) e 

autoclavados. 

 Lactato foi adicionado como doador de elétrons e fonte de carbono a partir de 

soluções estoque anaeróbicas estéreis para uma concentração final de 20 mM. Cloreto de 

ferro foi usado como agente redutor. Adicionou-se Cobre sob a forma de CuSO4, em 

concentrações finais de: 0,3 mM, 1,3 mM, 3,0 mM, 5,0 mM. O cromo foi adicionado na 

forma de CrSO4, em concentrações finais de: 0,4 mM, 4,0 mM, 8,0 mM e 12 mM. 

Adicionou-se zinco na forma de ZnSO4 em concentrações finais de: 0,3 mM, 1,0 mM, 

6,0 mM e 10 mM. O cádmio foi adicionado na forma de CdSO4, em concentrações finais 

de: 0,2 mM, 0,3 mM, 0,4 mM e 0,5 mM. Uma alíquota 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 inóculo) e um controle negativo (meio com metais sem inóculo) 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 redução de 

sulfato colocado no meio de cultura. Dessa maneira, o sulfato foi medido semanalmente 

em todos os frascos.  

 As medições de sulfato foram realizadas utilizando cromatógrafo de íons 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-1 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA). 

 

5.4.3. Isolamento de BRS 

 
 O processo de isolamento foi iniciado com os frascos de enriquecimento que 

apresentaram maior concentração de metais com atividade de redução de sulfato. Para 

isolamento foi utilizado meio anóxico basal descrito por Stams, Van Dijk et al. (1993). O 

meio é composto por (g L-1): 0,41 KH2PO4; 0,53 Na2HPO4·2H2O; 0,3 NH4Cl; 0,3 NaCl; 
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0,1 MgCl2·6H2O; 0,11 CaCl2·2H2O; e 1 mL L-1 de solução de elementos traço ácida e 

alcalina; 0,2 mL L-1 vitaminas; 0,1 g L-1 de extrato de levedura (Becton Dickinson, 

Cockeysville, MA) and 1 mL L-1 resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) (STAMS, 

VAN DIJK et al. 1993) e ainda foi adicionado 13g L-1 de ágar e colocado em placas de 

petri utilizando câmara anaeróbia, e foi utilizado Fe(II)Cl2 como solução redutora. Após 

solidificação do meio foi inoculado 100µL da cultura. As placas foram encubadas à 30°C 

em jarras anaeróbias pressurizadas com N2/CO2 (80:20,v/v) até observar o aparecimento 

de colônias de coloração negra devido a precipitação de Fe reagindo com o sulfeto 

produzido pela BRS.  

 Após o crescimento, colônias foram reinoculadas no mesmo meio basal, mas sem 

adição de ágar. Após crescimento as colônias foram novamente inoculadas em placas de 

petri, esse processo foi feito sucessivamente para garantir a presença de culturas puras 

(Figura 48).  

 
Figura 48 – Design experimental do processo de isolamento.  

 
 
 Nas placas contando meios sólidos foi adicionada 100uL de uma solução 20mM 

de FeCl2, para facilitar a escolha de cepas que fossem redutoras de sulfato. Pois através 

da produção de sulfeto originado do crescimento de BRS, havia a formação de um 

precipitado preto no topo da colônia, resultado da reação do ferro com o sulfeto, formando 

sulfeto de ferro que tem coloração preta (Figura 49). 
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Figura 49 – Placa com crescimento de BRS que tem como característica a coloração preta devido a reação 

do sulfeto (produzido pelas BRS) com o FeCl2 adicionado ao meio de cultura.  

 

 
5.4.4. Identificação das cepas isoladas e reconstrução filogenética 

 
 
 A identificação das cepas foi feita através do sequenciamento do gene 16S rRNA, 

utilizando a técnica de sequenciamento Sanger. Primeiro, 1,0 mL de cultura líquida foram 

centrifugados por 5 min a 14.000 g e o sobrenadante foi removido, após esse processo o 

sedimento foi ressuspendido em 100 μL de T.E. Desta suspensão de células, 2 mL foi 

usado como material para realização do PCR usando os primers 27F e 1492R (TIMMERS 

et al., 2015). O produto de PCR foi examinado por electroforese em gel e limpo utilizando 

o kit de purificação MasterPure DNA, de acordo com as instruções do fabricante. O DNA 

foi enviado para a GATC Biotech (Konstanz, Alemanha) para sequenciamento Sanger 

usando os mesmos primers como primers de sequenciamento. As sequências parciais 

foram cortadas com qualidade, verificadas quanto à contaminação por vetores e fundidas 

em seqüências inteiras com o DNA Baser versão 4.20.0. As sequências 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). 

 Cálculos de identidade de sequência e reconstrução filogenética foram realizados 

com o ARB versão 6.0.2 (WESTRAM et al., 2011) e o banco de dados SILVA Ref NR 

SSU r132 (lançado em dezembro de 2017). Cálculos de identidade de seqüência foram 

feitos com a matriz de distância ARB usando correção de similaridade. Para a 
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reconstrução filogenética, um número inicial de 632 sequências > 1200 pb foi 

selecionado. Os algoritmos GTRGAMMA de aproximação de vizinhança ARB (correção 

de Felsenstein) e de máxima verossimilhança RAxML v7.7.2 foram aplicados com filtros 

de frequência de 30 e 50% de pares de bases e, a partir das árvores resultantes, foi 

construída uma árvore de consenso, como descrito em Sánchez-Andrea & Stams et al. 

(2013). 

 A pureza dos isolados foi verificada: i) microscopicamente, ii) pela análise das 

sequências do gene 16S rRNA de cerca de 100 clones agrupados por ARDRA. Para isso, 

o DNA extraído dos isolados foi amplificado e clonado seguindo o protocolo descrito por 

Sánchez-Andrea & Stams et al. (2013). Inserções foram rastreadas por Análise de 

Restrição do rDNA Amplificado (ARDRA) usando endonuclease ECoI e Kpnl (1U, 3,5 

h, 37 ° C) e agrupados de acordo com os padrões de restrição obtido. Os padrões 

diferentes foram sequenciados na GATC Biotech AG, Konstanz, Alemanha; e iii) por 

inoculação em meio fresco com 1 g L-1 extrato de levedura e 5 mM glicose para detectar 

a contaminação por fermentadores (FLORENTINO et al., 2015). 

 

5.4.5. Sequenciamento e análise 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 

centrifugação a 4700 g a 4 °C, durante 20 min, e o sobrenadante foi descartado. Para 

evitar contaminantes que pudessem interferir na extração do DNA, foram realizados dois 

passos de lavagem. O sedimento foi ressuspenso em tampão de fosfato estéril, 

centrifugado à 13.400 g à 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 genôma, foi utilizado o protocolo descrito 

por Salvà-Serra et al. (2018). A qualidade e concentração do DNA genômico foram 

verificadas através de eletroforese em gel, Nanodrop e Quibit. O DNA genômico foi 

congelado e enviado para BaseClear BV (Leiden, Holanda) onde foi feito o 

sequenciamento utilizando a plataforma Illumina HiSeq2500. A qualidade e a duração 

das leituras de Illumina foi inspecionada com a versão 0.10.12 do FastQC. 

 O genoma extraído foi verificado quanto à integridade, contaminação e 

heterogeneidade de deformação através do CheckM (PARKS et al., 2015). A anotação 

do genoma foi verificada usando o servidor RAST (AZIZ et al., 2008). 
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 A seqüência genômica utilizada para o estudo comparativo (e seus números de 

acesso) foi: Desulfovibrio desulfuricans ND132 (PRJNA37769). 

 A análise da média da identidade nucleotídica (average nucleotide identity - ANI) 

entre os pares de conjuntos de dados do genoma foi realizada usando a ferramenta online 

da calculadora ANI, disponível em http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/ index. Os valores 

de hibridização DNA-DNA in silico (DDH) também foram determinados usando o 

servidor da Web Calculadora de Distância Genoma para Genoma (GGDC) versão 2.0 

(MEIER-KOLTHOFF et al., 2013). 

