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RESUMO

Este estudo utilizou uma abordagem multi-analitica baseada em métodos
microbiologicos tradicionais de cultivo e isolamento de bactérias heterotréficas em
laboratoério associada a identificagdo molecular dos isolados e analises fisico-quimicas
de amostras ambientais. Os dados foram integrados a partir de um modelo matematico
apoiado em conhecimento da neurociéncia computacional, composto por trés mddulos:
(i) “parametros microbioldgicos”, contemplando dados taxonémicos obtidos através de
sequenciamento parcial do gene 16 rRNA de 80 culturas de bactérias heterotréficas
isoladas por plagueamento em meio PCA. Para o isolamento das culturas bacterianas
foram utilizadas amostras de agua dos rios Atibaia e Jaguari, coletadas no local de
captacédo de agua para uso no tratamento do efluente; a montante do langamento do
efluente tratado da Refinaria de Paulinia (REPLAN/Petrobras), localizada no municipio
de Paulinia-SP; da saida do tratamento biolégico, com lagoa de estabilizagcdo e do
efluente bruto da refinaria; (ii) “parémetros quimicos”, medidas da taxa de oxigénio
dissolvido (OD), demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), cloretos, acidez em CaCOs;, alcalinidade, aménia, nitrito, nitrato, ions
dissolvidos, sulfetos, oOleos e graxas; e (iii) “parametros fisicos”, contemplando
determinagao de pH, condutividade, temperatura, transparéncia, sélidos sedimentaveis,
solidos suspensos e soluveis, matéria volatil, matéria fixa residual (RFM), cor aparente
e turbidez. Os resultados revelaram relagbes tedricas interessantes envolvendo duas
familias de bactérias (Carnobacteriaceae e Aeromonadaceae). Carnobacteriaceae
mostrou relagdes tedricas positivas com DQO, DBO, nitrato, cloreto, temperatura,
condutividade e cor aparente, e negativas com o oxigénio dissolvido. Relagdes tedricas
positivas foram exibidas também entre Aeromonadaceae e a taxa oxigénio dissolvido e
nitrato, enquanto relagées negativas foram reveladas entre essa familia de bactéria e a
DQO, DBO, cloretos, amoénia, matéria volatil, alcalinidade, cor aparente, acidez e
condutividade. Estudos anteriores mostraram relagcao entre a familia Carnobacteriaceae
e efluentes industriais e de ambientes com altas cargas de material organico; enquanto
algumas linhagens da familia Aeromonadaceae foram exclusivamente presentes em
aguas nao poluidas e de boa qualidade nestes estudo prévios. Dessa forma, os
resultados obtidos no presente estudo abrem possibilidade para a investigacdo de
Carnobacteriaceae e Aeromonadaceae como potenciais bioindicadores para avaliacao
da eficiéncia dos métodos adotados para o tratamento bioldgico e descarte de residuos
do refino do petréleo.

Palavras-chave: Bactérias heterotréficas. Tratamento biolégico. Residuos do refino do
petréleo. Interagdes ecoldgicas



ABSTRACT

This study used a multi-analytical approach based on traditional microbiological
methods for cultivation and isolation of heterotrophic bacteria in the laboratory
associated with the molecular identification of the isolates and physicochemical analysis
of environmental samples. The model chosen for data integration was supported by
knowledge from computational neuroscience, and composed by three modules: (i)
"microbiological parameters”, contemplating taxonomic data obtained from the partial
sequencing of the 16S rRNA gene from 80 colonies of heterotrophic bacteria isolated by
plating method in PCA media. For bacterial colonies isolation were used water samples
from Atibaia and Jaguari rivers collected at the site of water captation for use in effluent
treatment, upstream from the entrance of treated effluent from the Paulinia refinery
(REPLAN/Petrobras) located in the Paulinia-SP municipality, from the output of the
biological treatment plant with stabilization pond and from the raw refinery wastewater;
(i) "chemical parameters", ending measures of dissolved oxygen (DO), chemical oxygen
demand (COD), biochemical oxygen demand (BOD), chloride, acidity CaCQOs, alkalinity,
ammonia, nitrite, nitrate, dissolved ions, sulfides, oils and greases; and (iii) "physical
parameters", comprising the pH determination, conductivity, temperature, transparency,
settleable solids, suspended and soluble solids, volatile material, remaining fixing
material (RFM), apparent color and turbidity. The results revealed interesting theoretical
relationships involving two families of bacteria (Carnobacteriaceae and
Aeromonadaceae). Carnobacteriaceae revealed positive theoretical relationships with
COD, BOD, nitrate, chloride, temperature, conductivity and apparent color and negative
theoretical relationships with the OD. Positive theoretical relationships were shown
between Aeromonadaceae and OD and nitrate, while this bacterial family showed
negative theoretical relationships with COD, BOD, chlorides, ammonia, volatile matter,
alkalinity, apparent color, acidity and conductivity. Previous studies have shown the
Carnobacteriaceae family related to industrial wastewater and to environments with high
load of organic matter, while another research points that some strains of the
Aeromonadaceae family can be only found in good quality, unpolluted waters. The
results obtained in this study open the possibilities of investigating Carnobacteriaceae
and Aeromonadaceae as potential bioindicators for assessing the efficiency of the
methods adopted for biological treatment and disposal of waste from oil refinery.

Key words: Heterotrophic bacteria. Biological treatment. Waste from oil refinery.
Ecological interactions
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1 INTRODUGAO

Atualmente, pode-se dizer que o petroleo € a mais importante substancia
consumida em todo o mundo. Ndo apenas representado a matéria-prima para a
producdo de plasticos e outros derivados que originam milhares de bens de consumo,
mas também sendo fundamental como combustivel para geracdo de energia, para a
industria e para o transporte. Do ponto de vista da quimica, o petroleo nada mais é do
gue uma complexa mistura de hidrocarbonetos, acompanhados de menores quantidade
de oxigénio, nitrogénio, compostos contendo enxofre e tragos de compostos metalicos
(SPEIGHT, 2010).

Contudo, o petréleo em si possui pouco ou nenhum valor comercial, sendo
essencial a etapa do refino do material bruto para que sejam geradas as formas
comerciais da substancia. A grosso modo, o refino do petrdleo consiste na separagao
deste em fragbes e o subsequente tratamento destas com o intuito de se conseguir os
subprodutos que possuem alto valor comercial, como os combustiveis: gasolina, éleo
diesel, gas butano (de cozinha), querosone, lubrificantes: 6leos e graxas; matéria-prima
de anti-sépticos, fertilizantes, detergentes, ceras, asfalto e os mais diversos tipos de
plasticos (MARIANO, 2001; SPEIGHT, 2010).

