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“A natureza não faz nada em vão.” 

Aristóteles 



Diversidade e sucessão bacteriana em sedimentos contaminados por hidrocarbonetos, 

derivados e por dispersão de espumas para controle de incêndio (AFFF), no Estuário de 

Santos – SP. 

RESUMO 

Com o processo de expansão industrial, as regiões costeiras e estuarinas passaram a perceber 

a instalação de várias indústrias, devido à proximidade aos mercados consumidores e 

produtores, além da facilidade de escoamento de sua produção. Essas indústrias consomem 

uma grande quantidade de água, que é devolvida ao ambiente juntamente com uma série de 

substâncias tóxicas dissolvidas, incluindo hidrocarbonetos aromáticos, de biodegradabilidade 

intermediária e tendência à bioacumulação. Regiões estuarinas apresentam maior dificuldade 

de biorremediação, devido ao fato dos contaminantes ficarem aderidos ao sedimento. Além do 

descarte costeiro habitual, acidentes tendem a lançar uma quantidade maior e descontrolada 

de poluentes. A biorremediação é o processo de tratamento que utiliza os microrganismos 

encontrados tanto no ambiente terrestre como aquáticos contaminados para degradar 

substâncias toxicamente perigosas transformando-as em substâncias menos ou não tóxicas. As 

atividades para conter o incêndio no Terminal Químico Aratu S.A. (Ultracargo) lançou grande 

quantidade de hidrocarbonetos e líquido gerador de filme aquoso (AFFF) no estuário de 

Santos, modificando o perfil de contaminantes da região. As bactérias heterotróficas de 

ambientes marinhos apresentam grande potencial de biorremediação. O objetivo do presente 

trabalho foi avaliar, in vitro, a sucessão de espécies de bactérias heterotróficas em sedimentos 

do Estuário de Santos, afetados por hidrocarbonetos e AFFF e isolar espécies bacterianas com 

possível potencial uso em processos de biorremediação. Foram analisadas as densidades de 

bactérias heterotróficas e identificadas aquelas de maior relevância, por características 

morfológicas e identificação molecular. Após análise das amostras locais e Microcosmo, 

destacaram-se as bactérias do gênero Bacillus. A sucessão sugeriu três espécies como 

potenciais biorremediadoras, sendo elas Bacillus pumilus, Bacillus subtilis e Staphylococcus 

sp. 

Palavras-chave: AFFF, Bacillus, Bactérias, Biorremediação, Hidrocarbonetos, Santos. 

  



Diversity and bacterial succession in sediments contaminated by hydrocarbons, 

petroleum derivatives and dispersion of and aqueous film-forming foam (AFFF) in the 

Estuário of Santos – SP. 

ABSTRACT 

With the industrial expansion, coastal and estuarine regions began to perceive installation of 

several industries, due to the proximity to the consumer markets and producers, besides the 

ease of transportation of their production. These industries consume a large amount of water, 

which is returned to the environment with a series of dissolved toxic substances, which 

includes aromatic hydrocarbons, which are slightly biodegradable and have the tendency to 

bioaccumulate. Estuarine regions present higher difficulty of bioremediation, since the 

contaminants are adhered to the sediment. In addition to the usual coastal discard, accidents 

tend to release a larger and uncontrolled amount of pollutants. Bioremediation is the treatment 

process that uses microorganisms found in both the terrestrial and aquatic environments to 

degrade toxic substances by transforming them into less toxic or non-toxic substances.  The 

fire at the Terminal Químico Aratu S.A. (Ultracargo) launched a large amount of 

hydrocarbons and aqueous film-forming foam (AFFF) in the Santos estuary, modifying the 

profile of contaminants in the region. The heterotrophic bacteria of marine environments 

present great bioremediation potential. The objective of the present work was to evaluate in 

vitro the succession of heterotrophic bacteria species in Santos Estuary sediments affected by 

hydrocarbons and AFFF and to isolate bacterial species with potential use in bioremediation 

processes.  The densities of heterotrophic bacteria were analyzed and the most relevant ones 

were identified, by morphological characteristics and molecular identification, where the 

Bacillus genus deserved attention. The succession suggested three species as potential 

bioremediators, being Bacillus pumilus, Bacillus subtilis and Staphylococcus sp. 

 

Key words: AFFF, Bacillus, Bacteria, Bioremediation, Hydrocarbons, Santos.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Em todo o litoral brasileiro existe um grande adensamento populacional devido aos 

fatores naturais propícios (aporte de água doce, saída para o mar, abrigo, recursos naturais, 

entre outros), gerando várias atividades socioeconômicas tais como: exploração de petróleo, 

atividade portuária e pesca, quer seja artesanal ou industrial, turismo, entre outras, 

ocasionando uma série de conflitos entre essas atividades e a manutenção saudável do 

ambiente (HORTELLANI et al. 2008). 

Como parte do processo de expansão industrial houve a instalação de várias indústrias 

em regiões costeiras e estuarinas, por estarem próximas a mercados de consumo, a seus 

produtores e pela facilidade para o escoamento da produção. Sendo as indústrias muitas vezes 

responsáveis pelo lançamento de efluentes líquidos e resíduos tóxicos no ambiente, 

ocasionando desequilíbrio da biota aquática (ZAGATTO, 2006). 

Nos últimos 50 anos, as indústrias têm lançado mais resíduo no ambiente marinho do 

que nos séculos anteriores. Indústrias metalúrgicas, químicas, têxteis ou provenientes do setor 

agrícola, consomem uma grande quantidade de água que, posteriormente, é lançada no 

ambiente juntamente com uma série de substâncias tóxicas dissolvidas: ácidos, bases e 

compostos tóxicos prejudiciais para o ambiente costeiro (CARRASCO et al., 2003). 

Além do descarte industrial sem o tratamento adequado, o ecossistema costeiro recebe 

efluentes domésticos provenientes de um grande adensamento populacional que não conta 

com sistema de saneamento básico suficiente, além das várias ligações clandestinas, causando 

um aumento no desequilíbrio ambiental. 

Os estuários se destacam entre os ecossistemas costeiros devido à sua grande 

importância tanto biológica quanto social. A definição para sistema estuarino é um ambiente 

costeiro amplo de planície costeira que se compõe de uma rede de canais interligados entre si 

e com o oceano, recebendo descarga fluvial de numerosas fontes (MIRANDA et al., 2002).  

Outros fatores a serem considerados são as atividades portuárias e da indústria do 

petróleo, pois geram grandes impactos por lançar nos ambientes costeiros diversos poluentes, 

entre estes os hidrocarbonetos e PAH (hidrocarbonetos poliaromáticos) (CETESB 2001). 

O petróleo é uma mistura complexa de diferentes componentes, divididos em quatro 

grupos principais: alcanos, aromáticos, resinas e asfaltenos (WRENN & VENOSA, 1996). 

Ainda segundo Wrenn & Venosa (1996), os alcanos são os mais biodegradáveis. Entretanto, a 

fração polar é resistente à degradação biológica.  
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Já os compostos aromáticos são de biodegradabilidade intermediária, apresentando 

certa toxicidade e tendem a bioacumular (VOLKMAN et al., 1983). A bioacumulação através 

da alimentação dos organismos da cadeia trófica pode, em longo prazo, atingir todos os 

diversos níveis da cadeia (CARDOSO, 2006; MILANELLI & LOPES, 2002). 

A Resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA nº 237/1997 

dispõe sobre os procedimentos e critérios utilizados para o licenciamento ambiental, mas, 

devido ao intenso potencial poluidor de postos de combustíveis, em 2000 foi publicada a 

Resolução CONAMA 273, a qual dispõe especificamente sobre a instalação, ampliação e 

operação de postos de combustíveis. A Resolução 273/2000 considera que toda instalação e 

sistemas de armazenamento de derivados de petróleo configuram-se como empreendimentos 

potencial ou parcialmente poluidores e geradores de acidentes ambientais. Para tal, considera 

que os vazamentos de derivados de petróleo e outros combustíveis podem causar 

contaminação de corpos d’água subterrâneos e superficiais, do solo e do ar e considera os 

riscos de incêndio e explosões, decorrentes desses vazamentos, entre outros (CONAMA 273, 

2000). 

Os poluentes afetam não só água, mas também sedimentos e organismos marinhos que 

são capazes de concentrar inúmeros poluentes. Deste modo, os sedimentos acabam servindo 

como reservatório para diversos contaminantes causando bioacumulação e biomagnificação 

na biota (BURTON & LANDRUM, 2003).  Muitos contaminantes são relativamente 

insolúveis em água e adsorvidos em partículas de matéria orgânica em suspensão que 

eventualmente se depositam no sedimento (DEL VALLS & CONRADI, 2000), desta forma 

atuando na mediação da troca de contaminantes entre as partículas de sedimento. 

