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RESUMO

CORREA, Débora Machado, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Marco de 2007.
Potencial de cianobactérias na bioindicacio e de biodegradacio de ambientes
contaminados por naftaleno no Brasil e na Antartica. Orientadora: Rosane Maria
de Aguiar Euclydes. Co-orientadores: Miriam Abreu Albuquerque e Carlos Ernesto
G. R. Schaefer.

Cianobactérias foram isoladas de ambientes com diferentes histdricos de
contaminag@o por hidrocarbonetos. Dois biofilmes de cianobactérias foram coletados
em uma calha de escoamento, num posto de gasolina na cidade de Vigosa, MG,
expostos a doses de hidrocarbonetos. Destes biofilmes, foi selecionado para
enriquecimento, em meio AA4 liquido, aquele que apresentou a maior diversidade de
organismos. Tanto o biofilme integral (tratamento misto), como a cultura monoclonal de
Phormidium sp. (tratamento monoclonal), isolada a partir do biofilme integral, foram
testados quanto a capacidade de biodegradagio de [C'*] naftaleno, em condigdes
fotoautotroficas e a temperatura de 20 = 1°C. Tanto o tratamento misto, quanto o
monoclonal mostraram-se capazes de mineralizar prontamente o naftaleno, nas
proporcoes de 28 e 22,5%, respectivamente, num periodo de quinze dias. Para ambos os
tratamentos, o platé de degradagdo cumulativa do naftaleno foi atingido em torno do
quarto dia de tratamento. Duas hipoteses foram consideradas como as mais provaveis
para explicar o alcance prematuro do platé de degradagdo: a primeira, seria por exaustao
de naftaleno, em funcfo de perdas ndo registradas de '*CO, pelo aparato respirométrico,
de carater rustico, utilizado no experimento; a segunda, seria por deple¢ao de nutrientes,
j4 que ndo houve correcdo do solo utilizado no experimento, e a Unica fonte de
nutrientes inorganicos consistiu no meio de cultura utilizado para ressuspender o
inoculo (1 mL). Tanto o biofilme integral, quanto a cultura monoclonal de Phormidium
sp. foram considerados potencialmente capazes de biodegradar naftaleno, e indicados
para a realizacdo de futuros experimentos de biorremediacdo de areas impactadas por
hidrocarbonetos. Por outro lado, a cianobactéria Phormidium sp. ANT 01 foi isolada de
solos antarticos, sem histérico de contaminacdo por hidrocarbonetos, e selecionada para
a conducdo de um novo experimento de biodegradacdo de [C'] naftaleno, sob
condicdes fotoautotroficas, a temperatura de 15 £ 1°C. Sob as condigdes testadas, a
cultura monoclonal de Phormidium sp. ANT 01 ndo se mostrou capaz de degradar
naftaleno, quando comparada ao tratamento abidtico (controle). Um segundo

experimento foi conduzido a fim de monitorar o crescimento de Phormidium sp. ANT

X



01 sob a presenga de naftaleno. A exposicdo de Phormidium sp. ANT 0l a uma
concentragdo de naftaleno igual a 66,67 pg.L™' provocou um efeito inibitorio sobre o
crescimento dos organismos na ordem de 37%. Por apresentar grande distribui¢do e
abundancia em solos da Baia do Almirantado, Antartica, e sensibilidade a baixas
concentragdes de naftaleno, Phormidium sp. ANT 01 possui potencial para ser utilizado

como bioindicador de solos contaminados com derivados do petroleo, nesta regido.



ABSTRACT

CORREA, Débora Machado, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2007.
Cyanobacterial potencial on naphthalene bioindication and biodegradation in
brasillian and antarctic contaminated environments. Adviser: Rosane Maria de
Aguiar Euclydes. Co-advisers: Miriam Abreu Albuquerque and Carlos Ernesto G. R.
Schaefer.