A etapa do refino do petréleo consome grande quantidade de agua e de energia,
produz residuos sélidos de dificil tratamento e altas quantidades de efluente liquido, e
libera gases nocivos a atmosfera. Uma refinaria com capacidade de processamento de
100.000 barris por dia, por exemplo, produz cerca de 37 milhdes de litros de efluente
liquido/dia, o que corresponde a cerca de 2 litros de despejo gerados para cada 1 litro
de petréleo processado (MARIANO, 2001). Durante esta etapa de refino petréleo sdo
gerados quatro tipos de efluente: aguas contaminadas coletadas a céu aberto, aguas
de refrigeracdo, aguas de processo e efluente sanitario, sendo que a maioria das
operagdes requer grande quantidade de agua de refrigeragdo e processo (MARIANO,
2001).
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Uma importante caracteristica do efluente do refino de petroleo é a alta
concentragdo de poluentes orgéanicos e inorganicos que, mesmo em concentragoes
inferiores as letais, podem ser danosos a biota terrestre e aquatica (SANTAELLA et al.,
2009), além de causar um desequilibrio no ecossistema, atribuindo ao efluente altas
taxas de demanda quimica de oxigénio (DQO). Segundo Nogueira (2013), os
componentes do efluente do refino do petréleo podem variar, porém, os principais

contaminantes, encontrados comumente sao:

=>» Hidrocarbonetos livres e emulsionados;

=>» Fendis, incluindo metil e dietil fendis;

= Mercaptanas;

= Sulfetos;

=» Amonio.

De acordo com Nogueira (2013), existem trés etapas para o tratamento de

efluentes industriais:

= Tratamento primario, que tem como finalidade a remocao dos sélidos suspensos,

soélidos grosseiros e parte da matéria organica,;

= Tratamento secundario, tendo como objetivo a remocédo da matéria organica
soluvel, através de processos biologicos (lodo ativado, filtro bioldgico, lagoas de
estabilizagao entre outros);

= Tratamento terciario, que remove as substancias que resistiram aos procedimentos
anteriores, como a matéria organica soluvel recalcitrante, e o0s compostos

inorganicos especificos (fosfato, nitrato e metais pesados).
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O tratamento bioldgico, amplamente empregado, apresenta-se como uma opgao
de baixo custo e de notavel versatilidade, uma vez que é responsavel pela oxidagao de
inumeros poluentes organicos. Neste tipo de tratamento, os micro-organismos
empregados, especialmente as bactérias, decompdem a matéria organica em
compostos inorganicos indquos, mediante os processos metabolicos aerdobios ou
anaerobios. Os processos aerobios contam com bactérias ou fungos que utilizam
oxigénio molecular, produzindo CO, e agua. Por outro lado, os processos anaerobios
requerem bactérias que formam CO, e CH,, cujo aceptor de elétrons pode ser tanto
uma espécie de NO;~ ou SO,*", sendo que o oxigénio molecular se faz ausente neste
caso (TEIXEIRA & JARDIM, 2004).

Dentre os métodos existentes para a realizagdo do tratamento biologico, as
lagoas de estabilizagdo consistem numa opcédo de baixo custo. Essas sao definidas
como corpos d’agua artificialmente criados para o armazenamento do efluente com alta
carga de poluentes orgéanicos, para que bactérias, que em codigdes aerdbias produzem
CO, e agua e acidos organicos em condigdes anaerodbias, transformem a matéria
organica putrescivel em compostos organicos mais estaveis e em compostos minerias.
Segundo Collares (2004), as lagoas de estabilizagdo podem ser classificadas em
lagoas aeradas aerdbias, lagoas aeradas facultativas, lagoas anaerdbias, lagoas

facultativas e lagoas de maturagao.

A medigao de parametros fisicos e quimicos de corpos d’agua € instrumento de
uso rotineiro em laboratérios de analise de qualidade de agua e, juntamente com a
contagem bacteriana, pode fornecer um bom diagnéstico sobre um dado corpo hidrico
(VON SPERLING, 2005). Entre os parametros fisicos usualmente analisados,
destacam-se: a turbidez, causada pela presenca de solidos em suspensao, os quais
podem servir de abrigo para organismos patogénicos e estar associados a substancias
toxicas; a temperatura, que geralmente é alterada devido ao despejo de poluentes
industriais, exerce grande influéncia sobre outras varidveis como, por exemplo, sua
elevagcdo diminui a solubilidade de gases, como o oxigénio; a condutividade, que é
modificada pela temperatura e pela concentragao de ions, € considerada uma medida

indireta de concentracao de poluentes, aumentando conforme aumenta a quantidade de
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solidos dissolvidos.

No grupo dos parametros quimicos encontram-se, por exemplo: o pH, que
depende da presenca e tipo de gases e solidos dissolvidos, e que cujas alteragdes
podem estar ligadas ao despejo de residuos industriais. Com relagédo ao tratamento de
aguas residuarias, valores de pH afastados da neutralidade podem afetar a taxa de
crescimento de micro-organismos e valores elevados aumentam a precipitacédo de
metais pesados; o nitrogénio presente naturalmente nos ambientes aquaticos como
consequéncia da decomposicdo de matéria organica (0 mesmo ocorre com o fésforo)
quando aparece em excesso pode estar ligado a descarga de efluentes domésticos e
industriais, fertilizantes, entre outros. Dependendo da sua forma, o nitrogénio pode ser
toxico para diversos organismos, podendo assim indicar o nivel de poluigdo em que um
determinado corpo d’agua se encontra; o fosforo tem como principais origens
antropicas a matéria fecal advinda de esgotos e os detergentes em pd e, por ser um
elemento indispensavel ao crescimento de algas, o seu excesso pode levar um corpo
hidrico a eutrofizagdo; o oxigénio penetra a agua por meio de sua superficie e também
€ produzido por organismos fotossintetizantes. O aumento da temperatura da agua
diminui a capacidade do oxigénio ser dissolvido, prejudicando diversos organismos
presentes no meio e desfavorecendo o consumo de matéria organica por micro-
organismos, o que pode levar o corpo d’agua a eutrofizagdo; matéria organica, medida
com auxilio da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e DQO, cuja taxa pode
aumentar gragas ao despejo de residuos industriais e domésticos e que, assim como o
oxigénio dissolvido (OD), é de primordial importancia na determinacdo do grau de
poluicédo hidrica, sendo a causadora de um dos mais relevantes problemas: o consumo
de oxigénio por micro-organismos na decomposicdo de material organico (VON
SPERLING, 2005; CETESB, 2009).