 Nas regiões estuarinas os sedimentos contaminados apresentam maior dificuldade para 

remediação, pois estes ficam aderidos às partículas, sendo que uma parte deles pode ser 

ressuspendida por processos turbulentos para a coluna de água (MEDEIROS & BÍCEGO, 

2004). 

A contaminação de organismos vivos por óleo pode se dar de forma imediata ou em 

longo prazo. A forma imediata de contaminação pode causar morte por asfixia e o efeito 

tóxico pode levar à morte direta ou a efeitos subletais.  

 Uma categoria contaminante de bastante importância é a dos solventes aromáticos de 

hidrocarbonetos voláteis. Os principais solventes aromáticos e mais manipulados pelo setor 

industrial são Benzeno, etil-Benzeno, Tolueno e Xileno (BETX). 

A quantidade de acidentes com danos ambientais causados pela indústria do petróleo 

cresceu juntamente com o desenvolvimento do setor (WILLIAMS & OLANIRAN, 1994).  
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Somente nas últimas décadas a indústria petrolífera investiu em medidas de proteção contra 

incêndio e explosão que foram analisadas e aceitas pela maioria das indústrias como uma 

medida de melhoramento operacional, simplesmente pelo fato de proteger a instalação contra 

a destruição (PASMAN & SUTER, 2005).  

A espuma formadora de filme aquoso (denominadas AFFF - Aqueous Film-

Forming Foam) melhora a eficiência no combate a incêndios devido à sua estrutura particular 

apresentada, garantindo uma vasta aplicação. A espuma foi desenvolvida a fim de contornar 

algumas limitações da água (ISENBERG, 1992). A água apresenta baixa viscosidade, 

provocando escoamento rápido, além do jato de água poder causar o transbordamento de um 

líquido em chamas, entre outras dificuldades (BHAKTA & RUCKENSTEIN, 1995). A espuma 

apresenta melhor aderência ao material em chamas, produzindo um recobrimento contínuo 

sobre ele. Como apresenta baixa densidade, espalha-se sobre a superfície do material em 

combustão, abafando-a e isolando-a do contato com o oxigênio atmosférico.  O líquido 

presente na espuma ajuda a resfriar e a prevenir a re-ignição (FIGURA 1) (FIGUEREDO, 

1999). 

 

   
Figura 1: Esquema de Funcionamento da espuma (AFFF) na extinção de incêndio. Fonte: Técnica Segurança em 

Risco 

 

 

A utilização das espumas é indicada em incêndios de hidrocarbonetos e derivados de 

petróleo, devido à sua formulação, que contém substâncias flúor-carbonadas e às interações 

moleculares das ligações C-F e do grupo sulfonato. Estes compostos apresentam alta 

estabilidade térmica e química ao surfactante.  

Os diferentes fabricantes de espumas de combate incêndio não informam 

detalhadamente a composição química dos compostos, apenas a presença de tensoativos 

fluorados, solventes e água, na verdade vasto número de componentes em sua formulação.  

A comercialização das espumas no Brasil é liberada como um Líquido Gerador de 

Espuma (LGE), não tóxico e biodegradável para uso nas concentrações de 3% e 6% (massa de 

LGE/volume de água). São geralmente aplicados a 3% para incêndios em hidrocarbonetos e 

6% para incêndio de solventes polares, conforme ABNT NBR 11830 (ABNT, 1993).  A 
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comercialização das espumas no Brasil é liberada para aeroportos, bases militares e para a 

Petróleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS) (MULLIGAN, 1990), sem apresentar os verdadeiros 

fatores de toxicidade e de biodegradabilidade, pois pouco se sabe sobre as AFFF em relação 

ao seu comportamento e sua remediação por microrganismos.  

O processo de biorremediação é definido como o emprego de microrganismos ou suas 

reações enzimáticas para transformar substâncias tóxicas em substâncias menos tóxicas ou 

não tóxicas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). Embora a biorremediação seja uma estratégia 

frequentemente adotada por permitir o tratamento do contaminante geralmente a um baixo 

custo (DOBLER, SANER & BACHOFEN, 2000) e o potencial das bactérias heterotróficas 

aeróbias neste processo seja bastante eficiente e estabelecido na literatura em relação à 

degradação de hidrocarbonetos de petróleo in situ, não existem informações sobre sua 

eficiência na biorremediação como um co-contaminante da AFFF (OLSEN et. al., 2006). 

Para que o processo de biorremediação aconteça de forma satisfatória é essencial a 

existência de microrganismos que sejam capazes de catabolizar as reações químicas 

necessárias para a degradação dos compostos. É necessário ainda, que os compostos 

contaminantes estejam disponíveis para os microrganismos ou para as enzimas produzidas por 

eles (MENEGHETTI, 2007). 

A utilização de microrganismos para compostos biorremediadores vem aumentando 

desde que Gray & Thornton (1928) isolaram vários microrganismos hidrocarbonoclásticos, 

pertencentes a vários gêneros, dentre eles, Bacillus, Bacterium, Micrococcus, Mycobacterium 

e Spirillum, capazes de decompor compostos aromáticos. De acordo com Wetler-Tonini, 

Rezende & Gravitol (2010), os principais gêneros de bactérias capazes de degradar derivados 

do petróleo são: Acidovorans, Acinetobacter. Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, 

Arthobacter, Beijemickia, Burkholderia, Bacillus, Comomonas, Corynebacterium, Microccus, 

Neptunomonas, Nocardia, Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia, 

Rhodococcus, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyce e Vibrio. 

Pseudomonas, Proteus, Bacillus, Penicillium, Cunninghamella são as bactérias mais 

utilizadas na biorremediação. O uso das bactérias do gênero Pseudomonas na 

descontaminação de ambientes poluídos por pesticidas ou petróleo é conseguido por oxidarem 

diversos compostos orgânicos nocivos, transformando-o em substâncias inócuas ao ambiente 

(AMABIS & MARTHO, 1990) 

Além disso, os Bacillus sp por serem anaeróbicos facultativos (crescem na ausência de 

oxigênio, mas também podem adotar a via metabólica na presença do mesmo), possuem 
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grande afinidade na degradação de material orgânico (MORIARTY, 1998, LALLO et al., 

2007).  

Embora vários microrganismos utilizem diferentes processos metabólicos para obter 

energia, os heterotróficos são as bactérias mais utilizadas na degradação de contaminantes 

orgânicos, por empregarem a respiração para oxidar compostos como fonte de carbono e 

energia, seja por meio da fermentação, respiração aeróbica ou anaeróbica (ALEXANDER, 

1994). 

Em ambientes contaminados, espécies bacterianas com capacidade de utilizar o 

contaminante como fonte de carbono são susceptíveis sobre aquelas que não apresentam esta 

habilidade e tornam-se numericamente dominantes no ambiente, após um processo de 

sucessão ecológica.   

Apesar da habilidade bacteriana em degradar diversos tipos de substratos nos mais 

variados ambientes seja bastante estudada, até o momento não existem muitos trabalhos a 

respeito dos efeitos ambientais de AFFFs sobre a comunidade bacteriana nem sobre a 

capacidade bacteriana de degradação destes compostos.  

Para a aplicação de microrganismos em qualquer tipo de técnica de biorremediação é 

importante que os mesmos sejam identificados e seu metabolismo e comportamento no 

ambiente estudados (GAYLARD et al., 2005; CUNHA et al., 2008). A partir da aplicação 

recente das técnicas de biologia molecular, associada ao avanço da bioinformática, uma 

grande diversidade de microrganismos presentes em áreas impactadas foi detectada (CUNHA 

et al., 2008; LEMOS et al., 2009).  

De acordo com Cunha et al., (2008) e Lemos et al., (2009), a revolução do 

conhecimento permitiu o desenvolvimento de uma nova área na Microbiologia Ambiental, 

denominada Ecologia Microbiana Molecular. A biologia molecular torna-se, portanto, uma 

ferramenta eficaz para o monitoramento de estudos de impactos ambientais. 

Em vista disto, estudos de sedimentos in situ e in vitro, que tenham como objetivo não 

apenas o isolamento e a identificação de cepas com potencial de biodegradação, mas também 

a avaliação dos efeitos destas substâncias sobre a comunidade bacteriana são de extrema 

importância para o entendimento dos impactos causados por tais agentes, obtenção de 

consórcios bacterianos com potencial para biodegradação de AFFFs e de outras substâncias.   
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2. OBJETIVO 

 

Avaliar in vitro, a sucessão de espécies de bactérias heterotróficas em sedimentos do 

Estuário de Santos e isolar espécies bacterianas com potencial uso em processos de 

biorremediação.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. Área de Estudo  

A área de estudo está localizada no estuário de Santos, situado no município de Santos 

(Porto de Santos).  

 
Figura 2: Localização do Sistema Estuarino Santos-São Vicente. Destaque para o Estuário de Santos – SP. 