 
 
5.4.6. Testes de resistência à metais da cepa isolada 

 
  

 Os isolados foram inoculados em frascos de 120 mL com 50 mL de volume final 

nas mesmas condições descritas anteriormente para o primeiro enriquecimento com 

diferentes concentrações de Zn, Cr, Cd e Cu e, em seguida, foi analisado o consumo de 

lactato, redução de sulfato, produção de sulfetos e precipitação de metais em cada 

condição.  

Os experimentos foram realizados em triplicatas com um controle negativo (CN) 

e um positivo (CP) para cada cepa. Também foram realizados experimentos de 

fermentação, também em frascos de soro de 120 mL com 50 mL, para garantir que as 

cepas pudessem crescer em metal de alta concentração, evitando a produção de sulfeto 

que acaba precipitando os metais. Para isso, a cepa foi inoculada no mesmo meio basal 

com a maior concentração de metal que as cepas foram capazes de crescer usando o 

processo de redução de sulfato, porém não foi adicionada nenhuma fonte de sulfato e, ao 

invés de lactato como doador de elétrons e fonte de carbono, foi utilizado piruvato em 

uma concentração final de 20mM. O consumo de piruvato foi analisado, bem como a 

concentração de metal no início e no final do experimento. 

O sulfato foi medido como já explicado na seção 5.4.2., utilizando cromatógrafo 

de íons Dionex ICS-1000. Lactato e piruvato foram quantificados usando um 

cromatógrafo líquido de alto desempenho (HPLC) LKB com uma coluna Varian 

Metacarb 67H 300 mm e eluente 0,01 N H2SO4 a uma taxa de fluxo de 0,8 mL min-1. As 

concentrações de sulfeto nos enriquecimentos foram determinadas pelo método 

fotométrico de azul de metileno, conforme descrito por Cline (1969). E por fim, as 



130 
 

concentrações de metais solúveis foram determinadas com testes de células 

Spectroquant® (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). 

 
 
 
 5.5. RESULTADOS 

 
 

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

 Foi observado, após 28 dias de experimento, que o sulfato foi consumido 

completamente onde não havia sido adicionado os metais testados. Em contrapartida, 

todos os ensaios, quanto maior foi a concentração de metais, menor foi a atividade da 

comunidade microbiana sulfetogênica, como pode ser observado pela diminuição na 

redução de sulfato (Figura 50). 

 Para os enriquecimentos com cromo, foram removidas até 1500 mg/L de sulfato, 

representando uma porcentagem de remoção de 50% na concentração 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 concentração inicial). Já para os enriquecimentos de Cd, foi observada 

uma diminuição gradativa na remoção de sulfato de acordo com o aumento da 

concentração de Cd, removendo até 2470 mg/L de sulfato (80% de remoção) na 

concentração de 0,2 mM, esse valor caiu para 750 mg/L de sulfato na maior concentração 

de 0,7mM. Cobre aparentemente foi o metal mais tóxico à comunidade microbiana 

testada, pois a remoção de sulfato ficou em torno de 620 mg/L dos 3000 mg/L iniciais 

para todas as concentrações testadas (0,3; 1,3; 3,0 e 5,0 mM). Já para os enriquecimentos 

com Zn, foi possível obter a remoção de 2498 mg/L de sulfato na concentração inicial de 

0,3 mM e de 635 mg/L na maior concentração testada (10 mM). 

 Dessa maneira, alíquotas provenientes dos enriquecimentos com concentração 

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 à metais.  
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Figura 50 – Porcentagem de remoção de sulfato nos enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais 

de Cr (a), Cd (b), Cu (c) e Zn (d). CP indica o controle positivo (meio somente com inóculo e sem adição 

de metais) e CN o controle negativo (meio sem inóculo com adição de metais).  

 
 
 

5.5.2. Filogenia e Identificação dos Isolados  
 

 
Os enriquecimentos com as maiores concentrações de metal que apresentaram 

atividade redutora de sulfato foram escolhidos como inóculo para o processo de 

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

(figura 51). 

 
Figura 51 – Árvore filogenética baseada na análise da sequência 16S rDNA, mostrando a localização 

filogenética das cepas isoladas no presente estudo. A árvore foi construída pelo método estatístico 

“Neighbor-joining”, e Methanolobus bombayensis foi usado como grupo externo. 
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A porcentagem de similaridade entre os isolados e as espécies de maior grau de 

parentesco podem ser visualizadas na tabela 12. A análise do DNA mostrou que todas as 

7 cepas isoladas são bactérias do gênero Desulfovibrio e com porcentagem de 

similaridade de 99% entre elas, indicando que todas as cepas são 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% são indicativas de nova espécie.  

 
Tabela 12 – Porcentagem de similaridade através do método de distância Neighbor-Joining. 
  

St1 St2 St3 St4 St5 St6 St7 DsDesu DsDech 

St1 - 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 

St5 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 sequência do genoma foi usada para confirmar a presença de uma nova espécie 

de Desulfovibrio. A identidade média dos nucleotídeos (ANI) e os valores de DDH 

(hibridização DNA-DNA) in silico obtidos da comparação pareada das sequências 

genômicas disponíveis dos membros do gênero Desulfovibrio são mostrados na Tabela 

13. Para serem indicadas novas espécies existe a recomendação da presença de valores 

de DDH inferiores a 70% e valores de ANI inferiores a 95% (GORIS et al., 2007),  

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

 
 
Tabela 13 – Comparação da sequência completa do genoma da cepa Desulfovibrio sp FE33 com a espécie 

filogeneticamente mais próxima (Desulfovibrio desulfuricans).   
D. desulfuricans 

DDH 1 12.7 

2 20.0 

3 13.1 

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 padrões de DNA encontrados após o corte com enzima 

de restrição, todos eles, depois de sequenciados indicaram a presença apenas do gênero 

Desulfovibrio isolado no presente estudo.  

 

 
Figura 52- Padrões dos clones após corrido de eletroforese em gel de agarose (1,5%), cada banda representa 

um fragmento de DNA após serem cortados pelas enzimas de restrição ECOR I e KPNL (1A, 1H, 2B, 4F, 

4H, 7H, 8C, 9D, 9A, 9E, 4H e 6F foram os clones que apresentaram padrões diferentes e foram 

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

 
 

5.5.3. Análise de resistência aos metais. 
 
 
 As cepas isoladas foram inoculadas em diferentes concentrações iniciais de Zn, 

Cr, Cu e Cd. E suas atividades foram monitoradas para saber quais concentrações 

máximas essas cepas seriam capazes de resistir. 

 Para o ensaio com Zn, as concentrações iniciais variaram de 0,1 mM até 10 mM. 

Até a concentração de 4,0 mM foi observado consumo total de lactato (24,5 mM), com 

remoção de 12,4 mM de sulfato e produção de 26,9 mM de acetato (Tabela 14). 
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Tabela 14 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação de metal nos 
enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de zinco.  
 
 Lactato 

(mM) 
Sulfato (mM) Acetato 

(mM) 
Concentração 
de Zn (mM) 

Enriquecimento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final 
1 (Controle 
Positivo) 

22,1 0,0 18,9 8,6 0,0 20,1 0,0 0,0 

2 19,0 0,0 22,1 9,8 0,0 17,4 0,19 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 0,0 12,6 0,8 0,0 
5 21,2 0,0 19,9 9,3 0,0 18,2 1,2 0,0 
6 32,6 0,0 21,3 4,0 0,0 27,0 2,0 0,0 
7 24,5 0,0 20,9 8,5 0,0 26,9 3,9 0,0 
8 27,3 27,2 20,4 20,0 0,0 0,0 7,9 7,5 
9 22,9 23,1 22,9 23,7 0,0 0,0 10,2 8,1 
10 (Controle 
Negativo) 

22,0 22,0 18,5 18,5 0,0 0,0 7,9 7,9 

 
  

Durante os ensaios, pôde-se perceber visualmente o processo de redução de 

sulfato devido a reação do ferro presente no meio com o sulfeto produzido, a formação 

de sulfeto de ferro forma um precipitado preto que é possível ser visualizado nos frascos 

onde houve crescimento de BRS (Figura 53). 