S3o conhecidas como bactérias heterotréficas aquelas bactérias que,
diferentemente das que produzem seu proprio alimento a partir de moléculas
inorganicas e energia (autotréficas), dependem da absorgéao de carbono organico como
fonte de nutrientes e crescimento. A contagem de bactérias heterotréficas envolve

diversos organismos isolados que utilizam carbono orgénico como fonte de nutrientes,
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fornecendo informacdes sobre a qualidade bacteriolégica da agua de forma bem ampla
(DOMINGUES et al., 2007; AMARAL, 2007). A contagem de bactérias heterotroficas €
amplamente utilizada como indicador da qualidade da agua, sendo que os micro-
organismos sao detectados por propagagdo em meios ndo-seletivos (DOMINGUES et
al., 2007). Por sua vez, o isolamento de culturas bacterianas e a posterior identificagéo
das mesmas subsidiam um melhor entendimento acerca da composicado da
comunidade bacteriana, capaz de permitir um diagnostico mais apurado da qualidade

da agua.

Nesse contexto, o uso de métodos moleculares baseados em sequenciamento
de DNA para a identificacdo de membros das comunidades bacterianas e a
possibilidade de realizacdo de analises estatisticas de dados de distintas naturezas
(parametros bioldgicos, quimicos e fisicos) de forma conjunta, pode permtir uma
avaliacdo mais adequada da eficiéncia do tratamento bioldgico associado ao efluente
do refino do petréleo. Para tanto, os modelos conexionistas - dispositivos matematicos
e computacionais com habilidades de agrupar, organizar e integrar dados - tém se
apresentado como uma valiosa ferramenta no auxilio a interpretacdo integrada de
informagdes (NAVARRETE et al., 2015), possibilitando, assim, analise e interpretagcao

conjunta de dados de distintas naturezas.

Neste trabalho foram utilizados modelos conexionistas baseados em dados
microbiolégicos obtidos a partir da identificagdo molecular de bactérias heterotréficas
cultivadas e isoladas em meio de cultura em laboratério e dados quimicos e fisicos
associados a diversas caracteristicas de ecossistemas aquaticos. Buscou-se, assim,
ampliar o entendimento da dindmica de comunidades bacterianas em diferentes etapas
do tratamento do efluente do refino do petréleo e verificar o potencial de utilizagao de
grupos de bactérias como potenciais bio-indicadores para o monitoramento de

qualidade da agua apods o tratamento bioldgico do refino do petrdleo.
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2 OBJETIVOS

Nesse sentido, esta proposta visa:

e Empregar sequenciamento do gene 16S rRNA pelo método de Sanger a fim de
identificar um total de 80 culturas de bactérias heterotréficas isoladas a partir de
amostras de agua do Rio Atibaia e Rio Jaguari coletadas no local de captagéo de
agua para uso no tratamento do efluente, a montante da entrada do efluente tratado
da Refinaria de Paulinia (REPLAN-Petrobras), na saida da estacdo de tratamento

biolégico com lagoa de estabilizacdo e no efluente bruto da refinaria.

e Correlacionar a ocorréncia de grupos bacterianos com caracteristicas dos
ecossistemas aquaticos nos diferentes pontos de amostragem, tais como paréametros
fisicos (pH, condutividade, temperatura, transparéncia, solidos sedimentaveis,
sélidos soluveis e em suspensao, material volatil, matéria fixa residual, cor aparente
e turbidez) e quimicos (oxigénio dissolvido, demanda quimica de oxigénio, demanda
bioquimica de oxigénio, cloretos, acidez em CaCOs, alcalinidade, aménia, nitrito,
nitrato, ions dissolvidos, sulfetos, 6leos e graxas), utilizando modelos conexionistas
de integracao de dados, a fim de buscar por grupos de bactérias com potencial para
atuar como bioindicadores para avaliagao da eficiéncia dos métodos adotados para o

tratamento biolégico e descarte de residuos do refino do petroleo.
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3 MATERIAL E METODOS

O delineamento amostral considerado neste trabalho e coleta das amostras do
efluente final da Refinaria de Paulinia (REPLAN/Petrobras) e agua dos rios Atibaia e
Jaguari, localizados no entorno da REPLAN, foram os mesmos utilizados pelo projeto
de pesquisa desenvolvido no ambito do convénio UNESP-REPLAN 1 100 005174.09.4,
intitulado “Avaliagao da toxicidade (atividade mutagénica, carcinogénica e teratogénica)
do efluente final da refinaria e das aguas do rio Atibaia na regido de influéncia do
lancamento”. A seguir sdo descritos os locais de coleta das amostras consideradas
neste estudo e o procedimento de amostragem. A anadlise dos parametros fisicos,

quimicos e microbioldgicos sao descritas nos itens 3.1.2. e 3.3 deste trabalho.

3.1 Locais de amostragem e coleta das amostras de efluente e agua

Foram coletadas amostras do efluente na entrada do tratamento biolégico
(efluente bruto), Ponto 1 e na saida da lagoa de estabilizacdo, Ponto 2 da
REPLAN/Petrobras. Amostras de agua foram coletadas no local de captagdo de agua
para uso na refinaria localizado no Rio Jaguari (S 22°41°'48”/ W 47°08’59”) e a
montante do despejo do efluente no Rio Atibaia (S 22°41'28”/W 47°07°22”), pontos 3 e

4 respectivamente.

O Rio Atibaia nasce em Atibaia-SP e é composto pelos rios Atibainha e
Cachoeira. Juntamente com o Rio Jaguari, o Atibaia sofre represamento para abastecer
o Sistema Cantareira, principal fonte hidrica da regido metropolitana de Sao Paulo. O
Rio Atibaia pertence a Classe 2, segundo a Resolugdo CONAMA 357/05, e percorre a
regiao de Campinas e Paulinia. Com foz localizada abaixo da Represa de Americana, o

Rio Atibaia conflui com o Rio Jaguari e formam o Rio Piracicaba.
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Figura 1. Esquema representando os pontos de coleta considerados neste estudo.
Ponto 1: entrada do tratamento biolégico (efluente bruto), ponto 2: saida da lagoa de
estabilizacdo, ponto 3: local captacdo de agua para uso no tratamento do efluente,
localizado no Rio Jaguari e ponto 4: a montante do despejo do efluente no rio Atibaia.