 

Município de Santos está localizado na região sudeste do Estado de São Paulo, na 

Região metropolitana da Baixada Santista (RMBS). O sistema estuarino de Santos se interliga 

ao oceano pela Baía de Santos e pelo Canal de Bertioga (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 

1990).   

A RMBS tem grande importância para o estado, tanto por seu aspecto ecológico pela 

presença de áreas protegidas, um estuário (Estuário Santos - São Vicente), manguezais e da 

Mata Atlântica, quanto pelo seu aspecto econômico, com intensas atividades industriais e 

portuárias urbanas (OLIVEIRA et al., 2008). A região é exemplo de ocupações e grande 

impacto ambiental. Este sistema estuarino apresenta grande importância ambiental e 

econômica, abrigando o Porto de Santos (FONTES, OLIVEIRA, PINHEIRO, 2008).  

 Segundo a Comissão Econômica para a América Latina e Caribe (CEPAL, 2016) o 

Porto de Santos apresenta o maior movimento de importação e exportação da América Latina.  

A presença do Porto de Santos, estaleiros, campos de petróleo e de gás tem influência 

na qualidade do ambiente e esta região é considerada crítica em relação à contaminação dos 

ecossistemas aquáticos (ABESSA et al., 2012). 

Em 2 de abril de 2015 o Porto de Santos, especificamente no Terminal Químico Aratu 

S. A. (TEQUIMAR) localizado no estaleiro da Ultracargo (Figura 3) protagonizou o maior 

incêndio em área industrial do Brasil. Ao todo, 6 tanques foram queimados pelas fortes 
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chamas durante 9 dias. O incêndio não teve vítimas fatais, mas deixou graves danos 

ambientais.  

 

 
Figura 3: Incêndio no estaleiro da ULTRACARGO – SANTOS –SP Fonte: Google - Foto: Delamonica/Futura 

Press 

 

Mais de 100 homens e cerca de 20 viaturas trabalharam no combate ao incêndio. 

Foram atingidos ao longo do incêndio 5 tanques de gasolina e 1 de etanol com capacidade de 

6 mil m
3
 cada (ULTRACARGO, 2015). De acordo aos valores apresentados pela Polícia 

Militar do Estado de São Paulo, para extinguir o incêndio foram necessários 300 m
3 

de 

espumas formadoras de filme aquoso (denominadas AFFF) (Figura 4), disponibilizado por 

diversas empresas brasileiras (FONTES. 2015).  

 

 
Figura 4: Incêndio e uso de espumas formadoras de filme aquoso (AFFF) no estaleiro da ULTRACARGO – 

SANTOS –SP Fonte: Google – Foto: Diego Lameiro/ Corpo de Bombeiros. 
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Durante o combate ao incêndio foi necessário utilizar água do estuário para auxiliar no 

resfriamento dos tanques e, deste modo, parte desta água, já contaminada com 

hidrocarbonetos e com a espuma, foi despejada no estuário sem nenhum tratamento prévio, 

causando de imediato à mortalidade de peixes e organismos aquáticos e a contaminação ao 

longo do Estuário.  

Inicialmente, os pontos foram analisados a partir do modelo matemático 

Deltares/Delf-3D, realizado com o objetivo de estudar a dispersão (Figura 5). Para realização 

da modelagem, o programa foi alimentado com dados ambientais pertinentes ao canal do 

Porto de Santos (salinidade, temperatura, variação temporal das marés). 

 
Figura 5: Modelagem da dispersão horizontal das concentrações de espuma lançada na superfície do estuário, 

após 5 dias. 

Imagem por FONTES, 2015. 
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3.2. Coleta e processamento  

 

No presente trabalho foram realizadas 3 coletas, sendo uma imediatamente após o 

incêndio, a segunda após 6 meses e a última 1 ano após o incêndio.  

As coletas foram realizadas pelo IBAMA em diversos pontos do estuário, somando ao 

todo 11 pontos distribuídos longo do estuário. Dos pontos disponibilizados pelo IBAMA, 5  

foram pré-selecionados, pela distribuição da dispersão da espumas e contaminantes. A 

nomenclatura dos pontos foi mantida de acordo com a dada pelo IBAMA conforme a Tabela 

1 e Figura 6. 

As coletas de sedimento foram realizadas a uma profundidade de 3 metros em cada 

ponto. Todas as amostras foram acondicionadas em sacos plásticos estéreis e mantidas sob-

refrigeração de 4ºC até seu processamento no Laboratório de Microbiologia Marinha 

(MICROMAR), do Instituto de Biociências (IB), da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” (UNESP) – Campus do Litoral Paulista (CLP). 

Os seguintes parâmetros físico-químicos foram mensurados in loco: pH, salinidade, 

oxigênio dissolvido e temperatura com multiparâmetro “Horiba U-50 Multi-Parameter Water 

Quality”.  

 

Tabela 1: Coordenadas e Localização dos pontos de coleta no Estuário de Santos – Região Portuária. 

PONTOS COORDENADAS DESCRIÇÃO 

P3 23°55'0,54"S 46°22'43,90"O 
Próximo ao Banco de sedimentos – PBA-

CODESP 

P4 23°55'17,21"S 46°21'29,49"O Ultracargo – Local da dispersão inicial 

P5 23°55'24,50"S 46°20'12,44"O Ilha Barnabé 

P6 23°56'1,75"S 46°18'41,55"O 
Entre Vicente de Carvalho e entrada do Canal 

de Bertioga 

P7 23°57'25,81"S 46°18'5,24"O 
Torre Grande (próx.TA-11 do PBA-

CODESP) 
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Figura 6: Área do Estuário de Santos – Região Portuária com determinação dos pontos de coleta. Fonte: 

FONTES, 2015 

 

Dentre as localidades foram selecionados 5 pontos de estudo para este trabalho. O 

ponto 3 fica próximo ao banco de sedimentos (PBA-CODESP) antes do local do acidente. No 

ponto 4 localiza-se a Ultracargo, ponto inicial da dispersão. Ponto 5 encontra-se na Ilha de 

Barnabé. Ponto 6, região entre Vicente de Carvalho e a entrada do Canal de Bertioga. Ponto 7 

localiza-se a Torre Grande, conforme a tabela 1 (figura 6). 

As coletas de amostras foram realizadas em três etapas distintas, conforme descrito a 

seguir. Na Etapa 1, dia 17 de abril de 2015, logo após o incêndio, foram coletadas amostras de 

sedimento (200g) nos 5 pontos de estudo para montagem dos MICROCOSMOS com a 

finalidade de acompanhar, ao longo do tempo e sob condições controladas, as alterações na 

comunidade microbiana nas áreas estudadas.  Concomitantemente à montagem dos 

MICROCOSMOS, amostras do sedimento de cada ponto foram também utilizadas para 

determinação das densidades bacterianas e composição específica.  

Nas Etapas 2 e 3, foram realizadas coletas nos pontos estudados apenas para 

determinação dos parâmetros físico-químicos e bacterianos in situ. As coletas foram 
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realizadas com defasagem de 6 meses (outubro de 2015) e 1 ano (abril de 2016) após o 

incêndio, respectivamente. 

 

3.3. Processamento de Amostras 

 

As amostras de sedimento, tanto para montagem dos MICROCOSMOS, quanto 

aquelas obtidas nos pontos de coleta foram processadas segundo Oliveira & Pinhata (2008).  

Para montagem dos MICROCOSMOS, alíquotas de 80g de sedimento de cada ponto 

de coleta foram acondicionadas em Erlenmeyers estéreis de 500mL contendo 240mL de água 

do mar filtrada e estéril (Figura 6). O experimento foi realizado em duplicata. 

As amostras foram processadas assim que disponibilizadas pelo IBAMA, desta forma 

existe uma faixa de tempo entre a primeira coleta e a montagem dos MICROCOSMOS. Cada 

MICROSCOMO foi amostrado ao longo do tempo, de acordo com a Tabela 2, sendo a 

primeira amostragem realizada imediatamente após a montagem do MICROCOSMO.  

 

Tabela 2: Plano de amostragens do MICROCOSMO ao longo do tempo.  

Amostragem DATA PERÍODO 

Amostragem/Coleta 1 10/06/2015 Início 

Amostragem 2 25/06/2015 0,5 meses 

Amostragem 3 09/07/2015 1mês 

Amostragem 4 29/07/2015 1,5 meses 

Amostragem 5 05/08/2015 2 meses 

Amostragem 6 15/09/2015 3 meses 

Amostragem 7 13/10/2015 4 meses 

Amostragem 8 17/11/2015 5 meses 

Amostragem 9 23/04/2016  10 meses 

 

A cada amostragem dos MICROCOSMOS, foram retiradas alíquotas para 

determinação das densidades bacterianas e isolamento, por meio da técnica de esgotamento.  