 

 
Figura 53 – Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de zinco (0,1; 0,4; 0,8; 1,2; 2,0; 4,0; 

8,0; 10,0). É possível visualizar o precipitado preto devido a produção de sulfeto pela Desulfovibrio sp 

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

 

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

12 mM. Foi observada atividade de redução de sulfato e precipitação de 100% da 

concentração inicial de metal até a concentração de 6,0 mM de Cr (Tabela 15).  
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Tabela 15 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação de metal nos 
enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de cromo.  
 
 Lactato 

(mM) 
Sulfato (mM) Acetato 

(mM) 
Concentração 
de Cr (mM) 

Enriquecimento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final 
1 (Controle 
Positivo) 

22,1 0,0 18,7 9,1 0,0 20,1 0,0 0,0 

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 0,3 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 9,4 0,0 19,0 1,5 0,0 
7 21,2 0,0 18,9 5,1 0,0 22,9 3,0 0,0 
8 27,7 25,0 19,4 18,4 0,0 1,11 6,0 5,8 
9 19,0 15,2 18,1 17,0 0,0 2,4 12,0 10,1 
10 (Controle 
Negativo) 

21,0 21,5 17,3 17,5 0,0 0,0 10,0 9,5 

 
  

O precipitado preto formado devido ao crescimento da cepa Fe33 nas 

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

 

 
Figura 54 - Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de cromo (0,1; 0,5; 1,5; 3,0 mM). É 

possível visualizar o precipitado preto devido a produção de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e 

formação de sulfeto de ferro que forma o precipitado escuro. 

 

 Já para os ensaios com Cu, foram escolhidas concentrações iniciais que variaram 

de 0,1 até 6,5 mM. O enriquecimento com a concentração inicial de Cu de 0,9 mM foi a 

maior concentração em que foi visualizada consumo total de lactato, redução de sulfato 

e precipitação de metais (tabela 16). 
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Tabela 16 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação de metal nos 
enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de cobre.  
 
 Lactato 

(mM) 
Sulfato (mM) Acetato (mM) Concentração 

de Cu (mM) 
Enriquecimento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final 
1 (Controle 
Positivo) 

22,1 0,0 18,7 9,1 0,0 20,1 0,0 0,0 

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 0,3 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 0,9 0,0 
6 33,9 32,1 19,2 17,3 0,0 0,0 1,5 0,5 
7 30,7 29,4 18,0 17,2 0,0 0,0 2,5 1,5 
8 22,7 22,4 18,1 16,8 0,0 0,0 4,5 4,0 
9 24,9 25,2 17,5 17,0 0,0 0,0 7,5 6,5 
10 (Controle 
Negativo) 

23,0 22,8 17,4 17,5 0,0 0,0 9,0 9,0 

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

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

  

 
 
Figura 55 - Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de cobre. É possível visualizar o 

precipitado preto devido a produção de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e formação 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 contrações de 0,1; 0,3; 0,5 e 0,6 mM (Tabela 17).  
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Tabela 17 – Remoção de lactato, redução de sulfato, produção de acetato e precipitação de metal nos 
enriquecimentos com diferentes concentrações iniciais de cádmio.  
 
 Lactato 

(mM) 
Sulfato (mM) Acetato (mM) Concentração 

de Cd (mM) 
Enriquecimento Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final 
1 (Controle 
Positivo) 

22,1 0,0 18,7 9,1 0,0 20,1 0,0 0,0 

2 18,7 0,0 21,2 10,6 0,0 16,8 0,1 0,0 
3 21,5 0,0 19,8 9,4 0,0 19,3 0,3 0,0 
4 19,6 0,0 20,8 10,6 0,0 17,8 0,5 0,0 
5 20,0 0,0 18,7 10,3 0,0 17,6 0,6 0,0 
6 30,6 25,2 18,9 18,3 0,0 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 22,3 21,8 19,7 17,6 0,0 0,0 1,1 0,8 
10 (Controle 
Negativo) 

23,0 22,8 17,4 17,5 0,0 0,0 0,8 0,9 
 

 
 
 O precipitado preto formado devido ao crescimento da cepa Fe33 nas 

concentrações de Cd pode ser visualizado na figura 56. 

 

 
 
Figura 56 - Ensaio de resistência à diferentes concentrações iniciais de cádmio. É possível visualizar o 

precipitado preto devido a produção de sulfeto pela Desulfovibrio sp Fe33, e formação de sulfeto de ferro 

que forma o precipitado escuro. 

 
 Os ensaios de fermentação foram realizados com as maiores concentrações onde 

foi observada a atividade de redução de sulfato e consequente precipitação dos metais. 

Dessa maneira, de acordo com a figura 57, foi possível observar que as bactérias, na 

ausência de sulfato, utilizam o piruvato como doador de elétrons e fonte de carbono, e os 

metais continuam dissolvidos no meio do começo ao fim do experimento. Indicando que 

as cepas, mesmos expostas à toxicidade dos metais dissolvidos durante o período de 28 

dias de ensaio, continuam com o metabolismo fermentativo, confirmando a resistência 

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

de fermentação. 

 
 As concentrações 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 concentrações tóxicas encontradas para outras bactérias redutoras de 

sulfato são bem inferiores a maior concentração de Zn e Cr em que a Desulfovibrio sp 

Fe33 apresentou atividade metabólica. Já para Cu e Cd foram poucos estudos que 

apresentaram concentrações tóxicas um pouco acima da concentração onde foi 

encontrada atividade da cepa isolada no presente estudo.  

 
Tabela 18 – Concentrações tóxicas de metais (mM) que inibem o crescimento de BRS, encontrados na 
literatura.  

Metal Concentraçõe

s tóxicas 

(mM) 

Culturas de BRS Referência 

Cu (II) >0.16 Desulfomicrobium sp. Azabou et al., 

2007 

0.15 Desulfovibrio 

vulgaris e Desulfovibrio sp. 

Cabrera et al. , 

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 

Desulfobulbus rhabdoformis 

(Consórcio) 

Martins et al., 

2009 

0.16 Culturas mistas Binish et al., 2015 
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Metal Concentraçõe

s tóxicas 

(mM) 

Culturas de BRS Referência 

Cu (II) 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 (II) >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 

Desulfobulbus rhabdoformis 

(Consórcio) 

Martins et al., 

2009 

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 (VI) 1.0 Culturas mistas Guo et al., 2017 

0.6 Culturas mistas Sheng et al., 2011 

3.0 Desulfovibrio sp FE33 Presente estudo     

Cd (II) 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. Análise do genoma e dos genes de resistência 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 

contaminação. O conteúdo CG encontrado foi de 60.91%.  

 A anotação genômica, realizada através do servidor RAST, identificou 25 genes 

envolvidos com a resistência à antibióticos e componentes tóxicos, destes, 19 são genes 

envolvidos na resistência metais (figura 58).  

 
Figura 58 – Gráfico realizado com os dados da anotação genômica mostrando as porcentagens das 

principais categorias de genes encontrados no genoma da Desulfovibrio sp Fe33. No detalhe estão as 

porcentagens de grupos genes encontrados dentro da categoria dos subsistemas envolvidos na Defesa e 

Virulência 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). É possível 

observar que a Desulfovibrio sp Fe33 apresentou maior quantidade de genes envolvidos 

na resistência a metais.   
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Tabela 19 – Genes envolvidos na resistência a metais da cepa Desulfovibrio sp Fe33 e a comparação da 
presença desses genes em outras bactérias redutoras de sulfato.  
 