Adaptado do relatorio do projeto de pesquisa desenvolvido no ambito do convénio
UNESP-REPLAN 1 100 005174.09.4.
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A amostragem e preservagao do material foram feitas de acordo com o “Guia de
Coleta e Preservacdo de Amostras de Agua”, CETESB, primeira edicdo, 1988 e o “Guia

Nacional de Coletas e Preservacdo de Amostras de Agua e Sedimento, Comunidades
Aquaticas e Efluentes Liquidos”, CETESB, 2011.
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3.2 Analise de parametros fisicos e quimicos do efluente e da agua

Parametros fisicos e quimicos foram analisados nos quatro pontos de coleta. O
seguintes parametros fisicos foram mensurados: pH, condutividade, temperatura,
transparéncia, solidos sedimentaveis, sélidos soluveis em suspensdo, matéria volatil,

matéria fixa residual, cor aparente e turbidez.

As analises quimicas contemplaram a quantificagdo de oxigénio dissolvido (OD),
demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
cloretos, acidez em CaCQj, alcalinidade, aménia, nitrito, nitrato, sulfetos, cianetos,

Oleos e graxas, fendis.

As normas seguidas para as medi¢des dos parametros fisicos e quimicos
avaliados neste estudo seguiram as especificacbes de “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater”, vigésima edigdo. Com exce¢ao das medigdes
de temperatura, que foram feitas em campo, todas as analises foram realizadas no
Laboratério de Ensino e Pesquisa de Toxicidade de Aguas, do Departamento de
Bioquimica e Microbiologia, do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Rio

Claro.

3.3 Analises microbiolégicas das amostras de efluente e agua

Visando a identificagdo taxonémica de membros das comunidades bacterianas
presentes nos quatro pontos de coleta, procedeu-se inoculagdo das amostras de
efluente e agua em meio de cultura e crescimento de culturas bacterianas na superficie
de meio de cultura em condi¢des de laboratério, seguida de isolamento das culturas
bacterianas, extracdo de DNA, sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e

identificagdo taxonébmica das mesmas.
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3.3.1 Inoculagao das amostras de efluente e agua, e crescimento e isolamento de

culturas bacterianas

Para cada amostra coletada, foi realizada uma diluicido de 1/10 e, para o
plaguemento das culturas, foram utilizados 0,1 mL das solu¢des. O meio utilizado para
crescimento das culturas bacterianas foi o PCA (Plate Count Agar), depois as cepas
foram mantidas em agar nutriente e, posteriormente, preservadas em glicerol 10% a -80
°C.

Para crescimento dos isolados bacterianos utilizou-se o meio de cultura
comercial Caldo Nutriente (M002 HIMEDIA™ Laboratories, Mumbai, India). Para tanto,
39,0 g do meio de cultura foram dissolvidos em 3 L de agua destilada. Verteu-se o
volume de 30 mL do meio liquido em tubos tipo falcon com capacidade para 50 mL e

procedeu-se esterilizagao em autoclave por 15 minutos a 120 °C, 1 atm.

Cada um dos 80 isolados bacterianos foi inoculado no meio de cultura Caldo
Nutriente M002 HIMEDIA™ com o auxilio de pequenos bastonetes de madeira
previamente esterilizados. O procedimento foi executado em cabine de seguranca
biolégica sob condi¢cdes assépticas. Os tubos falcon contendos o indculo foram
mantidos em estufa a 36 °C por sete dias. Um volume de 0,5 mL do caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (M002 HIMEDIA™ Laboratories, Mumbai, india) foi adicionado aos meios
de cultura cujos inéculos ndo haviam manifestado crescimento até o quinto dia apds a
sua inoculacao. Ao final de sete dias o crescimento foi interrompido e procedeu-se a

extracdo de DNA das culturas bacterianas.

3.3.2 Extragao de DNA das culturas bacterianas

Para extracdo do DNA gendmico das culturas bacterianas os tubos falcon foram
centrifugados a uma velocidade de 10.000 rpm por 1,5 min a fim de concentrar as
células. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e um volume de 1,8 mL de células
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bacterianas foi adicionado a microtubos contendo granada finamente moida,
denominados MicroBead Tubes do Kit UltraClean Microbial DNA Isolation™ (MoBio
Laboratories, Carlsbad, CA, USA). As células foram lisadas por agitagdo horizontal a
10.000 x g por 30 seg (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA, USA). Apéds a lise celular, o

DNA foi extraido de acordo com as instrucdes do fabricante.

A verificagdo da qualidade do DNA extraido foi feita em gel de agarose 1%. A
quantificacdo foi realizada em espectrofotbmetro, adotando-se a relacdo de 1,0
densidade 6ética a 260 nm (OD 260) como sendo igual a 50 ng de DNA/uL (SAMBROOK
et al., 1989).

3.3.3 Amplificacao e sequenciamento do gene 16S rRNA e identificagao

taxonomica das culturas bacterianas

As amostras do DNA extraido das culturas bacterianas foram enviadas a
Macrogen Inc. (Coréia do Sul) para amplificagdo com os primers 27F
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG e 1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT (Lane,
1991) e sequenciamento parcial do gene 16S rRNA bacteriano (o qual tem sido
elemento-chave na identificacdo de base filogenética quando comparado a um banco
de dados bem acurado de sequéncias do gene 16S rRNA) (Kim, et al., 2012). A
amplificacao foi feita em solugdo contendo: 2,5 uL de tampao para PCR 10 X, 0,8 mM
de cada dNTP (2,0 uL), 5,0 mM de MgClI2 (2,5 uL), 8,0 pmoles de cada primer, 1,25 U
de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen) (0,25 uL), 1 yL do pool de DNA de cada
cultura, e agua ultra-pura (Milli-Q) esterilizada para um volume final de 25 pL. As
condigdes de reagao foram 95° C por 5 min, 30 ciclos de 95° C por 30 seg, 50° C por 30
seg e 72° C por 90 seg; e 72° C por 7 min. O sequenciamento parcial do gene 16S
rRNA foi realizado em sequenciador capilar automatico modelo ABI PRISM 3730
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram editadas usando
os programas Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux e comparadas com
sequéncias do GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
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utilizando o programa nucleotide blast do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(Altschul et al, 1990). A andlise comparativa das sequéncias foi realizada com o
Ribosomal Database Project 1l (RDP II) (WANG et al., 2007) versao 9.52
(http://rdp.cme.msu.edu).