Os MICROCOSMOS (Figura 7) foram mantidos em estufa incubadora, modelo 

NT718, Nova Técnica, com fotoperíodo de 12 horas de iluminação por 04 lâmpadas 

fluorescentes de 20 W, a temperatura controlada de 25ºC, com agitação diária manual, pelo 

período de todo o experimento.  
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Figura 7: Microcosmos com sedimentos da primeira coleta. Foto: Roberta Merguizo Chinellato. 

  

No período de realização das Etapas 2 e 3, houve análise dos microcosmos (MC), para 

comparação entre o ambiente controlado para a amostra ambiental. 

Nas amostras ambientais das Etapas 2 e 3, 20g de sedimento foram colocados em 

frascos estéreis contendo 180mL de água do mar filtrada e estéril, submetidos a agitação em 

um agitador do tipo Kline, para promover a desagregação dos microrganismos das partículas 

do sedimento, e depois mantidos em repouso por 1 hora.  

Alíquotas do sobrenadante das amostras foram utilizadas para determinar as 

densidades, para o isolamento e posterirormente identificação molecular bacteriana. 

 

3.4. Contagem de Bactérias Heterotróficas (BH) 

 

As densidades de bactérias heterotróficas foram determinadas através da Técnica 

spread-plate. Alíquotas de 0,1mL de amostra foram inoculadas e espalhadas com alça de 

Drigalsky em placas petri contendo meio de cultura Ágar Nutriente (Biolog).  

As placas foram incubadas a 35 ± 0,5º C durante 48 horas. As contagens de colônias 

foram realizadas segundo norma técnica da CETESB L5.201 de 2006, utilizando um contador 

de colônias Tipo Quebec. Os resultados foram expressos como Unidades Formadoras de 

Colônias por gramas (UFC/g). 
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3.5. Isolamento e Caracterização das Bactérias Heterotróficas (BH) 

 

Após analisar macroscopicamente as colônias de cada placa, foi isolada uma colônia 

de cada um dos todos os morfotipos diferentes existentes nas placas. Os aspectos 

morfológicos avaliados foram tamanho, cor, forma, estrutura, borda, elevação e brilho. 

As colônias selecionadas foram isoladas e purificadas através de repicagens sucessivas 

no mesmo meio de cultura através da técnica de esgotamento. Estas foram submetidas ao teste 

de coloração de Gram, para determinar as características microscópicas Gram Positiva ou 

negativa. 

 

3.6. Armazenamento das Bactérias Heterotróficas (BH) 

 

As cepas foram armazenadas em microcubos contendo Ágar Nutriente preparado com 

água do mar filtrada e esterilizada e acrescido de 20% de glicerol. Os tubos foram 

armazenados em freezer à temperatura de -20°C, para posterior identificação molecular.  

 

3.7. Identificação molecular das Bactérias Heterotróficas (BH) 

 

A identificação molecular das cepas armazenadas se deu de acordo com Souza, 2013. 

Para reação de extração do DNA genômico, foi utilizado 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. 

Em seguida foi realizada a amplificação do gene 16S por reação de polimerase em 

cadeia (PCR). Foram utilizados oligonucleotídeos para o domínio Eubacteria fD1 “forward” 

(5’ -17AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1 “reverse” (5’ 

AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (WEISBURG et al., 1991). 

A reação de amplificação (PCR) foi realizada em termociclador modelo ProFlex
TM

 

3x32 – well PCR System (AppliedBiosystems), dentro do programa 94ºC/4 minutos, 27 ciclos 

de amplificação (94°C/45 segundos, 55ºC/30 segundos, 72ºC/1 minuto) e manter em 4ºC.  

Para as reações de amplificação (PCR), foi utilizado o volume final de 50 μl contendo, 

15pmols de oligonucleotídeos, 8μl  de dNTP a 2,5μM, 5μl de tampão 10, 5 U/μl da enzima 
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Taq DNA polimerase (ThermoFisher), 5μl de MgCl2 a 50 mMe 2μl de DNA molde a 100 ng/ 

μL.  

A avaliação dos amplificados foi feita por eletroferese em gel de agarose 0,8%. O 

tamanho do fragmento esperado era de, aproximadamente, 1500 pares de base. 

A purificação das cepas amplificadas foi realizada de acordo com a instrução do 

fabricante, pelo kit GeneJet Gel Extraction da linha da Fermentas Life Sciences. Após a 

purificação, foram retirados 5μl 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 

DyeTerminatorCycleSequencingReady 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, 5pmols de oligonucleotídeos inicadores rD1 ou fD1, 1,0 μl de 

tampão 10x e 2,0μl dos terminadores Big DyeTerminator. As condições de reação foram: 

96°C/1 min; 25 ciclos (96°C/30 s., 50°C/5s., 60°C/ 4 min.) (SOUZA, 2013). 

Após a reação, foi realizada a precipitação adicionando-se 2,5 μl 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, 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 (AppliedBiosystems). 

As sequências encontradas foram ajustadas com o auxílio do programa FinchTV, após 

serem ajustadas, as sequências foram inseridas na 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) (SOUZA, 2013). 

 

3.8. Análises Estatísticas 

 

Utilizou-se o programa EstimateS e Past para realizar as análises estatísticas. 
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Como os resultados não se apresentam contínuos e não seguem distribuição normal 

foram utilizados testes estatísticos não paramétricos. 

Para avaliar se houve diferenças significativas (p<0,05) nos resultados das densidades 

das bactérias nos MICROCOSMOS foi realizada uma Análise de Similaridade (ANOSIM 

One-Way), utilizando o índice de similaridade de Bray-Curtis. Este teste é utilizado para 

dados não paramétricos de diferença significativa entre dois grupos com base de uma medida 

de distância (CLARKE, 1993). Os mesmos testes foram aplicados para avaliar a similaridade 

entre as medidas registradas para o MICROCOSMOS em relação ao ambiente.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Parâmetros Físico-Químicos  

 Os parâmetros foram mensurados in situ em cada ponto de coleta, de acordo com a 

Tabela 3.  

 

Tabela 3: Parâmetros físico-químicos referente às três coletas realizadas ao longo do estuário do Município de 

Santos, ocorridas logo em seguida ao incêndio e após 6 e 12 meses do mesmo. 

COLETA PONTO pH SALINIDADE  O.D. (mg/L) T (ºC) 

            

1
º 

C
o

le
ta

 

(a
c
id

e
n

te
) 

  P3 7,4 34 3,23 25,8 

P4 7,3 32 3,32 25,8 

P5 7,6 35 3,72 25,8 

P6 7,6 36 3,95 25,8 

P7 7,6 37 4,16 25,8 

            

2
º 

C
o

le
ta

 (
6
 

m
e

s
e
s
) 

P3 7,8 15 4,3 21,5 

P4 7,9 22 3,8 21,5 

P5 8,0 26 3,5 21,5 

P6 8,2 30 3,8 21,5 

P7 8,0 28 4,2 21,5 

            

3
º 

C
o

le
ta

 (
1
 

a
n
o
) 

P3 7,4 34 7,7 21,5 

P4 7,3 32 11,6 21,5 

P5 7,7 32 6,3 21,5 

P6 7,6 36 6,5 21,5 

P7 7,6 37 6,2 21,5 

            

            
 

 

Nos MICROCOSMOS foram realizadas medidas no segundo e nono mês após sua 

montagem (Tabela 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

Tabela 4: Parâmetros Físico-Químicos mensurados dos Microcosmos.  

MICROCOSMO 

(MC) PONTO pH SALINIDADE O.D. (mg/L) T (ºC) 

      
2
º 

M
Ê

S
 

P3 6,5 36 3,0 25 

P4 6,0 38 3,2 25 

P5 6,1 37 3,2 25 

P6 7,0 40 3,8 25 

P7 7,0 37 3,3 25 

 

     

9
º 

M
Ê

S
 

P3 6,7 36 3,3 25 

P4 6,8 38 3,3 25 

P5 6,6 38 3,6 25 

P6 6,5 37 3,7 25 

P7 6,5 37 3,4 25 

 

      

4.1.1. Parâmetros In Situ 

 

Os valores mensurados in situ apresentam alguns dados com expressiva disparidade de 

valores ambientais para regiões estuarinas, como pode ser observado principalmente nos 

valores mensurados em Oxigênio Dissolvido (OD), nos valores referentes a salinidades e 

também para temperatura (tabela 3). 

Como os valores mensurados in situ, apresentaram uma variação acima do normal 

encontrado em estuários, esses valores não foram considerados neste trabalho.   

Mesmo com este problema, observou-se que a variação pH ficou entre 7,3 a 8,2 ao 

longo de todas as coletas, apresentando-se dentro da normalidade para água salina, de acordo 

com a Resolução CONAMA 357 de 2005 (CONAMA 357, 2005). 