Cyanobacteria were isolated from two sites with a different hyrocarbon
contamination history. In the first case, biofilms of cyanobacteria were collected in a
drainage system, from a gas station of Vicosa City, MG. From these biofilms, the one
presenting the greater cyanobacterial diversity was selected to be enriched (using the
AA4 liquid medium). Both the integral biofilm (mixed treatment), and a monoclonal
culture of Phormidium sp. (monoclonal treatment), which was isolated from the integral
biofilm, were tested for [C'*] naphthalene biodegradation ability, under
photoauthotrophic conditions, and at temperature of 20 + 1°C. Mixed treatment as well
as monoclonal treatment showed to be able to readily mineralize naphthalene, in the
ratio of 28 and 22,5%, respectively, during a experimental period of fifteen days. For
both, the cumulative naphthalene degradation plateau was reached around the fourth
day of the experiment. Two hypotheses were considered trying to explain the premature
plateau degradation: (1) by naphthalene exhaustion, since '*CO, losses were not
registered by the respirometric system used in the test; (2) by nutrient depletion, since
there was no soil correction in the experiment. In that case, the only inorganic nutrient
source applied was provided by the culture medium (1 mL) used to ressuspend the
inoculum. The integral biofilm and the monoclonal culture of Phormidium sp. were
considered to have potencial to degrade naphthalene. It was suggested that they could
be indicated for future biorremediation experiments of hydrocarbon contaminated sites.
On the second case, a cyanobacteria from the genus Phormidium sp. ANT 01 was
collected and isolated from antarctic soils without a hydrocarbon contamination history.
Phormidium sp. ANT 01 was selected for another experiment using [C'*] naphthalene
biodegradation, under photoauthotrophic conditions, and at temperture of 15 = 1°C. The
results showed that the monoclonal culture of Phormidium sp. ANT 01 were not able to
degrade naphthalene, when compared with the abiotic treatment (control). A second
experiment was carried out to test the biomass production of Phormidium sp. ANT 01

under naphthalene conditions. The exposure of Phormidium sp. ANT 01 to the

Xi



naphthalene at concentration of 66,67 pg.L™' caused a inibitory effect on the growth of
the organisms around 37%. By reason of its great distribution and abundance in soils of
Admiralty Bay, Antarctic, and its sensibility under low naphthalene concentrations,
Phormidium sp. ANT 01 showed potencial to be used as a bioindicator of hydrocarbon

contaminated soils of this region.
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INTRODUCAO GERAL

O petréleo ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos (HCs) e outros
compostos organicos, incluindo alguns constituintes organometalicos que,
notavelmente, complexam vanadio e niquel (Van Hamme et al., 2003).

Atividades legais (e.g. produ¢do e transporte de petrdleo), assim como agdes
ilegais (e.g. despejo de residuos liquidos contaminados com petrdleo e derivados) tém
levado a contaminagdo de diversos compartimentos ambientais por HCs (Al-Hasan et
al., 2001).

Na década de 80, estimava-se que o input anual global de petroleo estava entre
1,7 a 8,8 milhdes de toneladas métricas, dos quais a maior parte era proveniente de
fontes antropogénicas (Leahy & Colwell, 1990). Na ultima década este input
provavelmente deve ter crescido consideravelmente em fung¢dao do grande aumento da
producdo de petroleo e derivados e de seu transporte.

A crescente ocupagdo do globo terrestre pelo homem tem causado incidentes até
mesmo em areas mais frageis ecologicamente, como em regides de clima artico. Nestas
regides, podemos destacar o episddio ocorrido no Alasca, no qual o navio-tanque Exxon
Valdez despejou mais de 200.000 barris de petroleo ao longo da regido costeira (Leahy
& Colwell, 1990) e o derramamento ocorrido na Baia Paraiso, na Antartica (Kennicutt
& Sweet, 1992), ambos ocorridos no inicio dos anos 90.

Regides impactadas por derramamentos de petroleo e derivados, geralmente,
sofrem alteragcdes na estrutura de suas comunidades microbianas, sendo que espécies
sensiveis a HCs sdo, muitas vezes, eliminadas e substituidas por outras tolerantes ou
consumidoras de HCs (Gerdes, et al., 2005).

Biofilmes sdo comunidades microbianas organizadas espacialmente em laminas
sobrepostas resultantes de gradientes fisico-quimicos (Sanchez et al., 2006). Durante as
ultimas décadas, reatores bioldgicos como os biofilmes microbianos tém se tornado um
foco de interesse de pesquisadores no campo da biorremediacdo de compostos
xenobiodticos, como € o caso dos HCs (Grotzschel et al., 2002).