3.4 Anadlises estatisticas

Analise de correlagédo (Spearman) foi conduzida utilizando o pacote multtest do
programa R (versdo 2.6.0, The R Foundation for Statistical Computing). Diferentes
niveis de significancia estatistica (P<0,07) foram considerados para testar a construgao
das redes artificiais de inter-relagdes entre a presenca e auséncia de espécies
bacterianas e parametros quimicos e fisicos dos corpos d’agua obtidos no ambito do
convénio UNESP-REPLAN/Petrobras. Para a configuragdo da rede, a topologia
(numero de camadas, unidades em cada camada, etc), pardmetros do algoritmo de
treinamento e funcdes de ativacao foram determinadas. Apds treinamento das redes, as
mesmas foram integradas aos diferentes modulos da aplicagao e analisadas usando o

programa Gephi, o qual dispde de interface grafica.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros fisicos e quimicos do efluente e da agua

Os resultados da avaliacdo de parametros fisicos e quimicos das amostras de
efluente e agua reveleram menor taxa de OD no ponto 1 (efluente bruto) em
comparagao com os demais pontos de coleta (Tabela 1). Por sua vez, a taxa de
oxigénio dissolvido foi maior no ponto 2 (saida do tratamento bioldgico, quando o

efluente é disponibilizado no rio Atibaia) quando comparada a encontrada nos pontos
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de coleta 3 e 4, Rio Jaguari e Rio Atibaia, a montante do langamento do efluente,
respectivamente. Quanto a DBO e DQO foram notavelmente mais elevadas no ponto 1

do que nos demais pontos de coleta (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros fisicos e quimicos do efluente bruto e tratado da
REPLAN/Petrobras e dos Rios Jaguari e Atibaia medidos nos diferentes pontos de
coleta.

Pontos de coleta

Parametros

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
pH 7,81* £ 0,39 8,2+0,26 7,55 +0,22 7,76 £ 0,17
Condutividade (uS/cm) 2303,78 + 525,86 2188,35 + 555,94 87,18 + 21,23 245,96 + 70,16
Temperatura (°C) 30 +2,76 26 £ 3,13 22 +£3,07 22 +3,07
Transparéncia (cm) - - - - - - 53 +25,2
Sélidos sedimentaveis (ml/L) 1,07 £ 1,88 <041+ - 0,12+ 0,04 0,61+0,71
Sélidos soltiveis em suspens3o (g/L) 17021 + 0,36 14209 + 0,46 0,1663 + 0,09 0,2806 + 0,1
Matéria volatil (g/L) 0,4611 £ 0,24 0,3707 + 0,28 0,1073 £ 0,08 0,1079 £ 0,05
Matéria fixa residual (g/L) 1,26 £0,38 1,05+ 0,53 0,06 + 0,07 0,17 £0,1
Cor aparente (Ptco) 1251 £ 605,95 196 + 145,74 160 + 198,45 214 + 272,66
Turbidez (NTU) 82,12+ 25,85 18,22 + 17,65 22,74 + 19,48 29,86 + 25,63
Oxigénio dissolvido (mg/L) 242+19 7,08 + 1,67 7617 7,27 £1,71
Demanda quimica de oxigénio (mg/L) 1102,04 + 665,39 137,47 + 52,42 13,77 £9,93 21,44 + 14,36
Demanda bioquimica de oxigénio (mg/O2/L) 675,2 + 328,77 27,69 + 14,33 7,97 + 3,71 15,97 £ 12,34
Cloretos (mg/L) 603,02 + 164,58 542,92 + 152,33 6,61+27 16,99 + 5,98
Acidez em CaCO; (mg/L) 7,54 + 5,57 0+0 3,77+ 0,44 3,880
Alcalinidade em CO; (mg/L) 12,3 £ 23,06 24,4 +10,4 0+0 0+0
Alcalinidade em HCO; (mg/L) 275,69 + 47,47 188,29 + 30,64 27,68 + 4,09 38,09 7,36
Amonia (mg NHa/L) 38,33 + 14,64 1,9+275 1,09 £ 0,45 2,15+ 1,47
Nitrito (mg/NO2/L) 0,0371 £ 0,01 0,2363 £ 0,14 0,1387 + 0,08 0,2242 + 0,05
Nitrato (mg NO™/L) 115294 £ 3,9 50916 + 2,95 16045+ 0,73 23848 £ 1,78
Sulfetos (ug/L™" 8%) 175,5 £ 90,31 9,09+6,13 8,61+11,38 6,89 + 6,52
Cianetos (mg/L) 3895+ 1,2 0,002 +0 0,003 +£0 0,002+0
Oleos e graxas (mg/L) - - 1,1+0,63 - - 1,34 + 1,26

- - 0,84 + 0,68 - - 1720 + 1,27

Fendis

*média calculada com base em 18 differentes replicatas de coleta.
**desvio padrao calculado com base em 18 diferentes replicadas de coleta.
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4.2 Identificagao taxonémica dos isolados bacterianos

A partir da identificagdo taxondmica baseada em sequenciamento do gene 16S
rRNA dos isolados bacterianos, foram encontradas 12 diferentes familias de bactérias
distribuidas entre os quatro pontos de amostragem. Membros pertencentes as familias
Enterobacteriaceae, Paenibacillaceae, Pseudomonadaceae e Bacillaceae foram
ubiquos nas amostras estudadas, de forma que estiveram presentes em todos os
pontos (exceto membros da familia Bacillaceae que nao foram identificados em
amostras coletadas no ponto 2), e apresentaram dominancia em relagdo as demais
familias bacterianas identificadas, tendo os maiores indices de abundéancia relativa em
cada ponto, como mostrado na Tabela 2. O resultado da identificacdo taxonémica das
sequéncias parciais do gene 16S rRNA de cada isolado bacteriano encontra-se
disponivel nos APENDICES 1 e 2 ao final deste trabalho.

A ocorréncia reportada para as familias Enterobacteriaceae, Paenibacillaceae,
Pseudomonadaceae e Bacillaceae deve-se, provavelmente, ao método de cultivo e
isolamento das culturas bacterianas em laboratério, o qual utilizou meio de cultura e
condigdes de incubacdao que podem ter favorecido o crescimento e isolamento de
membos pertencentes a estas familias em detrimento de membros recalcitrantes da

comunidade bacteriana em condicdes de laboratdrio.
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Tabela 2. Abundancia relativa das familias de bactérias identificadas dos diferentes
pontos de coleta do efluente e agua.