Variações na salinidade em regiões estuarinas são comuns e de acordo com Harari, 

Franca e Camargo (2008), o Estuário de Santos pode apresentar uma variação entre 15 e 35, 

apresentando salinidade maior na porção da coluna d’água próxima ao sedimento, por 

apresentarem os fatores ambientais como estratificação, input de água doce no local dos 

efluentes adjacentes e regime de chuvas. (HARARI, FRANCA, CAMARGO, 2008).  A 

variabilidade da salinidade em sistemas estuarinos causa influência direta nos processos 

físico-químicos de interação entre a água e as partículas dos elementos provenientes da 

drenagem continental (MORRIS, 1985; TURNER & MILLWARD, 2002). 

Diferentes processos biológicos que ocorrem dentro do estuário resultam na 

variabilidade espacial do oxigênio dissolvido (OD). As cargas crescentes de matéria orgânica 

e de nutrientes podem diminuir as concentrações de OD, tal como o resultado da respiração 
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microbiana que ocorre durante os processos de degradação da matéria orgânica (CHAPMAN, 

1992) sendo a concentração de OD estabelecida em alguns países para padrão de qualidade de 

água de 4 a 5 mg/L, nos oceanos tende a variar de 4 a 6 mg/L (RILLEY & CHESTER, 1978), 

para a Resolução CONAMA 357 (CONAMA 357, 2005) o valor não deverá ser inferior a 6 

mg/L para águas salinas. Neste trabalho mensurou-se uma concentração mais baixa, variando 

entre 3,20 a 4,3mg/L nas duas primeiras coletas.  

Valores baixos de OD verificados no presente trabalho indicam uma possível entrada 

excessiva de contaminantes no estuário, e, segundo Kleerekoper (1990), podem também ser 

influenciados por mudanças de temperaturas.  Além de aumentar o metabolismo e, 

consequentemente, o consumo de oxigênio pelos organismos aquáticos, temperaturas mais 

elevadas dificultam a dissolução deste na água, o que explicaria as quedas nos níveis do gás. 

 De fato, a temperatura média do estuário de Santos foi de 24ºC (transição de verão 

para outono) e a variação térmica no estuário durante o incêndio foi de 2 a 4ºC acima do valor 

de referência. Os resultados obtidos no relatório mostraram, ainda, que o local de lançamento 

(P4) apresentou o maior valor de temperatura, em torno de 30ºC (Figura 8) (FONTES, 2015). 

 
Figura 8: Dispersão horizontal de temperatura na superfície do estuário, após 5 dias de despejo do efluente do 

incêndio. Imagem por FONTES, 2015. 
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4.1.2. Parâmetros no MICROCOSMO 

 

Os valores de pH obtidos no MICROCOSMO, variaram entre 6,0 e 7,0 e, embora 

estejam abaixo de 8,0, valor considerado como indicador de influência marinha, esta diferença 

pode ser explicada pela atividade de microrganismos. Segundo Cunha (2000), o pH é 

intimamente relacionado com a produtividade microbiológica. 

A salinidade apresentou-se sempre acima de 30 de acordo com as condições salinas 

(Tabela 4), não ocorrendo mudança de valor do início ao momento da medição. Durante a 

montagem dos MICROCOSMOS foi utilizada água do mar filtrada e estéril e não estuarina, 

devido à dificuldade de obtenção de água estuarina livre de contaminação.  

Os valores de Oxigênio Dissolvido (OD) se apresentaram pouco inferiores nas análises 

do MICROCOSMO, apresentando uma variação de 3,0 a 3,8, o qual provavelmente está 

intimamente relacionado à atividade microbiana.  

No processo de oxidação biológica, o OD é utilizado pelos microrganismos aquáticos 

para metabolizar a matéria orgânica, segundo Marques & Barbosa (1994). A quantidade de 

OD influencia todos os processos químicos e biológicos que ocorrem na água.  

 

4.2. Densidade de Bactérias Heterotróficas (BH) 

Para melhor caracterização de cada ponto foram utilizadas as médias das contagens 

bacterianas obtidas nas réplicas dos MICROCOSMOS, ao longo de todo período de estudo.  

Os resultados foram expressos como Unidades Formadoras de Colônias por grama de 

sedimento (UFC/g). A densidade de Bactérias Heterotróficas (BH) foi realizada avaliando a 

sucessão bacteriana dos MICROCOSMOS e as mesmas foram comparadas com a densidade 

in situ em determinados períodos. 

 

4.2.1. Densidade bacteriana In Situ 

 

Em relação às densidades bacterianas, o ponto 4 (ponto de lançamento) apresentou 

0,67x10
4
 UFC/g (Tabela 5). 
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Tabela 5: Representação da média de densidade do Ponto 4, in situ. 

Origem Data 
Média (104 

UFC/g) 

Amostragem/ 
Coleta 1  10/06/2015 0,67 
Coleta 2  

(6 meses) 05/11/2015 0,97 
Coleta 3 

(12 meses) 23/04/2016 0,53 

 

Na análise das variações das densidades bacterianas é preciso considerar não só a 

influência da grande quantidade de efluente (água, espuma e combustíveis armazenados nos 

tanques) que foi drenada para o estuário, mas também a elevação da temperatura, devido ao 

incêndio. 

Segundo CETESB (2001), o estuário de Santos já conta com uma contaminação 

proveniente do parque industrial do município de Cubatão, que antecede o incêndio. Com o 

incêndio, a situação da qualidade ambiental do estuário de Santos se agravou.  

O Ponto 6 apresentou maior densidade: 3,32 x10
4
 UFC/g (Tabela 6) na primeira 

coleta, quase 5 vezes maior do que na mesma data, registrado no local da descarga de 

poluentes, demonstrando um possível acúmulo de material proveniente do incêndio. Este 

ponto está localizado na entrada do canal de Bertioga e apesar do acúmulo de poluentes, 

apresentava valores de HPA bastante inferiores a outros pontos do canal (CETESB 2001). 

Além disto, segundo os resultados da modelagem realizada para a dispersão do efluente do 

incêndio, a própria localização do Ponto 6 favorece a deposição de sedimentos, o que pode ser 

justificado não só por sua configuração geográfica mas também pela presença de sedimentos 

finos, variando de argila a silte médio, sendo essa uma das raras áreas da Baixada Santista 

onde foi assinalada predominância de argilas (FÚLFARO & PONÇANO, 1976). Em locais 

com sedimentos mais finos se evidencia uma maior adsorção de metais e outros poluentes.  

 

Tabela 6: Representação da média de densidade do Ponto 6, in situ. 

Origem Data 
Média (104 

UFC/g) 

Amostragem/ 
Coleta 1 10/06/2015 3,32 

Coleta 2 05/11/2015 0,72 

Coleta 3 23/04/2016 0,57 

 

Os acidentes ambientais constantes envolvendo derrames de óleo nas áreas industriais 

e portuária situadas no Sistema Estuarino de Santos são uma importante fonte de BETX para 
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os ecossistemas da região. Entretanto, benzeno, tolueno, xileno e alguns de seus derivados são 

moderadamente voláteis e solúveis em água e acumulam em larga escala nos sedimentos, 

principalmente em sedimentos finos com características argilosas ou de silte, o que resulta em 

baixas concentrações na maioria dos rios e áreas costeiras (MOORE & RAMAMOORTHY, 

1984).  

O Ponto 7 também apresentou alta densidade bacteriana na primeira coleta, com média 

de 3,30 x10
4
 UFC/g, desta forma vislumbrando a movimentação hidrodinâmica na região 

(Figura 9).  

 

 
Figura 9: Distribuição da densidade bacteriana nos pontos de coleta na amostragem da primeira coleta.  

 

4.2.2. Densidade bacteriana no MICROCOSMO 

 

A variação das densidades bacterianas nos microcosmos apresentaram um padrão bem 

típico com constâncias ou até mesmo diminuições iniciais das densidades bacterianas nos 

MICROCOSMOS, o que está relacionado ao período de adaptação das mesmas às novas 

condições.  
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Após o período de adaptação, as densidades das bactérias nos MICROCOSMOS 

apresentaram um aumento exponencial na Amostragem 8 (17/11/2015) em todos os pontos 

(Figura 10). Este crescimento exponencial (log) indica uma grande atividade metabólica.  

  

 
Figura 10: Distribuição da densidade bacteriana dos MICROCOSMOS na Amostragem 8 (17/11/2015). 

 

Os sedimentos utilizados no presente estudo são provenientes de áreas consideradas 

cronicamente contaminadas e com altas concentrações de contaminantes (ABESSA 2002), 

apresentando, assim, um grande aporte de nutrientes para as comunidades microbianas. Além 

disto, as espumas formadoras de filme aquoso (AFFF) contêm substâncias flúor-carbonadas, 

que podem, também, ser utilizadas como nutrientes para determinados grupo de bactérias, 

segundo Zhou et al. (2009). 