Sistema Objetivo Desulfovi

brio sp 

Fe33 

Desulfovi

brio 

desulfuri

cans G20 

Desulfo

vibrio 

vulgari

s 

Desulfov

ibrio 

magnetic

us 

 Desulfotomac

ulum 

acetoxidans 

DSM 771 

Desulfococc

us 

oleovorans 

Hxd3  

Resistência ao 
arsênio  

Arsenato reductase 
(EC 1.20.4.1) 

presente presente ausente presente ausente Presente 

Resistência ao 
arsênio 

Proteína de resistência 
ao arsênio - ACR3 

presente presente ausente presente ausente Presente 

Resistência ao 
Cobalto-zinco-

cadmio 

Resistência ao 
Cobalto-zinco-cadmio 

presente presente present
e 

presente presente Presente 

Homeostase do 
cobre 

 
ATPase do tipo P de 
translocação de cobre 

(EC 3.6.3.4) 

presente presente present
e 

presente presente Presente 

Homeostase do 
cobre 

Subunidade do 
citocromo c heme-

liase CcmF 

presente presente ausente presente ausente Ausente 

Tolerância ao 
Cobre 

Proteína de 
homeostase de Cobre 

CutE 

presente presente present
e 

presente ausente Presente 

Tolerância ao 
Cobre 

Proteína de efluxo de 
magnésio e cobalto 

CorC 

presente presente present
e 

presente ausente Ausente 

Tolerância ao 
Cobre 

Proteína 
periplasmática cátion 
divalente tolerante a 

cobre CutA 

presente presente ausente presente ausente Ausente 

Resistência ao 
zinco 

Regulador de resposta 
do sistema de dois 

componentes 
dependente de zinco 

sigma-54 

presente presente ausente presente ausente Presente 

Resistência ao 
zinco 

Sistema de dois-
componentes da 

proteína sensora de 
zinco sigma-54 

presente presente ausente presente ausente Presente 

Resistência ao 
zinco 

Proteína associada à 
resistência a Zinco 

presente presente ausente presente ausente Presente 

Arsenic 
resistance 

Operon repressor de 
resistência arsênica 

presente ausente ausente presente ausente Presente 

Resistência à 
Cobalto-zinco-

cádmio 

 Sistema de efluxo 
Co/Zn/Cd  

presente ausente ausente presente ausente Ausente 

Homeostase de 
cobre 

Cobre chaperone presente ausente ausente presente presente Presente 

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

brio sp 

Fe33 

Desulfovi

brio 

desulfuri

cans G20 

Desulfo

vibrio 

vulgari

s 

Desulfov

ibrio 

magnetic

us 

 Desulfotomac

ulum 

acetoxidans 

DSM 771 

Desulfococ

cus 

oleovorans 

Hxd3 

Homeostase de 
cobre 

Transportador de 
resistência multidroga 
da família Bcr/CflA 

presente ausente ausente ausente ausente Ausente 

Resistência 
relacionada ao 

cobre 

Proteína de resistência 
ao cromato ChrB 

ausente ausente present
e 

ausente ausente Ausente 

Mercúrio 
reductase 

Ìon redutase de 
Mercúrio (EC 

1.16.1.1) 

ausente ausente ausente presente ausente Ausente 

Resistência ao 
zinco 

Proteína associada de 
resistência ao Zinco 

presente ausente ausente ausente ausente Ausente 

Resistência ao 
cádmio 

Proteína acessória 
para Sistema de efluxo 

de Cádmio 

ausente ausente ausente ausente presente Ausente 

Resistência ao 
cádmio 

ATPase transportadora 
de Cádmio (EC 

3.6.3.3) 

ausente ausente ausente ausente Presente Ausente 

Resistência à 
Cobalto-zinco-

cádmio 

Regulador 
Transcripcional, 

família MerR  

ausente Ausente ausente ausente Presente Presente 

 

 

5.6. DISCUSSÃO 
 
 

Diversos estudos demonstram como a toxicidade dos metais afeta a atividade de 

BRS, diminuindo assim sua capacidade de remediação. O presente estudo demonstrou 

um forte efeito de todos os metais testados na atividade metabólica das BRS, demonstrado 

através da diminuição na redução de sulfato (Figura 47). Um estudo de Guo et al. (2017) 

teve como objetivo desenvolver um efluente sintético com altas concentrações de Cr6+, 

Zn2+ e Mn2+ e ele observou que havia uma diminuição ne eficiência de remoção de sulfato 

com o aumento da concentrações de metais. Demonstrando assim que metais afetam a 

capacidade de biorremediação desses microrganismos.  

 Por isso, a busca por BRS resistentes, que apresentam capacidade de desenvolver 

alta taxa metabólica mesmo na presença de altas concentrações de metais se torna de 

extrema importância. 

 A cepa isolada pertence ao gênero Desulfovibrio. Desulfovibrio sp é um genero 

de BRS muito estudado. Existem trabalhos demonstrando sua aplicação 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 remoção de sulfato em 

amostras de drenagem ácida de minas contendo As, Cu, Fe, Ni e Zn em um reator (up-

flow sludge blanket reactor) em condição anaeróbia. O biorreator foi operado por 500 

dias com etanol como fonte de carbono e doador de elétron. A eficiência na remoção de 

sulfato foi de 99% com uma remoção 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 concentração 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 concentrações significativas de 

metais, demonstrando um alto potencial para usos futuros. 

 O longo tempo de exposição a metais pode favorecer o desenvolvimento de 

mecanismos de resistência eficientes. Outros estudos confirmam que em áreas onde 

existem maior tempo de exposição são encontradas microrganismos mais resistentes 

(YAO et al., 2017). Um estudo de Chen et al. (2018) demonstrou em áreas que foram 

expostas por longo tempo à contaminação por diversos metais (Hg, Pb, Cu, As, Zn, Cd e 

Cr), apresentavam uma quantidade significativamente maior de genes de resistência 

envolvidos no efluxo de Cu2+, Zn2+, Cd2+ e na redução de mercúrio.  

 O sequenciamento do genoma é capaz de revelar a presença de genes envolvidos 

em diversos mecanimos de resistência. Zinco foi o metal em que a cepa isolada apresentou 

maior resistência, e seu genoma revelou vários genes envolvidos nessa resistência, por 

exemplo, o gene de proteínas associadas a resistência ao zinco (ZraP). Essa proteínas são 

metalo-chaperonas de ligação a Zn2+ produzidas apenas quando as células estão na 

presença de altas concentrações de Zn2+ ou Pb2+ (NOLL et al., 1998; 

LEONHARTSBERGER et al., 2001). O ZraP é uma proteína associada à membrana que 

sofre uma clivagem induzida por Zn2+ para liberar 12 kDa de ligação carboxi terminal ao 

Zn2+ na região do periplasma (NOLL et al., 1998). O papel real dessas metalo-chaperonas 

ainda não é muito compreendido, sua função pode ser seqüestrar metais tóxicos para 

proteger proteínas periplásmicas e transmembranares ou eles podem cooperar com outras 

proteínas de resistência a metais transferindo íons metálicos para desintoxicação 

(HYNNINEN, 2010). 

 Cádmio apresentou-se como um metal mais tóxico à cepa isolada. Tem sido 

reportado que Cd2+ se liga a grupos tiol (NIES, 2003), induz estresse oxidativo 



144 
 

(BANJERDKIJ et al., 2005) e também inibe o processo de reparação de DNA, resultando 

em elevado grau de mutação (JIN et al., 2003). O principal determinante par as células 

bacterianas serem resistentes ao estresse causado pelo Cd2+ são os sistemas de efluxo 

(BRAZ & MARQUES, 2005). Bactérias gram-negativas (como Desulfovibrio) exibem 

pelo menos 3 famílias de proteínas transportadoras de membrana que estão envolvidos na 

expulsão de metais para fora da célula: ATPases tipo P, facilitador de difusão de cátion  

e a família Resistência-Nodulação-Divisão celular (RND) (BRAZ & MARQUES, 2005; 

JIN et al., 2003; BANJERDKIJ et al., 2005). Foram observados na cepa Desulfovibrio sp 

Fe33 genes pertencentes a essas famílias.  