Local Familia Abundancia relativa

Enterobacteriaceae 63,64

Efluente bruto (P1) Paenibacillaceae 18,18

Pseudomonadaceae 9,09

Carnobacteriaceae 9,09

Enterobacteriaceae 39,13

Bacillaceae 21,73

Ferrimonadaceae 4,35

Paenibacillaceae 4,35

Saida da lagoa de estabilizagdo (P2) Aeromonadaceae 4,35

Halomonadaceae 4,35

Pseudomonadaceae 8,69

Chitinophagaceae 4,35

Flavobacteriaceae 4,35

Oceanospirillaceae 4,35

Enterobacteriaceae 66,68

Bacillaceae 9,52

Rio Jaguari (P3) Pseudomonadaceae 9,52

Aeromonadaceae 9,52

Paenibacillaceae 4,76

Enterobacteriaceae 43,75

Synergistaceae 6,25

montante do langamento do efluente (P4) Paenibacillaceae 18,75
Bacillaceae 25

Pseudomonadaceae 6,25

4.3 Estatistica e analise conexionista

A partir da analise de correlacdo de Spearman, a qual revelou o nivel de
correlacdo entre familias de bactérias e os parametros fisicos e quimicos avaliados
neste estudo, foi gerada uma rede artificial de inter-relagdes entre familias de bactérias
e parametros fisico-quimicos do efluente e da agua (Figura 2). A rede destaca as
relacdes estabelecidas pelas familias Aeromonadaceae e Carnobacteriaceae, as quais
estao representadas pelos circulos maiores e que, portanto, estabelecem maior nimero
de relacbes tedricas com os parametros avaliados e/ou com outras familias de

bactérias.
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Verificou-se também que ambas as familias Aeromonadaceae e
Carnobacteriaceae estabelecem relacbes com trés importantes parametros de
qualidade de agua: OD, DBO e DQO. Sendo que Aeromonadaceae relaciona-se
positivamente (tipo de relacéo representada por tragos de conexao espessos) com OD
e negativamente (tipo de relagao representada por tragos de conexao finos) com DBO e
com DQO. Um padrdo oposto foi revelado para Carnobacteriaceae, que estabelece

relagdo negativa com O.D. e relag¢des positivas tanto com DBO quanto com DQO.

Figura 2. Rede artificial de inter-relagdes entre familias de bactérias e parametros
fisicos e quimicos do efluente e da agua avaliados. O tamanho das circunferéncias
indica a quantidade de correlagdes estabelecidas por cada parametro fisico e quimico
avaliado ou familia de bactéria, i.e. quanto maior a circunferéncia, maior o numero de
relagdes tedricas. A espessura dos tragos indica se a relagao é positiva ou negativa, de
forma que tracos mais espessos indicam relacbes positivas e tragos mais ténues,
relagcdes negativas.
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4.4 Discussao

Foi observada a dominadncia das familias Bacillaceae, Enterbacteriaceae,
Paenibacillaceae e Pseudomonadaceae nas amostras analisadas, o que pode ser
devido as condi¢gdes de cultivo e isolamento das culturas bacterianas em laboratério,
tais como temperatura de incubagao (36°C), visto que a este fator € um dos principais
atributos que governa a abundancia e a distribuigdo dos micro-organismos. Com
excecdo de Bacillaceae, as outras trés familias de bactérias mencionadas
anteriormente possuem membros mesofilicos (BATT & TORTORELLO, 2014; BAYLIS
et al.,2011; ZEIGLER, 2013), ou seja, que se desenvolvem melhor sob temperatura
mediana e possuem temperatura étima de crescimento entre 20 e 45°C. Em estudo
sobre bactérias de &guas termais na india, Sen & Maiti (2014) encontraram
predomindncia de individuos advindos de diferentes grupos, entre eles
Enterobacteriaceae, Paenibacillaceae, Bacillaceae e Pseudomonadaceae, i.e. as
mesmas familias que predominaram nas amostras analisadas no presente estudo.
Enterobacteriaceae, Paenibacillaceae e Bacillaceae sado familias de bactérias
anaerobias facultativas, i.e. podem obter energia na auséncia de oxigénio. Esta
caracteristica torna os membros dessas familias mais facilmente cultivados em
condicdes de laboratério. Pseudomonadaceae, apesar de apresentar-se como aerdbia
estrita, ndo possui exigéncias nutritivas especificas, o que a torna ubiqua naturalmente

e passivel de desevolvimento em meio de cultura feito em laboratério.

A rede de interacdo de familias de bactérias com parametros fisicos e quimicos
determinados a partir dos diferentes pontos de amostragem considerados neste estudo
evidencia relagdes teoricas estabelecidas pelas familias Carnobacteriaceae e

Aeromonadaceae com tais parametros.

Carnobacteriaceae sao bactérias Gram-positivas, anaerdbias facultativas e se
apresentam em forma de bastonetes, geralmente associadas a ambientes com matéria
organica em decomposi¢cao (BUCHANAN & GIBBONS, 1974). No presente estudo,
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membros da familia Carnobacteriaceae foram identificados apenas no efluente bruto
(Ponto 1). Kim et al. (2013) mostraram membros da familia Carnobacteriaceae
associados ao influente de curtume (termo equivalente a “efluente bruto”) gerado no
processamento do couro. Tanto o influente do refino de petréleo quanto de curtume

apresentam alta carga de compostos organicos, além de diversos agentes toxicos,.

A relacao tedrica entre membros da familia Carnobacteriaceae e a presenga de
matéria orgéanica foi evidenciada pela rede de interagcdo de familias de bactérias com
parametros fisicos e quimicos dos pontos de amostragem, a qual foi revelada por meio
de relagdo negativa entre membros desta familia e os niveis de OD, e relagcéo positiva
com a DBO e DQO. Tais relagdes tedricas sugerem que membros da familia
Carnobacteriaceae podem estar associados a ambientes com baixas taxas de oxigénio
dissolvido e elevadas demandas bioquimica e quimica de oxigénio, nos quais

geralmente se encontra elevada quantidade de material organico em decomposicao.

Por sua vez, a familia Aeromonadaceae € composta por bactérias Gram-
negativas, anaerobias facultativas e em formato de bastonete que podem ser
encontradas em diversos tipos de ecossistemas aquaticos: de agua doce, agua marinha
e salobra e em 4aguas limpas e poluidas, sendo que alguns membros da familia
Aeromonadaceae ocorrem exclusivamente em aguas de boa qualidade (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2002). Além disso, a maioria das bactérias pertencentes a
essa familia s&o sensiveis a presenca de cloro e a baixissimas concentragdes de cobre
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002), substancias estas que estdo presentes no

efluente do refino de petrdleo.

No presente estudo, a familia Aeromonadaceae foi encontrada em apenas dois
dos quatro pontos de coleta: na saida da lagoa de estabilizacdo (Ponto 2) e no rio
Jaguari (Ponto 3), os quais apresentam taxa oxigénio em média mais alta do que a

encontrada no efluente bruto (Ponto 1).

A rede de interacdo de familias de bactérias com parametros fisicos e quimicos
dos pontos de amostragem evidencia relagdes tedricas entre Aeromonadaceae e
oxigénio dissolvido (interagdo positiva) e demanda bioquimica e quimica de oxigénio
(interagdo negativa), o que indica que membros da familia Aeromonadaceae podem
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estar presentes em sistemas ricos em oxigénio e com quantidades moderadas de

matéria organica.