Segundo Pinto et al. (2015), foram isoladas cepas de cianobactérias, bactérias 

heterotróficas e leveduras no sedimento do sistema Estuarino Santos-São Vicente. Em 

ambientes contaminados há um maior potencial de crescimento de cianobactérias 

(SORKHOH et al., 1995) e de leveduras nos sedimentos, conforme descrito no trabalho de 

Pinto et al. (2015).  

A presença da espuma e os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAS), somada à 

contaminação crônica pré-existente, pode causar uma alteração na comunidade bacteriana, 
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tendo em vista que poluentes orgânicos podem aumentar a diversidade ou causar um efeito 

contrário, agindo como uma ameaça tóxica e causando a diminuição da diversidade. 

Na amostragem de 1 ano após o acidente notou-se uma diminuição na densidade em 

todos os pontos. Os valores se igualam com os ambientais. Segundo Thomaz & Esteves 

(1997) vários fatores abióticos podem influenciar um aumento ou diminuição da densidade 

bactéria, sendo, neste caso, o mais provável a diminuição das concentrações de nutrientes 

(Figura 11). 

 

 
Figura 11: Distribuição da densidade bacteriana dos MICROCOSMOS na Amostragem 9 (23/04/2016), 1 ano 

após o incêndio. 

 

Ao longo de todo o estudo o Ponto 6 foi o que apresentou maior densidade total de 

bactérias heterotróficas, com média total de 1,34x10
4
 UFC/g, conforme Tabela 7, conforme 

modelagem realizada para dispersão dos efluentes do incêndio, este ponto apresenta maior 

permanência da pluma de poluentes.  
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Tabela 7: Densidade bacteriana do Ponto 6 ao longo de todo o estudo. 

 

P6 

 Origem Data Média (UFC/g) 

Coleta 1 10/06/2015 3,32x10
4
 

Coleta 2 05/11/2015 0,72x10
4
 

Coleta 3 23/04/2016 0,57x10
4
 

Amostragem 2 25/06/2015 1,80x10
4
 

Amostragem 3 09/07/2015 0,91x10
4
 

Amostragem 4 29/07/2015 0,83x10
4
 

Amostragem 5 05/08/2015 0,44x10
4
 

Amostragem 6 15/09/2015 0,47x10
4
 

Amostragem 7 13/10/2015 0,44x10
4
 

Amostragem 8 17/11/2015 3,61x10
4
 

Amostragem 9 23/04/2016 2,64x10
4
 

O ponto com menor densidade foi o Ponto 4, com média de 0,86x10
4
UFC/g (Tabela 

8). 

 

 

Tabela 8: Densidade bacteriana do Ponto 4 ao longo de todo o estudo. 

 

P4 

 Origem Data Média (UFC/g) 

Coleta 1 10/06/2015 0,67x10
4 

Coleta 2 05/11/2015 0,97 x10
4
 

Coleta 3 23/04/2016 0,53 x10
4
 

Amostragem 2 25/06/2015 1,22 x10
4
 

Amostragem 3 09/07/2015 0,74 x10
4
 

Amostragem 4 29/07/2015 0,66 x10
4
 

Amostragem 5 05/08/2015 0,28 x10
4
 

Amostragem 6 15/09/2015 0,46 x10
4
 

Amostragem 7 13/10/2015 0,35 x10
4
 

Amostragem 8 17/11/2015 2,94 x10
4
 

Amostragem 9 23/04/2016 0,39 x10
4
 

 

Observou-se estatisticamente a distribuição da densidade através da análise 

Multivariada Correspondente (Figura 12).  
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Figura 12: Distribuição da densidade bacteriana dos MICROCOSMOS ao longo de todo o estudo. Os pontos 

azuis escuros demostram as amostragens realizadas nos MICROCOSMOS.   

 AMOSTRAGENS  P3  P4  P5  P6  P7 

 

O AXIS 1 (eixo x) monstra a densidade bacteriana dos pontos ao longo do tempo. Por 

ele pode-se observar que os pontos com maior diferença são os pontos 6 e 7. O restante dos 

pontos apresentou densidades com valores muito semelhantes. 

Estatisticamente, os dados gerados ao longo do estudo apresentaram uma significância 

de p<0,001, para distribuição das densidades nos MICROCOSMOS.  

Ao decorrer deste estudo as densidades das bactérias se mantiveram dentro da mesma 

ordem de grandeza, 10
4
. Resultado diferente foi obtido por Ramsay et al. (2000), que 

observou que em sedimentos de manguezais contaminados ocorria um aumento de 10
3
 para 

10
4
 a 10

6
 UFC/g, na densidade de bactérias, embora o mesmo pudesse ter sido também 

observado neste estudo se considerado um período maior de amostragem dos 

MICROCOSMOS.  

Em relação aos fatores abióticos (Thomaz & Esteves, 1997), apesar de sua influência 

na abundância e na produção da comunidade bacteriana, no presente estudo tais influências 

não foram objeto de estudo e foram minimizadas, tendo em vista que os MICROCOSMOS 

foram mantidos em condições controladas.  
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4.2.3. In Situ x MICROCOSMO 

 

Ao comparar os resultados obtidos nos MICROCOSMO com aqueles obtidos in situ, 

notou-se que os valores das densidades bacterianas foram semelhantes no final do período de 

estudo. Ambas as densidades apresentam valores bastante próximos para todos os pontos 

(Figura 13), mesmo sendo de extrapolação dos resultados do MICROCOSMO para o 

ambiente natural.  
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Figura 13: Gráficos de densidade bacteriana ao longo do estudo do MICROCOSMO em comparação às coletas 

de todos os pontos estudos. 

 

A distribuição de densidades obtidas in situ (coleta 1, coleta 2 e coleta 3) e as 

respectivas amostragens dos MICROCOSMOS (coleta 1, amostragem 8 e amostragem 9) do 

período, apresentam o mesmo comportamento estatístico de distribuição. Observa-se que os 

pontos 6 e 7 apresentam maior densidade ao longo do tempo em relação aos demais pontos 

(Figura 14).  
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 Verificaram-se diferenças estatísticas entre os dados in loco e MICROCOSMO através 

da Análise de Similaridade (ANOSIM), pelo teste de Bray-Curtis (p<0,009). 

 

 
Figura 14: Distribuição da densidade bacteriana dos MICROCOSMOS ao longo do estudo. Os pontos azuis 

escuros demostram as amostragens realizadas nos MICROCOSMOS no período de 6 meses (amostragem 8) e 1 

ano (amostragem 9) após o incêndio e as coletas referentes 6 meses (coleta 2) e 1 ano (coleta 3).    

 COLETAS E 

AMOSTRAGENS  

 P3  P4  P5  P6  P7 

 

No Brasil, pouco se tem conhecimento sobre a ecologia microbiana de ecossistemas 

marinhos este conhecimento é a distribuição, densidade e produção de microrganismos em 

águas costeiras do sudeste (ANDRADE et al., 2004; FERNANDES & MESQUITA, 1991a,b; 

GONZALEZ et al., 2000; MESQUITA, 1993; MESQUITA & FERNANDES, 1996; 

OLIVEIRA & MESQUITA, 2000; PEREIRA, 2011). 

No caso das bactérias, cianobactérias, nanoflagelados e dos vírus, a densidade e a 

distribuição no ambiente marinho dependem de vários fatores, alguns relacionados ao status 

trófico do sistema, e outros à interação predador-presa (ANDERSEN & FENCHEL, 1985).  

As bactérias heterotróficas presentes no ambiente apresentam populações 

degradadoras de poluentes, mesmo que tais ambientes não tenham sido submetidos à presença 

destes substratos. Essa característica inerente proporciona um grande potencial assimilatório 

dos poluentes. Assim sendo, a adição acidental ou proposital do poluente ao meio ambiente, 

enriquece, seletivamente, a comunidade capaz de utilizar esse substrato (HILL, 1994).  
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4.3. Análise morfológica e isolamento das Bactérias Heterotróficas (BH) 

 

Foram isoladas 335 cepas durante o presente trabalho, com diferentes morfologias. A 

morfologia predominante, encontrada em 70 (20,9%) cepas isoladas, apresentava estrutura 

rugosa, elevação protuberante, de forma circular com tamanho médio (2 a 5mm) e coloração 

branca, como demonstrado na Figura 15. 

A maior quantidade destas cepas foi isolada no Ponto 6 (16 cepas), enquanto que a 

menor quantidade de isolados foi obtida no Ponto 7 (12 cepas). Ao longo do período de 

estudo, as maiores quantidades de cepas morfologicamente distintas foram observadas na 

coleta de 1 ano. 

 

 
Figura 15: Morfologia bacteriana de estrutura rugosa, protuberante e branca. Foto: Roberta Merguizo Chinellato.  

 

Outra cepa que apresentou elevada quantidade, 59 (17,6%) cepas isoladas ao longo de 

todo o estudo, apresenta forma circular com tamanho médio (2 a 5mm), borda lisa, com 

aspecto leitoso (Figura 16). Entretanto, a presença desta cepa foi diminuindo ao longo do 

estudo e na coleta de 1 ano não apresentou nenhuma colônia, sendo que sua maior densidade 

foi observada na amostragem 8, com 11 cepas.  