 A cepa isolada apresentou elevada resistência à Cobre também. A cepa isolada 

obteve crescimento em uma concentração inicial de Cu de 0,6 mM enquanto que a média 

de concentração tóxica de Cu encontra para outras BRS foi de 0,36 mM (Tabela 18). O 

Cu é um micronutriente requerido como co-fator de várias proteínas. Essa molécula 

participa de reações redox como transporte de elétrons, respiração oxidativa, 

denitrificação, entre outras (ARGÜELLO et al., 2013). Dessa maneira, as células 

precisam suprir essas proteínas com esses íons de Cu, por exemplo através da 

compartimentalização através de transportes pela membrana (ARGÜELLO et al., 2012). 

Mas, da mesma forma, a célula precisa manter a homeostase do Cu através da quelação 

de moléculas com alta afinidade com o Cu, que se ligam a ele, evitando que o Cu 

ultrapasse níveis seguros à célula. Esse mecanismo é de extrema importância uma vez 

que o Cu pode participar de reações deletérias, como a produção de radicais oxigênio 

altamente reativos e interferência em grupos de proteínas Fe-S (MACOMBER & 

IMLAY, 2009; DUPONT et al., 2011). Os genes responsáveis por esses mecanismos 

foram encontramos no genoma da cepa isolada (tabela 18). 

 O cromo pode existir em dois diferentes íons: Cr (VI) ou Cr (III). Cr (VI), na sua 

maioria em pH neutros ou alcalinos na forma de CrO4
2−, são carcinogênicos e 

mutagênicos aos microrganismos (GANGULI & TRIPATHI, 1999). Já o Cr (III), na sua 

maioria aparece na forma de Cr(OH)3, em pH neutros são 100 vezes menos tóxicos e 1000 

vezes menos mutagênicos que sua forma hexavalente, devido principalmente a sua 

solubilidade. Portanto, muitos microrganismos para tolerar a toxicidade do Cr são capazes 

de reduzir Cr (VI) à Cr (III) (KIM et al., 2001). 

 Em condições anaeróbias, várias espécies de Desulfovibrio são capazes de realizar 

esse processo de transformação do Cr devido à similaridade da estrutura do CrO4
2− ao 

SO4
2− (ambos têm 4 oxigênios 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-DÍAZ et al., 2012).  

 As cromo-redutases são as enzimas capazes de catalisar esse processo e podem 

ser codificadas pelos genes: ChrR, YieF, NemA e LpDH, geralmente presentes em 

bactérias resistentes à Cr (BALDIRIS et al., 2018). Na cepa identificada foi encontrado 

o gene LpDH que pode ser o responsável por essa resistência.  

 A presença desses genes e dessa capacidade de redução em BRS são de grande 

importância do ponto de vista biotecnológico. Muitas atividades, como galvanoplastia, 

curtumes e mineração, acabam gerando efluentes ricos em sulfato e cromo. Dessa 

maneira, BRS resistentes ao Cr seriam capazes de diminuir o teor dessas duas substâncias 

do efluente, realizando assim seu tratamento (QIAN et al., 2016).  

Ainda vale ressaltar a importância 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 não crescem na presença 

de oxigênio. Dessa maneira, são 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 et al. (2007) também desenvolveu um trabalho 

realizando o isolamento e caracterização de bactérias redutoras de sulfato, e conseguir 

isolar a espécie Desulfovibrio fructosovorans. Além desses, não foi encontrado nenhum 

outro trabalho publicado com isolamento e identificação de BRS isoladas de amostras 

brasileiras. 

O Brasil é um país mega diverso com um potencial muito grande para serem 

encontrados microrganismos com características importantes para diversas aplicações 

biotecnológicas (MMA, 2017). É preciso aumentar esforços 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 metabólicas ou novas 

características 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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5.7. CONCLUSÃO 

 
 Foi isolada a cepa Desulfovibrio sp Fe33, uma nova espécie do gênero 

Desulfovibrio altamente resistente aos metais testados. Especialmente em relação ao Zn 

a cepa foi capaz de resistir a concentrações bem mais altas comparativamente a outras 

espécies de bactérias redutoras de sulfato. O mesmo aconteceu para cromo, cádmio e 

cobre. A análise do genoma demonstrou alguns genes envolvidos nessa resistência. A 

resistência ao Zn se deve principalmente a classes de genes de proteínas associadas a 

resistência ao zinco (ZraP). Para Cd 3 classes de genes estão envolvidas na sobrevivência 

dessa cepa na presença desse metal: ATPases tipo P, facilitador de difusão de cátion  e a 

família Resistência-Nodulação-Divisão celular (RND). Já em relação à resistência ao Cu, 

o principal grupo de genes envolvidos nessa resistência são aqueles que promovem a 

homeostase do cobre, uma vez que esse metal é essencial à célula mas seus níveis 

precisam ser controlados pois podem ser tóxicos à célula quando em maiores 

concentrações. A presença desse alto nível de resistência e o conhecimento dos seus 

mecanismos em bactérias redutoras de sulfato é de extrema importância para o uso 

biotecnológico dessas cepas principalmente no tratamento de efluente. BRS resistentes a 

metais são capazes de fazer a precipitação de metais, facilitando sua remoção, em 

efluentes que apresentam alta concentração inicial de metais. Essa característica pode 

aumentar a eficiência no tratamento de efluentes contaminados com metais. Ainda vale 

ressaltar que o Brasil, por sua características ambientais, apresenta uma grande 

diversidade de microrganismo ainda não estudados. Dessa maneira, esforços para 

isolamento de novas e espécies e contribuições para o conhecimento da microbiota nos 

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

CARACTERIZAÇÃO DA Desulfovibrio sp Fe33– UMA BACTÉRIA REDUTORA 
DE SULFATO RESISTENTE A METAIS 

 
 
 
 6.1. RESUMO 
 
 
 As bactérias redutoras de sulfato compreendem o maior grupo de bactérias 

anaeróbias. Elas têm uma aplicação biotecnológica importante devido sua capacidade de 

redução de sulfato e precipitação de metais. É muito importante o conhecimento de 

espécies desse gênero, especialmente no Brasil, onde existe uma grande diversidade ainda 

pouco explorada. Dessa maneira, o objetivo desse capítulo foi caracterizar uma nova 

espécie de Desulfovibrio representado pela cepa Desulfovibrio sp Fe33. A cepa isolada 

apresenta rápido crescimento, em uma média de 3 dias. A temperatura ótima para seu 

crescimento está 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 não cresce bem com 0% de NaCl, sendo assim, seu crescimento 

ótimo 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 versátil e de fácil crescimento em laboratório, 

sendo possível seu uso em futuras aplicações biotecnológicas.  
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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.INTRODUÇÃO 
 
  
  Desulfovibrio sp é uma Deltaproteobacteria que pertence à família 

Desulfovibrionaceae. Apresenta-se como um bacilo Gram-negativo anaeróbio, não 

fermentador, redutor de sulfato, caracterizado pela presença de um pigmento, a 

dessulfoviridina, que fluoresce vermelho em pH alcalino e azul esverdeado em pH ácido. 

É característico por apresenar um forte odor de enxofre em meio caldo, devido a produção 

de sulfeto. Foi um dos primeiros gêneros descritos e é o gênero mais estudado entre as 

bactérias redutoras de sulfato (BRS) (MADIGAN & MARTINKO, 2005).  

 As BRS apresentam importância numérica e funcional em muitos ecossistemas, 

incluindo sedimentos marinhos, ambientes poluídos, tais como plantas de tratamento 

anaeróbias, locais de extração de petróleo, campos de arroz e fontes hidrotermais 

profundas (MUYZER & STAMS, 2008; OLLIVIER et al., 2007; RABUS et al., 2006).  