Ambientes aquaticos com elevadas concentragbes de matéria organica acabam
por consumir o oxigénio dissolvido via oxidagao quimica e, particularmente, bioquimica,

mediante a respiragdo dos micro-organismos decompositores.

Se a quantidade de material organico encontrada em um corpo d’agua excede a
sua capacidade de autodepuragdo (capacidade de promover a estabilizacdao de
determinada carga poluidora nele langada), as taxas de oxigénio dissolvido diminuem
drasticamente, podendo zerar, e comprometer a vida dos organismos habitantes deste
corpo d’agua. Sendo assim, as taxas de oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de
oxigénio e demanda quimica de oxigénio representam excelentes parametros para se

avaliar o nivel de poluicdo orgénica de ambientes I6ticos (VALENTE et al., 1997).
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a familia Carnobacteriaceae pode ser
considerada potencial indicadora de poluicdo em ambientes com alta carga de matéria
organica e baixas taxas de oxigénio. Por outro lado, tais resultados sugerem que a
familia Aeromonadaceae pode ser considerada potencial indicadora de ambientes nao
poluidos, fazendo-se presente em condi¢cdo de elevada disponibilidade de oxigénio e
onde o material organico esta presente de forma equilibrada, ndo afetando a
capacidade de autodepuragdao do corpo d’agua. Desta forma, pode-se concluir que
bactérias pertencentes a familia Carnobacteriaceae apresentam-se como possiveis
indicadores de polui¢cao decorrente da presenca de efluente do refino de petréleo e que
bactérias da familia Aeromonadaceae, em oposicdo, mostram-se possiveis
bioindicadores de ambientes nao poluidos ou recuperados, como € o caso da saida da
lagoa de estabilizagdo (Ponto 2) neste estudo. Somados a isso, os resultados das
analises fisico-quimicas revelam diferengcas nos valores de oxigénio dissolvido,
demanda bioquimica de oxigénio e demanda quimica de oxigénio obtidos nos pontos 1
e 2 deste estudo, sugerindo que a Refinaria de Paulinia (REPLAN) tem tratado o

efluente gerado em suas dependéncias de forma eficaz.
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Tabela 1. Resultado de comparag¢des das sequéncias parciais do gene 16S rRNA obtidas em amostras de efluente e
agua analisadas neste estudo, com sequéncias depositadas no banco de dados do RDP Il pelo programa Classifier.

_Organismo Filo Classe Ordem Familia

11 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae @ 100%
12 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
13 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
14 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
15 Proteobacteria 99% Gammaproteobacteria 99% Enterobacteriales 97% Enterobacteriaceae ~ 97%
16 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae @ 100%
18 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
19 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
110 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
111 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 94% Bacillaceae 62%
112 Synergistetes 6% Synergistia 6% Synergistales 6% Synergistaceae 6%

113 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
114 Proteobacteria 90% Gammaproteobacteria 85% Enterobacteriales 54% Enterobacteriaceae 54%
116 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Alteromonadales 36% Ferrimonadaceae 34%
117 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Paenibacillaceae 100%
118 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 93% Bacillaceae 35%
119 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae @ 100%
120 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
121 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 94% Bacillaceae 58%
123 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Paenibacillaceae 100%
124 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
125 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae @ 100%
126 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
127 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 97% Bacillaceae 62%
128 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
129 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 98% Bacillaceae 57%
130 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 98% Bacillaceae 85%
134 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Paenibacillaceae 100%
135 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
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Tabela 1. Resultado de comparag¢des das sequéncias parciais do gene 16S rRNA obtidas em amostras de efluente e
agua analisadas neste estudo, com sequéncias depositadas no banco de dados do RDP Il pelo programa Classifier.

(continuacao)

_Organismo Filo Classe Ordem Familia

136 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
137 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
138 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
139 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Aeromonadales 100% Aeromonadaceae 100%
140 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Paenibacillaceae 63%
141 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Pseudomonadales 100% Pseudomonadaceae 100%
142 Firmicutes 100% Bacilli 99% Bacillales 99% Bacillaceae 39%
143 Proteobacteria 41% Gammaproteobacteria 21% Oceanospirillales 6% Halomonadaceae 1%

144 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Pseudomonadales 100% Pseudomonadaceae 100%
146 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
148 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
149 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Aeromonadales 100% Aeromonadaceae 100%
150 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
151 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
152 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
153 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Paenibacillaceae 100%
154 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 97% Bacillaceae 57%
155 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 97% Bacillaceae 63%
156 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 67% Enterobacteriaceae 67%
157 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Pseudomonadales 100% Pseudomonadaceae 100%
158 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
159 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Pseudomonadales 100% Pseudomonadaceae 100%
160 Firmicutes 40% Bacilli 35% Lactobacillales 33% Carnobacteriaceae 28%
161 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Aeromonadales 100% Aeromonadaceae 100%
162 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Paenibacillaceae 87%
163 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
165 Bacteroidetes 18% Sphingobacteria 7% Sphingobacteriales 7% Chitinophagaceae 4%

166 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
167 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
168 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
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Tabela 1. Resultado de comparagdes das sequéncias parciais do gene 16S rRNA obtidas em amostras de efluente e
agua analisadas neste estudo, com sequéncias depositadas no banco de dados do RDP Il pelo programa Classifier.

(continuacao)

_Organismo Filo Classe Ordem Familia
169 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Pseudomonadales 100% Pseudomonadaceae 100%
170 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae  100%
171 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
172 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Paenibacillaceae 100%
173 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Bacillaceae 46%
174 Firmicutes 100% Bacilli 100% Bacillales 100% Bacillaceae 100%
175 Bacteroidetes 29% Flavobacteria 20% Flavobacteriales 20% Flavobacteriaceae 16%
176 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
177 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Pseudomonadales 100% Pseudomonadaceae 100%
178 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
179 Proteobacteria 80% Gammaproteobacteria 73% Oceanospirillales 47% Oceanospirillaceae 43%
180 Proteobacteria 100% Gammaproteobacteria 100% Enterobacteriales 100%  Enterobacteriaceae = 100%
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Tabela 1. Resultado de comparagdes das sequéncias parciais do gene 16S rRNA obtidas a partir das amostras de
efluente e agua analisadas neste estudo, com sequéncias depositadas no GeneBank utilizando o programa Blast.