Fatores ambientais podem afetar no crescimento microbiano, como por exemplo, 

temperatura, pH, OD, nutrientes entre outros, além da capacidade de adaptação e reprodução 

das bactérias, ocasionando uma variação na diversidade encontrada no local (BROCK, 2010). 

A sucessão ecológica envolve mudanças na estrutura de espécies e processos da comunidade 

ao longo do tempo e resulta da modificação do ambiente físico pela comunidade e de 

interações de competição e coexistência em nível de população (ODUM, 1988). 
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Figura 16: Morfologia bacteriana de borda lisa e aspecto leitoso. Foto: Roberta Merguizo Chinellato.  

 

A cepa que aumentou a quantidade ao longo do tempo apresentava estrutura rugosa, 

elevação protuberante, de forma circular com tamanho médio (2 a 5mm) e coloração para rosa 

(Figura 17), com 57 (17%) cepas isoladas. Destas 57 cepas, pode-se observar que a maior 

densidade se deu na Coleta de 1 ano após o incêndio, e sua menor densidade na primeira 

coleta. 

 
Figura 17: Morfologia bacteriana de estrutura rugosa e protuberante e rosa. Fonte: Foto: Roberta Merguizo 

Chinellato.  

 

A maior diversidade de tipos morfológicos foi obtida na amostragem 9 (1 ano após o 

incêndio), com 36 cepas isoladas. As cepas foram mantidas em um banco de cultivo até a 

realização da identificação molecular.  
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4.4. Caracterização das Bactérias Heterotróficas (BH) 

 

Realizou-se a coloração de Gram quanto à caracterização e a forma mais presente foi 

de Bacilo - Gram Positivo (Figura 18A), com 53%, seguida de Cocos - Gram Negativo 

(Figura 18B), que apresentou 24%. A distribuição da característica Gram das cepas isoladas 

ao longo do estudo pode ser observada na Figura 19.  

 

 
Figura 18(A): Bactérias Bacilo – Gram Positivo. (B): Bactérias Cocos – Gram Negativo; 

Fotos: Roberta Merguizo Chinellato 

 

 

 

 
Figura 19: Gráfico com a distribuição das características de Gram das cepas isoladas ao longo do estudo. BGP: 

bacilos gram-positivos; BGN: bacilos gram-negativos; CGP: cocos gram-positivos; CGN: cocos gram-negativos. 

 

Segundo Zobell (1946), acreditava-se que o número de bactérias gram-positivas 

encontradas no oceano não ultrapassava 5%. Todavia, ao longo do tempo e com o advento do 

surgimento de novas técnicas mais precisas para estudos de microbiologia é sabido 

atualmente que as diversidades de bactérias gram-positivas são bem maiores (Jensen et al., 

53% 

2% 

21% 

24% 

BGP

BGN

CGP

CGN

B A 
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2005). Shome et al. (1995) isolaram 38 bactérias distintas no mangue ao sul da Índia e 

caracterizaram que 76,3% eram Gram Positivas.  

Os microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos estão amplamente 

distribuídos nos oceanos. Em estudos realizados na costa do Japão, Shaerun et al. (2004), 

isolaram bactérias com potencial para degradar hidrocarbonetos.   

Os resultados encontrados neste estudo se assemelham aos encontrados na Baía do 

Araçá - São Sebastião/SP, que também é considerada cronicamente contaminada e com 

predominância de bactérias Gram Positivas (ZAMPIERI et al., 2016).  

 

4.5. Identificação Molecular das Bactérias Heterotróficas (BH) 

 

 Foram selecionadas 33 cepas com características morfológicas distintas para 

identificação molecular. Após a extração do DNA o resultado foi visualizado através corrida 

do gel de eletroforese de acordo com a Figura 20.  

 

 
Figura 20: Demonstração da qualidade das bandas de corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8% da extração 

de alguns DNAs genômicos. 

 

Para verificação da amplificação dos DNAs extraídos, observou-se pelo gel da corrida 

de eletroforese Figura 21. 
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Figura 21: Demonstração da qualidade das bandas da corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8% depois da 

reação de polimerização em cadeia (PCR) dos DNAs genômicos extraídos. 

 

Após o sequenciamento é gerado o eletroferograma para processamento dos dados e 

verificação da espécie no banco de dados do NCBI. A qualidade do eletroferograma pode ser 

verificada na Figura 22.  

 

 
Figura 22: Exemplo da qualidade do eletroferograma gerado pelo FinchTV. 

 

Através das análises moleculares foi possível realizar a identificação das espécies de 

bactérias descritas na Tabela 9. 
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Tabela 9: Identificação molecular de 16 cepas isoladas ao longo do estudo. 

Cepa 

(ID) 
Espécies 

Código 

 NCBI 

% 

de identidade  

2 Staphylococcus sp. KX267953.1 99% 

5 Bacillus cereus KX529697.1 100% 

11 Bacillus pumilus HQ143628.1 98% 

13 Vibrio paraemoolyticus FN997623.1 98% 

14 Bacillus subtilis JQ410782.1 98% 

15 Staphylococcus sp. KX267953.1 100% 

16 Bacillus licheniformis KY172828.1 98% 

19 Bacillus pumilus KU962124.1 97% 

20 Staphylococcus sp. KX267953.1 99% 

21 Bacillus cereus KX529697.1 100% 

22 Bacillus subtilis EF428250.1 98% 

23 Enterococcus sp. FJ372772.1 97% 

25 Pantoea sp. KR780425.1 100% 

30 Bacillus licheniformis KY202705.1 100% 

31 Bacillus licheniformis KY202705.1 100% 

32 Vibrio aestuarianus GQ906358.1 96% 

 

 

Analisando a tabela 9, verificou-se que das cepas identificadas a maior quantidade é 

do gênero Bacillus, sendo que das 16 cepas identificadas, 3 são Bacillus licheniformis, 2 

Bacillus pumilus, 2 Bacillus subtilis, 2 Bacillus cereus, 3 Staphylococcus sp., 1 Vibrio 

aestuarianus, 1 Vibrio paraemoolyticus, 1 Enterococcus sp. e 1 Pantoea sp.. Apenas os 

gêneros Vibrio e Pantoea pertencem ao grupo de gram-negativas, as demais cepas são gram-

positivas. 

Não foi possível realizar a identificação das demais cepas isoladas por haver alguns 

problemas na extração do DNA genômico, outras por apresentarem baixa percentagem de 

identificação com as sequências depositadas na ferramenta BLASTn da base de dados do 

NCBI.  

Bactérias do gênero Bacillus são geralmente encontradas no solo e apresentam 

habilidades fisiológicas que permitem crescer em todos os ambientes e competir com outros 

organismos dentro do ambiente devido à capacidade de produzir esporos extremamente 

resistentes (KUTA, 2008). Espécies de bactérias B. marinus, B. badius B. subtilis, B. cereus, 

B. licheniformis, B. firmus e B. lentus foram isoladas dos habitats marinhos (BOEYE & 

AERTS, 1976; CLAUS & BERKELEY, 1986; ORTIGOSA, GARAY & PUJALTE, 1997). 

Trabalho de Ivanova, Mikhailov & Andreev (1992) mostrou que bacilos marinhos das 

espécies B. marinus, B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus e B. mycoides são 
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habitantes comuns no Oceano Pacífico. Ivanova et al. (1999) isolou bacilos de origem 

marinha em esponjas, ascídias, caranguejos e amostras de água do mar coletadas no Mar do 

Japão, no Mar de Okhotsk e no Mar de Coral do Oceano Pacífico. 

Algumas espécies de Bacillus são sabidamente degradadoras de hidrocarbonetos e 

formadoras de esporos, o que facilita sua permanência e dominância em sedimentos 

contaminados por muito tempo. O gênero Bacillus contém espécies economicamente 

importantes em áreas diversas, processos industriais e de remediação ambiental. Este gênero 

vem sendo utilizado em controle biológico de insetos, processos de biossurfactante, produção 

de antibióticos, entre outros (SCHALLMEY et  al., 2004).  

Ao longo de todo o trabalho foi possível observar que houve variação da quantidade 

das cepas isoladas para todas as espécies. No entanto, Bacillus subtilis apresentou as maiores 

quantidades, mesmo não tendo sido dominante no começo do trabalho. Na Amostragem 8 

(17/11/2015), o aumento na quantidade de isolados foi bastante significativo, provavelmente 

devido à sua capacidade em metabolizar os contaminantes utilizados por ela, como nutrientes 

para seu crescimento (Figura 23).  