 As BRS estão presentes em quase todos os ecossistemas do planeta. Nestes 

ecossistemas, as BRS tem que lidar com condições físico-químicas drásticas (por 

exemplo, alta pressão e temperatura, baixo pH). Dessa maneira, esse grupo apresenta um 

metabolismo versátil que, por exemplo, contribui para a completa oxidação de  matéria 

orgânica em diversos ambientes, mesmo nos mais hostis (BARTON & FOUQUE, 2009). 

Dessa maneira, seu metablismo pode ser explorado para tratamento de efluentes e outras 

aplicações biotecnológicas já discutidas anteriormente. 

 No Brasil, existem poucas espécies descritas e poucos grupos de pesquisas 

trabalhando no isolamento de bactérias anaeróbias estritas, especialmente do grupo de 

redutoras de sulfato. Esse fator se deve, principalmente, devido à dificuldade no 

isolamento de bactérias anaeróbias que necessitam de tecnologias específicas para evitar 

a entrada de oxigênio durante seu cultivo.  

 Grande parte dos estudos desse grupo de microrganismos no Brasil está 

relacionado a sua capacidade de bio corrosão de canos industriais, principalmente na 

indústria de petróleo (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 já foram descritas em 

capítulos anteriores, tem uma fisiologia única e apresentam aplicações extremamente 

relevantes para o tratamento de resíduos 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 precipitação e também por tornarem seu meio 

mais alcalino devido a utilização de íons H+ nesse processo (BAI et al., 2013). Portanto 

o isolamento e a caracterização de cepas pertencentes a esse grupo são muito importantes 

para facilitar a utilização desses microrganismos em processos de biorremediação. 

 No capítulo anterior foi discutido o isolamento de uma espécie de BRS que tem 

um potencial para aplicações futuras em processos biotecnológicos. Dessa maneira, o 

objetivo desse capítulo foi caracterizar a nova espécie Desulfovibrio sp Fe33, identificada 

no capítulo 5. Conhecendo-se suas principais características e exigências para 

crescimento fica muito mais fácil e eficiente os estudos para aplicações futuras dessa 

cepa.  

 

6.4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.4.1. Caracterização morfológica e bioquímica 

 

 A caracterização morfológica foi feita através da visualização da cultura pura em 

microscópio de luz em aumento de 1000x. Para a caracterização bioquímica a cepa 

identificada utilizou-se do kit de teste de bioquímica API® 20A (Biomérieux) de acordo 

com as instruções do fabricante. Foram feitas determinações morfológicas para identificar 

o tipo de bactéria (gram positiva ou negativa) e formação de esporos, além dos testes de 

catalase, urease e glucase.  

 

6.4.2. Caracterização fisiológica 

 

 Para caracterização da cepa Desulfovibrio sp Fe33, foi utilizado o mesmo meio de 

cultura descrito na seção 5.4.3 do capítulo 5 (STAMS et al., 1993). Para a determinação 

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 determinação da faixa de pH, a cepa também foi inoculada em tubos 

Hungante contendo o mesmo meio de cultura, mas com pH ajustado com HCl ou NaOH, 

para obtenção dos pHs: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e 9,0.  

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

inoculada em tubos Hungate contendo 5mL do mesmo meio de cultura, mas cada tubo foi 
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adicionado NaCl para obtenção 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 medição de densidade óptica, com auxílio de densímetro celular 

BIOCHROM WPA C08000®. 

 Para determinação dos doadores de elétrons utilizados pela cepa Desulfovibrio sp 

Fe33, foram testados os seguintes compostos: H2/CO2, 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 análise da 

concentração do sulfato utilizando um Cromatógrafo de íons 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 análise da utilização de cada 

um dos compostos foi realizada através da determinação de cada um dos compostos por 

um Cromatógrafo líquido de alta eficiência (“High-performance Liquid Chromatograph”- 

HPLC) LKB com coluna Varian Metacarb 67H 300 mm e H2SO4 0,01 N com vazão de 

0,8 mL min-1. 

 Para análise de fermentação com diferentes substratos, foi feito meio de cultura 

sem nenhuma fonte de sulfato. Foram testados os seguintes substratos: lactato, metanol, 

piruvato, fumarato, etanol e cisteína. O monitoramento do crescimento e a confirmação 

da utilização dos compostos foi feita através da análise da utilização de cada um dos 

compostos, através da determinação 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 utilização desses 

compostos foi monitorada através da análise das respectivas concentrações com utilização 

do cromatógrafo de íons (Dionex). 
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6.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

 O gênero Desulfovibrio tradicionalmente são representados por organismos com 

formato arredondado, com motilidade, sem formação de esporos, gram negativos e com 

um tamanho médio de 0,7 µm (DEVEREUX et al., 1990). Pertencem ao heterogêneo 

grupo de bactérias redutoras de sulfato e já foram descritas mais de 30 espécies 

(GOLDSTEIN et al., 2003). As mesmas características foram observadas na espécie 

isolada, Desulfovibrio sp Fe33 consiste em uma bactéria de formato arredondado de 

tamanho pequeno (Figura 59). É gram-negativa, catalase negativa, oxidase negativa e 

urease negativa.  

 

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

 

 O crescimento celular para o grupo de BRS é relativamente lento (cerca de, no 

mínimo, uma semana sob condições ideais), visto que o metabolismo quimioautotrófico 

é mais fastidioso do que o heterotrófico (KANTACHOTE & INNUWAT, 2004). Alguns 

gêneros podem levar meses para se desenvolver, como a Desulfurella amilsii 

(FLORENTINO et al., 2019). A cepa Fe33 apresenta um crescimento rápido comparando 

com outros representantes desse grupo, sendo capaz de crescer em 60 h e consumir todo 

seu substrato em 90 h.  

 O gênero Desulfovibrio não é capaz de fazer a conversão completa de lactato à 

CO2, portanto o lactato consumido é convertido em acetato, na proporção de 1 para 1, 
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como pode ser visualizado na figura 60. Nesse caso, o lactato é oxidado parcialmente a 

acetato e CO2 e os elétrons são transportados por enzimas até a membrana celular e então 

para enzimas responsáveis pela redução do SO4
2- no citoplasma (SANCHÈZ-ANDREA 

et al., 2013). A equação geral pode ser observada a seguir (Equação 5). 

 

 2 lactato + SO4 2− + 2H+ → 2 acetato + 2CO2 + HS− + H+ + 2H2O               (Equação 5) 

 

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

produção de sulfeto e acetato. 

 

 Em relação as suas capacidades metabólicas essa nova espécie foi comparada com 

as espécies mais próximas também pertencentes ao gênero Desulfovibrio (Tabela 20). É 

possível observar que essa BRS é capaz de crescer usando como doador de elétrons fontes 

inorgânicas como H2/CO2, substratos orgânicos como lactato, acetato, piruvato, fumarato, 

glicerol, propionato, succinato, malato, N-butirato, citrato e benzoato. Também é capaz 

de usar alguns álcoois como etanol, metanol, N-butanol e propanol, além de açucares 

como glucose, frutose, maltose e xilose. 

 Sua versatilidade também permite que essa bactéria seja capaz de, na ausência de 

sulfato, realizar um metabolismo fermentativo, utilizando piruvato, fumarato ou cisteína 

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

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

fumarato e FeII. 

 
Tabela 20 – Caracterização do novo isolado Desulfovibrio sp Fe33, em comparação com espécies 
filogeneticamente mais próximas (D. desulfuricans, D. dechloracetivorans, D. caledoniensis). 