Isolado  ID(%) N° Acesso PB e Value  Organismo
11 97 JX524616.1 1231 0 Citrobacter freundii strain RB6
12 93 JF701185.1 1086 0 Raoultella sp. TJ_TMA
13 97 DQ444287 1 1250 0 Klebsiella pneumoniae strain 3
14 97 FJ893837.1 1206 0 Uncultured bacterium clone nbt36b09
15 85 EU471245.1 950 0 Uncultured bacterium clone RP_3aaa03f02
16 94 KC431797.1 1377 0 Enterobacter aerogenes strain RB19
18 95 KC431796.1 1339 0 Enterobacter hormaechei strain RB18
19 97 JN615789.1 1221 0 Uncultured bacterium clone TM18310f08
110 96 JQ308608.1 1277 0 Serratia marcescens strain U1PS 1-1
111 96 JQ773351.1 1234 0 Bacillus cereus strain ZK2
112 - - - - -
113 83 HM557575.1 957 0 Uncultured bacterium clone BICP947
Uncultured organism clone ELU0170-T416-S-NIPCRAMgANa_000493 small subunit ribosomal RNA gene, partial
114 81 HQ813438.1 920 0 sequence
116 92 KC904095.1 1058 0 Aeromonas hydrophila strain P10
117 94 KC999112.1 1191 0 Brevibacillus sp. KUMAs2
118 94 EU162024.1 1093 0 Bacillus cereus isolate PGBw4
119 94 DQ399748.1 994 0 Serratia sp. B-1135
120 94 JX473144 1 894 0 Uncultured gamma proteobacterium clone URO61.B09
121 96 HE660034.1 1261 0 Bacillus cereus partial 16S rRNA gene, isolate BCsn
122 - - - - -
123 96 AB731746.1 1333 0 [Streptomyces] sp. TSA-KSA gene for 16S rRNA, partial sequence
124 91 CP006252.1 991 0 Serratia liquefaciens ATCC 27592, complete genome
125 95 KC708558.1 1335 0 Enterobacter sp. Y3 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
126 94 KC431797.1 1357 0 Enterobacter aerogenes strain RB19 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
127 95 HQ831419.1 1357 0 Bacillus cereus strain Nt1-18 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
128 90 KF737363.1 1011 0 Serratia sp. QW8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
129 96 KC422648.1 1227 0 Bacillus sp. PS16(2013) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
130 98 HMO063030.1 1261 0 Bacillus sp. CRRI-8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
134 97 KC311720.1 1262 0 Brevibacillus agri strain S4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
135 95 KC189608.1 1217 0 Klebsiella sp. AR58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Tabela 1. Resultado de comparagdes das sequéncias parciais do gene 16S rRNA obtidas a partir das amostras de
efluente e agua analisadas neste estudo, com sequéncias depositadas no GeneBank utilizando o programa Blast.
(continuacéo)

Isolado  ID(%) N° Acesso PB e Value  Organismo
136 90 KF031146.1 1109 0 Enterobacter asburiae strain DCY9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
137 97 KJ806473.1 1242 0 Shigella sonnei strain S-B13E 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
138 94 JF697434.1 1054 0 Uncultured bacterium clone reservoir-53 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
139 97 KF413422.1 1304 0 Aeromonas veronii strain FS 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
140 96 HQ236085.1 1226 0 Paenibacillus elgii strain TBT3-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
141 97 KF786991.1 1123 0 Uncultured Pseudomonadaceae bacterium clone S2-8-094 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
142 92 GU366197.1 1011 0 Brevibacillus sp. RA5U1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
143 - - - - -
144 96 KC431806.1 1235 0 Pseudomonas plecoglossicida strain RB28 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
145 83 JN999887.1 1054 0 Lysinibacillus xylanilyticus strain GDLY1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
146 94 JX473144 1 902 0 Uncultured gamma proteobacterium clone URO61.B09 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
148 88 JX141319.1 949 0 Serratia sp. VET-2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
149 96 KJ806425.1 1345 0 Aeromonas hydrophila strain A-X8A 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
150 96 KC873101.1 1239 0 Uncultured bacterium clone S42_017 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
151 98 KC853301.1 1137 0 Enterobacter asburiae strain XF5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
152 98 EF694073.1 1208 0 Pseudomonas fluorescens strain yl 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
153 99 KC311720.1 1138 0 Brevibacillus agri strain S4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
154 97 EU333128.1 1233 0 Bacillus sp. Pc60 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
155 95 KF256128.1 1410 0 Bacillus cereus strain ASDS9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
156 96 JX155398.1 1148 0 Aeromonas hydrophila strain L602 16S ribosomal RNA, partial sequence
157 96 KC920926.1 1281 0 Pseudomonas sp. DT4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
158 96 HQ259958.1 1197 0 Klebsiella pneumoniae strain 21 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
159 98 JX082197.1 1210 0 Pseudomonas protegens strain CY01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
160 86 DQ818058.1 140 2,00E-32 Uncultured bacterium clone aaa52e05 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
161 96 KJ210843.1 1354 0 Aeromonas sp. T9 16S ribosomal RNA, partial sequence
162 97 HQ236085.1 970 0 Paenibacillus elgii strain TBT3-4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
163 92 KC167881.1 1088 0 Serratia grimesii strain CNY-04 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
164 77 AB571066.1 173  4,00E-13 Serratia marcescens gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: DI101
165 - - - - -
166 96 JQ189212.1 0 Uncultured bacterium clone BD14752 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
167 97 JF709917.1 0 Uncultured bacterium clone B108 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
168 97 HQ455820.1 0 Enterobacter asburiae strain M16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
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Tabela 1. Resultado de comparagbes das sequéncias parciais do gene 16S rRNA obtidas a partir das amostras de
efluente e agua analisadas neste estudo, com sequéncias depositadas no GeneBank utilizando o programa Blast.

(continuacéo)

Isolado  1D(%) N° Acesso PB e Value  Organismo
169 96 KF668329.1 0 Pseudomonas sp. J4AJ 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
170 98 JN615789.1 0 Uncultured bacterium clone TM18310fO8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
171 98 Y17664.1 0 Klebsiella sp. 16S rRNA gene, strain BEC441, partial
172 96 KC311720.1 0 Brevibacillus agri strain S4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
173 97 HQ457013.1 0 Bacillus pumilus strain HSD3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
174 95 KF476039.1 0 Bacillus cereus strain SCD3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
175 - - - - -
176 99 JQ765423.1 1158 0 Enterobacter sp. MLB27 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
177 92 JF232507.1 1065 0 Uncultured bacterium clone ncd2676g09c1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
178 98 GQ417300.1 1195 0 Uncultured Citrobacter sp. clone F2feb.74 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
179 84 HG942144 .1 871 0 Pseudomonas sp. TA_DQ1 partial 16S rRNA gene, strain TA_DQ1
180 93 KC167881.1 1089 0 Serratia grimesii strain CNY-04 16S ribosomal RNA gene, partial sequence