De fato, a presença de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos é bem 

documentada e reconhecida na literatura bem como sua ampla distribuição nos solos e 

sedimentos. Populações desses microrganismos normalmente constituem menos que 1% da 

comunidade microbiana total, mas quando hidrocarbonetos estão presentes, essas populações 

aumentam até em 10% da comunidade (ATLAS, 1995). Altas concentrações de 

microrganismos degradadores de hidrocarbonetos foram observadas por Hagler, De Oliveira 

& Mendonça-Hagler (1982) em um estuário contaminado do Rio de Janeiro, sendo as maiores 

densidades encontradas a uma profundidade de 2m. 

Os biossurfactantes são polímeros produzidos pelos microrganismos, que permitem o 

bloqueio da formação de pontes de hidrogênio e de certas interações hidrofóbicas – 

hidrofílicas, reduzindo a tensão superficial da superfície a ser biorremediada (APARNA; 

SRINIKETHAN; HEDGE, 2011). São com frequência produzidos por bactérias capazes de 

crescer em hidrocarbonetos que estimulam o crescimento e aceleram a biorremediação. Os 

biossurfactantes são vantajosos também por apresentarem baixa toxicidade, 

biodegradabilidade, estabilidade em valores extremos de pH e temperatura, dentre outros 

(FIECHTER, 1992). 

 Esses microrganismos são ubíquos na natureza e capazes de degradar diversos tipos 

de hidrocarbonetos de cadeia curta, cadeia longa e numerosos compostos aromáticos, 

incluindo os PAH (hidrocarbonetos aromáticos policíclicos) (ROSENBERG, 1993). 
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De fato, Bacillus subtilis, por exemplo, tem eficiência comprovada de produção de 

biossurfactante, contribuindo na remoção de petróleo (AL-BAHRY et. al., 2012). As cepas de 

Bacillus subtilis produzem um dos mais potentes biossurfactantes conhecidos, capaz de 

reduzir a tensão superficial da água de 72mN/m para 27mN/m (AL-BAHRY et. al., 2012; 

DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2006).  

Os microrganismos agem, principalmente, na interface óleo-água (AMUND & 

ADEBIYI, 1991) e por isso o aumento da área de superfície pelos biossurfactantes acelera a 

biorremediação.  

Segundo Whang et al. (2009), Bacillus subtilis apresentou resultado bastante 

significativo na remoção de óleo diesel de areia através do biossurfactante produzido pela 

espécie. Na Índia em 2007, Joshi e colaboradores realizaram a produção de biossurfactantes 

com Bacillus subtilis isolado de alimentos fermentados, no qual se verificou uma possível 

aplicação deste produto em recuperação de óleos (JOSHI et al., 2007).  

Quanto à espécie de Bacillus pumilus, foi possível observar que o número de isolados 

desta espécie aumentou ao longo do tempo de estudo, apresentando um aumento na 

quantidade em relação às outras espécies. Estas bactérias estão presentes em ambientes 

contaminados por óleo, corroborando com trabalhos de Calvo, Toledo & González-López 

(2004), Domingos et al. (2013), Khanna, Goyal & Khanna  (2011) . Bueno (2008) isolou 

vários microrganismos de amostras de solo contaminado com hidrocarbonetos para avaliar a 

produção de biossurfactantes e concluiu que Bacillus pumilus, são excelentes produtores. 

Calvo et al. (2008) indicou que a bactéria demonstra ser um agente promissor para aplicação 

ambiental. 
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Figura 23: Distribuições dos números de identificações por espécie para cada amostragem realizada.
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O gênero Staphylococcus também apresentou grande quantidade de isolados de acordo 

com a figura 23, os estafilococos estão entre os microrganismos não esporulados mais 

resistentes ao calor e podem tolerar uma concentração aumentada de sal (ANVS, 2004). Este 

gênero de bactéria também apresenta potencial de biorremediação. Contudo, a espécie 

Staphylococcus aureus tem se tornado bastante relevante nas últimas décadas por ser 

responsável por causar infecções hospitalares com altos níveis de morbidade e letalidade, e 

em boa parte dos casos, sua multirresistência acaba dificultando o tratamento (VELASQUEZ- 

MEZA, 2005).  

 

4.5.1 Distribuição de espécies por Ponto 

 

A sucessão causada por fatores externos à comunidade é denominada sucessão 

alogênica. Na sucessão, dentre as perturbações causadas, pode-se citar a mudança climática, 

tempestades, furacões e, principalmente, a ação do homem, que está modificando seriamente 

o ambiente. A sucessão alogênica ocorre numa escala de tempo comensurável com a escala de 

tempo do distúrbio (RICKLEFS & MILLER, 1999), e quando ocorre frequentemente, esta 

sucessão é a força mais importante que rege as mudanças na comunidade.  

Podemos observar este tipo de comportamento por meio da predominância da 

quantidade de isolados das espécies Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Staphylococcus sp. 

(Figura 24). Juntas, as 3 espécies representam 63% das cepas isoladas e identificadas, sendo 

Bacillus  subtilis30%, Bacillus pumilus 18% e Staphylococcus sp. 15%.  

Os Bacillus subtilis apresentam um período de adaptação da espécie ao ambiente do 

MICROCOSMO nas primeiras amostragens. Na amostragem 8 (17/11/2015), após 6 meses do 

incêndio, foi evidenciado um grande aumento da quantidade, indicando uma fase de 

crescimento exponencial, provavelmente devido ao uso dos contaminantes como substrato 

pela própria bactéria e/ou de sub produtos da degradação dos contaminantes por outros 

microrganismos. Este aumento ocorreu em todos os pontos, menos no ponto 7 onde o 

aumento ocorreu apenas 1 ano após o incêndio (amostragem 9). 

 Desta forma, os resultados do presente trabalho corroboram com de trabalhos 

publicados (AL-BAHRY e. al., 2012; DESAI & BANAT, 1997; NITSCHKE & PASTORE, 

2006; WHANG et. al., 2009; JOSHI, 2007), de que Bacillus subtilis apresenta potencial de 

biorremediação.  

A presença de Bacillus pumilus, foi mais evidenciada no ponto 4, porém, apenas após 

a Amostragem 3. Nos pontos 3, 4 e 6, houve uma tendência de aumento da presença dessa 
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cepa, enquanto nos pontos 5 e 7 não houve modificação visível ao longo do tempo (Figura 

24). Calvo et al. (2004) apontam que Bacillus pumilus foi capaz de crescer e utilizar naftaleno 

como fonte de carbono e energia, enquanto Rahman et al. (2003) observaram que as cepas de 

Bacillus pumilus obtiveram resultados promissores com a presença de gasolina. As cepas de 

Bacillus pumilus ou o biossurfactante por ela produzido podem ter aplicação na 

biorremediação de locais contaminados com hidrocarbonetos do petróleo (CALVO et al., 

2004). 

Em relação à Staphylococcus sp., os resultados mostraram um crescimento inicial 

seguido de uma queda na quantidade de cepas isoladas. O ponto 3 foi particularmente 

representativo desse efeito (Figura 24). Esse efeito sugere que os Staphylococcus sp. podem 

ter características biorremediadoras interessantes, pois o crescimento foi alto com maior 

presença de hidrocarbonetos e há uma queda populacional acentuada na ausência ou 

diminuição da presença do contaminante. Todavia, trata-se de microrganismos com potencial 

patogênico, o que poderia inviabilizar seu uso. 
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Figura 24: Sucessão das espécies Bacillus subtilis, Bacillus pumillus e Staphylococcus sp., ao longo das 

amostragens de MICROCOSMO. 
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5. CONCLUSÕES 

 O presente estudo verificou uma grande diversidade de espécies de bactérias no 

ambiente estuarino. No entanto, esta diversidade foi afetada pela presença de contaminantes, 

devida ao despejo inadequado da espuma formadora de filme aquoso (AFFF) e pelas altas 

temperaturas do efluente despejado no estuário. 

 Em algumas amostragens ocorreram grandes aumentos das densidades de 

determinadas cepas, demonstrando que algumas espécies tem a capacidade de metabolizar 

com mais eficiência os compostos presentes e, portanto, seriam cepas com potencial uso 

biotecnológico. 

 O uso de MICROCOSMO como simulação do ambiente possui limitações, pois não 

considera todas as variáveis do ambiente marinho, como aporte de água doce, de outros 

contaminantes, variação das marés e correntes marítimas, bem como a renovação natural da 

biota. Entretanto, através do método foi possível verificar quais as cepas mais promissoras 

para biorremediação, uma vez que os resultados dos microcosmos e do ambiente 

apresentaram a mesma tendência neste trabalho. 

Após o período de adaptação, houve um aumento da densidade das diversas espécies, 

sendo que o gênero Bacillus se destacou, evidenciando a sua utilização com possível potencial 

biorremediador. Merece atenção o Bacillus subtilis, que se demonstrou promissor para 

biorremediação, seja diretamente ou por meio do biossurfactante por ele produzido. 
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