  
 

Novo 
Isolado 

Espécies próximas 

    Fe33 D. desulfuricans D. dechloracetivorans D. caledoniensis 

C
ar

ac
te

rí
st

ic
as

 

Fonte do 
isolamento 

Sedimento 
do Porto de 
Santos 
(Brasil) 

Sedimento do 
fundo da Baía de 
Chesapeake 
 

 
Lamas de maré de Palo 
Alto Baylands 

  

Tamanho da 
célula 

  ~4,0um 0,4–0,6 × 2,5–5,0 0,4–0,6 × 1,3–2,0 

Posição do 
endósporo 

Sem esporos Sem esporos Sem esporos Sem esporos  

Motilidade Presente Presente Presente Presente  

Faixa de 
temperatura 
(°C) 

25-45 30-37 25-37 20–39 

Temperatura 
ótima (°C) 

30 32 30 34-37 

Faixa de pH 6,0- 8,5 6,8-8,2 6,8-7,1 5,8–8,5 

pH ótimo 7,0 7,8 7,0 6,8–7,5 

Faixa de 
NaCl 

0-3,5 0-3,0 0,16-2,5 0.20-1.1 

Faixa ótima 
de NaCl 

1,5-2,0% 2,0 - 0,2-0,3 

Conteúdo de 
DNA G+C 

61,9% 55% 61,9% 52,4% 

Doadores de elétrons com sulfato    

Inorgânic
o 

H2/CO2 + + + + 

O
rg

ân
ic

o 

Acetato (10 
mM) 

+ - + + 

Piruvato (20 
mM) 

+++ +++ + + 

Glicerol (10 
mM) 

+++ - + - 

Propionato +++ NT + - 

Lactato (20 
mM) 

+++ +++ + + 

Fumarato 
(10 mM) 

++ ++ + + 

Succinato +++ - - + 

Malato (10 
mM) 

+++ - - + 

N-Butirato 
(10 mM) 

++ - - - 

Valerato NT NT NT NT 

Citrato +++ NT NT NT 

Benzoato + NT - NT 
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   Novo 
Isolado 

Espécies 
próximas 

  

    Fe33 D. desulfuricans D. dechloracetivorans D. caledoniensis 

Á
lc

oo
is

 

Metanol + NT NT NT 

Etanol ++ - + - 

N-Butanol + NT + - 

Propanol + NT + - 

Isobutirato - NT NT NT 

A
çu

ca
re

s 

Glucose +++ NT NT NT 

Frutose +++ NT - - 

Malotose + NT NT NT 

Xilose +++ NT NT NT 

Fermentação na ausência de sulfato 

  
  
  
  
  
  

Lactato (30-
60 mM) 

- - - - 

Metanol - NT NT NT 

Piruvato  
(30-60 mM) 

+++ + NT NT 

Fumarato 
(30-60 mM) 

+ + + + 

Etanol (30-
60 mM) 

- - NT NT 

Cisteína  + - NT NT 

Aceptores de elétrons com lactato 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

Sulfato 
(20mM) 

+++ + + NT 

Enxofre (10 
mM) 

- - - NT 

Sulfito (50 
mM) 

+ + + NT 

Tiosulfato 
(20 mM) 

+ + + NT 

Fe(III) 
(50mM) 

- + NT NT 

Arsenato + NT NT NT 

Nitrato (10 
mM) 

++ - + NT 

Nitrito - NT NT NT 

Fumarato 
(10 mM) 

+++ - + NT 

 
 
 
 No ambiente essa versatilidade no uso de diferentes doadores e aceptores de 

elétrons é crucial. O ciclo biogeoquímico do carbono está intimamente ligado a outros 

ciclos como o do Fe, S, N, O, devido a essa complexa utilização 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 composição 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 gênero Desulfovibrio em usar diversas substâncias como aceptoras 

e doadoras de elétrons, contribui com o sucesso desse grupo na mineralização da matéria 

orgânica no ambiente marinho. Além disso, essa versatilidade contribui para que as 

espécies desse gênero sejam largamente utilizadas em processos biotecnológicos 

(ZOUCH et al., 2017).  

 Os processos de biorremediação que usam bactérias redutoras de sulfato podem 

ser aperfeiçoados com a utilização de doadores e aceptores de elétrons adequados ao 

grupo de microrganismos a ser utilizado, além do custo final do tratamento também ser 

mais viável de acordo o valor comercial de cada uma dessas substâncias (LIN & LIN, 

2005). Por isso é de extrema importância o conhecimento desses fatores que influenciam 

no crescimento da cepa a ser utilizada.  

A faixa de temperatura de crescimento da Fe33 está entre 25 e 40° (figura 61), 

apresentando uma faixa mais ampla do que outras espécies próximas do mesmo gênero 

(tabela 18). Apesar disso, a temperatura ótima para crescimento é de 30°C, que é de 

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

sulfato. 

   

 
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 são mesofílicas, entretanto, 

diversos estudos já 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 não teve 

crescimento significativo a partir dos 45 °C.  

 Da mesma maneira, existem BRS psicrófilas, que são capazes de realizar a 

redução de sulfato em temperaturas extremamente baixas. Por exemplo, a espécie 

Desulfobacter psychrotolerans que tem temperaturas ótimas de crescimento próximas a 

10 °C (FINSTER, 2008). A cepa isolada no presente estudo já não 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). Não é diferente para espécie aqui descrita. Seu pH 

ótimo de crescimento é 7,5 e sua faixa de pH varia de 6,0 a 8,5 (figura 62).  

 

 
Figura 62 - Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em diferentes condições de pH (5,0 – 9,0) 

durante 180h. 

 
  
 Apesar disso, alguns estudos já demonstraram a redução 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 (SANCHÈZ-ANDREA, 2013). Ambas com aplicações 

biotecnológicas interessantes (SOROKIN et al., 2008; SANCHÈZ-ANDREA, 2013). 
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 A cepa Fe33 foi isolada de ambiente marinho, dessa maneira se desenvolve 

melhor em porcentagens maiores de sal (halofílicas). O crescimento ideal dessa bactéria 

se deu em meios de cultura contendo 1,5% de NaCl. Já a faixa de crescimento se deu de 

0 a 3% (figura 63).  

 

 
Figura 63 - Curva do crescimento da cepa Desulfovibrio sp Fe33 em faixas de salinidade que variaram de 

0 à 5% durante 180h. 

 
 Em ambientes marinhos, especialmente nos sedimentos, as BRS contribuem 

significativamente com mineralização da matéria orgânica, podendo ser responsáveis por 

50% de sua degradação (JØRGENSEN, 1982). Por serem extremamente abundantes em 

regiões marinhas, não é incomum encontrar BRS que tenham crescimento ótimo em 

meios salinos.  

 Vale ressaltar, a importância da caracterização de cepas isoladas, principalmente 

daquelas com potencial para uso em processos biotecnológicos. Conhecer as 

características e o comportamento de cada cepa (como pH, temperatura e salinidade 

ótimas para seu crescimento) permite a otimização desses processos, tornando-os, dessa 

maneira, mais eficientes e com maior potencial de sucesso (MUZZUCOTELLI et al., 

2013). 

 
6.6. CONCLUSÃO 

 
 
 A cepa Desulfovibrio sp Fe33, apresenta crescimento rápido e fácil em 

laboratório. Como a maioria das BRS, não apresenta bom crescimento em pH ácido. Seu 

crescimento ótimo ocorre em temperaturas entre 30 e 40°C, sendo mesófila, também 
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como todas outras espécies do gênero. Apresenta grande versatilidade de crescimento 

pois usa diversos tipos de aceptores e doadores de elétrons, além de também usar o 

metabolismo fermentativo na ausência de sulfato. Outra grande vantagem dessa cepa é 

que ela apresenta rápido crescimento, principalmente quando comparado com o tempo de 

crescimento de outras anaeróbias, as quais podem demorar meses para se desenvolver.  

Essa versatilidade torna o manuseio dessa cepa fácil e facilita sua aplicação em futuros 

estudos biotecnológicos.  
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CAPÍTULO 7 
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

 O ambiente marinho sofre inúmeras pressões antrópicas e uma das mais sérias é 

aquela gerada por metais liberados no ambiente devido a uma série de atividades ligadas 

especialmente à indústria.  

 Áreas portuárias realmente são áreas onde existe um acúmulo maior desse tipo de 

poluente. Tanto que nas duas áreas portuárias escolhidas foram observadas concentrações 

de metais significativamente maiores quando comparada a área pristina.  

 Foi observado que os metais causam alterações significativas na comunidade 

microbiana, tanto em relação à estrutura: em que táxons diferentes são encontrados em 

maior ou menor abundância devido à presença desses metais; quanto na diversidade de 

espécies. 

As análises de correlação e multiavariadas sugerem que alguns grupos como 

Thermomonosporaceae, Thermodesulfovibrionaceae, Desulfovibrionaceae e 

Rhodobacteraceae podem ser encontrados em maior abundância as áreas portuária 

comparativamente a área pristina. O mesmo acontece com alguns importantes filos como 

actinobactérias, cianobactérias e termodesulfobactérias. Em contrapartida, alguns grupos 

foram mais sensíveis como Flavobacteriaceae, Pseudoalteromonadaceae, 

Desulfobacteraceae e Saprospiraceae; ou filo como Chloroflexi, Nitrospirae, 

Plactomyces e tiveram uma abundância menor nas áreas portuárias. 

 Essas alterações podem implicar numa alteração do funcionamento do 

ecossistema como um todo uma vez que bactérias são fundamentais para ciclagem de 

nutrientes além de fazer parte de diversos ciclos biogeoquímicos.  

 Portanto, de acordo com a hipótese inicial, foi possível verificar que essas 

alterações ocorrendo em áreas portuárias. Dessa maneira, é possível afirmar que áreas 

portuárias devem ser monitoradas uma vez que essa poluição pode trazer riscos ao 

ecossistema aquático em que essas áreas estão inseridas.  

 O padrão de resistência da comunidade microbiana que foi exposta a essas áreas 

contaminadas acaba se tornando mais alto. Nessas regiões, ocorre a seleção 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 nível celular. Portanto nas 

áreas portuárias foi possível observar esse aumento na frequência de resistência através 

da porcentagem de cepas resistentes principalmente aos metais que foram encontrados 

em maiores concentrações no ambiente estudado.  

 Além disso, os sedimentos dessas áreas foram importantes para o estudo de 

bactérias redutoras de sulfato com resistência a metais. As áreas marinhas são fontes 

interessantes para o estudo de BRS por apresentarem componentes importantes para seu 

crescimento, como alto teor de sulfato e matéria orgânica. Portanto nessas áreas a 

comunidade de BRS é fundamental na ciclagem dessa matéria orgânica. 

No caso do presente trabalho, devido as áreas portuárias escolhidas serem 

cronicamente contaminadas por esse tipo de poluição, a comunidade acabou tendo que se 

adaptar a toxicidade gerada pelos metais. Essa adaptação fez com que pudesse ter sido 

observada uma atividade alta da comunidade de BRS nos enriquecimentos em 

laboratório, mesmo com concentrações iniciais altas de metais quando comparada com 

outros estudos. 

Foi importante analisar que os metais testados apresentam toxicidade diferentes à 

comunidade de BRS. Dessa maneira, cada metal afeta o crescimento de BRS em 

diferentes níveis. Cd e Cu foram os metais que mais influenciaram na atividade de BRS.  

O gênero de BRS que foi mais tolerante e conseguiu crescer em abundância 

mesmo em concentrações altas de metais foi o gênero Desulfovibrio. A abundância desse 

gênero 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 capítulos anteriores, porém o mais 

importante é que essa nova cepa isolada é capaz de realizar essa atividade mesmo em 

altas concentrações iniciais de alguns metais, o que já uma vantagem extremamente 

grande.  

 Muitos mecanismos genéticos estão envolvidos nesse processo de resistência. 

Muitos deles ainda precisam ser estudados em detalhe para favorecer sua utilização em 

processos futuros. O sequenciamento completo do genoma tem sido uma ferramenta 

importante para estudar os genes de resistência presentes nas bactérias, uma vez que é 

possível analisar todos os genes que conferem vantagem em situações deste tipo de 

toxicidade. Esse novo método permite uma resolução melhor de análise dos genes 

envolvidos na resistência, permitindo mais informações sobre esse importante processo.  
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 Vale ressaltar, a importância de, após realizar o isolamento, realizar a 

caracterização de cepa isolada, principalmente da cepa isolada que apresenta potencial 

para uso em processos biotecnológicos. Conhecer as características e o comportamento 

da cepa em diferentes pHs, temperaturas e salinidades permite a otimização 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 não conhecidos que podem ter alto potencial para 

serem utilizados em diversas aplicações biotecnológicos. O sequenciamento realizado nas 

diversas amostras, que mostrou uma alta quantidade de sequências não filiadas a nenhum 

grupo taxonômico, e a descoberta de uma nova espécie são pistas de como ainda é 

necessário estudo da diversidade da nossa microbiota. 

 A contaminação por metais gera um grave problema ambiental e os 

microrganismos podem ter duas funções cruciais na luta contra esse tipo de 

contaminação: 1) o de bioindicadores, uma vez que essa comunidade pode apresentar 

alterações rápidas na sua estrutura que indicam futuros danos ao ecossistema; 2) serem 

utilizadas para tratar efluentes, resíduos e ambientes contaminados por metais. O 

tratamento de efluentes é crucial para que esses metais não cheguem até o ecossistema e 

a utilização de BRS pode auxiliar para que isso aconteça. 

 Essa tese contribui com mais informações sobre níveis de tolerância a diferentes 

metais além de características de crescimentos específicas de uma espécie de 

Desulfovibrio, isso facilita a aplicação desse grupo de bactérias em processos de 

tratamento. Esses seriam os primeiros passos para assim tentar escalonar esses processos 

até que seja possível a utilização desses microrganismos em escalas maiores, fazendo 

então o tratamento de resíduos e efluentes na prática.  

 Por fim, foi possível verificar como bactérias podem fornecer informações 

importantes sobre o ambiente e como a alteração da sua comunidade pode trazer prejuízos 

para o ecossistema como um todo. Entretanto, através do estudo dessas alterações e do 

conhecimento da fisiologia de diferentes grupos é possível utilizar esses microrganismos 

como ferramenta de soluções de problemas ambientais graves.  
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ANEXO 1 – Composição do meio de cultura Postgate C 
 
 
Sais e Reagentes Quantidades em 1000 mL de água 

ultrapurificada 
NH4Cl 1,0 g 
KH2PO4 0,5 g 
MgCl2.6H2O 0,1 g 
CaCl2.6H2O 0,06 g 
Na2SO4 4,5 g 
MgSO4 0,06 g 
Lactato de sódio 6,0 g 
Extrato de levedura 1,0 g 
C6H5O7Na3 (Citrato de Sódio) 0,3 g 
Solução de Resazurina 1,0 mL 
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ANEXO 2 – Composição da solução de oligoelementos ácidos e básicos utlizadas no 
meio anóxico basal. 
 
 

Solução Estoque Ácida (1L) 
HCl 1,8 g 
H3BO3 61,8 mg 
MnCl2 61,25 mg 
FeCl2 943,5 mg 
CoCl2 65,5 mg 
NiCl2 12,86 mg 
ZnCl2 67,7 mg 
CuCl2 13.35 mg 

 
 
 

Solução Estoque Básica (1L) 
NaOH 400,0 mg 
Na2SeO3 17,3 mg 
NasWO4 29,4 
Na2MoO4 20,5 mg 
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ANEXO 3 - Composição da solução de vitaminas utlizadas no meio anóxico basal. 
 
Biotina 20 mg 
Nicotinamida 200 mg 
Ácido aminobenzóico 100 mg 
Tiamima (Vitamina B1) 200 mg 
Ácido pantotênico 100 mg 
Piridoxamina 500 mg 
Cianocobalamina (Vitamina B12) 100 mg 
Riboflavina 100 mg  

 
 