Biofilmes compostos predominantemente por cianobactérias, em termos de
biomassa, frequentemente, sdo observados recolonizando tais areas, indicando um
possivel papel destas comunidades na biodegradagdo dos HCs (Hopner et al., 1996;
Radwan et al., 2001; Barth, 2003). Podem também ser relacionadas a bioindicag¢do de



ambientes contaminados com HCs, sendo que espécies sensiveis a estes poluentes
podem ser utilizadas como bioindicadoras da presenca de HCs no ambiente.

As cianobactérias sdo organismos procariontes que realizam fotossintese
oxigénica e podem possuir a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, transformando-
o em formas assimilaveis para outros organismos (Tandeau de Marsac & Houmard,
1993). Algumas espécies sdo capazes de crescimento heterotrofico, além do
fotoautotrofico (Bold & Wayne, 1985).

A capacidade metabodlica que certos organismos possuem de transformar ou
mineralizar contaminantes organicos em formas menos toxicas, as quais sdo entdo
integradas aos ciclos biogeoquimicos naturais ¢ chamada de biodegradacdo (Margesin
& Schinner, 2001).

A biorremediacdo ¢ uma tecnologia nido destrutiva, de grande efetividade, de
baixo custo e, algumas vezes, operacionalmente favoravel que visa acelerar o processo
natural de biodegradacao de contaminantes pela otimizagdo dos fatores que limitam este
fendmeno (Allard & Neilson, 1997). O uso de organismos capazes de degradar
compostos como os HC, nos processos de biorremediacdo, ¢ de extrema importancia
por se tratar de uma alternativa de baixo custo, de alta efetividade e de carater menos
invasivo, sob o ponto de vista ecologico (Allard & Neilson, 1997).

Os bioindicadores sdo organismos capazes de gerar respostas, chamadas de
biomarcadores, mensuraveis que possam ser relacionadas a sua exposicdo a baixas
concentragdes de poluentes ambientais.

O enriquecimento da biosfera com poluentes organicos, como os HCs, em
decorréncia da atividade humana, torna extremamente necessario o desenvolvimento de:
1) programas de biomonitoramento, que através da identificagdo de bioindicadores, nos
permitam perceber rapidamente mudangas no meio causadas pelos HCs, prevenindo
impactos de grandes dimensdes ambientais; e 2) técnicas efetivas de biorremediagao,

que possam atenuar os impactos causados ao ambiente por estes contaminantes.



CAPITULO 1

Avaliacao do Potencial de Biofilmes de Cianobactérias na

Biodegradacao de Naftaleno

1- INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sdo uma grande classe de
poluentes ambientais que exibem propriedades toxicas, carcinogénicas ou mutagénicas
(Struble & Harmon, 1983). Os HAPs estdo presentes no petroleo e em seus derivados e
também podem ser formados no processo de combustido incompleta de combustiveis
fosseis. Tais compostos raramente sao encontrados como produto de vias biossintéticas
e possuem alta persisténcia no ambiente (Martins et al., 2004). Os HAPs sdo
recalcitrantes no ambiente e, sob condi¢des naturais, geralmente sdo resistentes ao
ataque microbiano (Xu & Obbard, 2004).

O naftaleno, um hidrocarboneto aromatico diciclico, ¢ seus derivativos
metilados s@o considerados os compostos mais toxicos da fra¢do soluvel do petroleo
(Anderson et al., 1974). A exposigdo diaria de ratos ao naftaleno por inalagdo provou
ser claramente carcinogénica e causou decréscimo das concentragdes sanguineas de
hemoglobina (NTP, 2000). Existem relatos de intoxicagdes letais por naftaleno em
humanos, a maioria dos casos esta associada ao desenvolvimento de anemia hemolitica
(Dawson et al.,1958; Chun et al., 1998; Santucci & Shah, 2000).

A presenca de hidrocarbonetos (HCs) na biosfera, ao longo da historia da vida,
pode explicar por que muitos organismos tém adquirido vias para fazer uso destes
compostos como substratos de crescimento (Widdel & Rabus, 2001).

Cianobactérias sdo organismos procariontes capazes de realizar fotossintese
oxigénica, possuindo ampla distribui¢do no globo terrestre, desenvolvendo-se com
sucesso em varios tipos de ambientes que apresentam condi¢des extremas, inclusive, em
ambientes poluidos (Stal, 1995; Abed & Koster, 2005).

Algumas cianobactérias sdo também capazes de crescimento autotrofico
facultativo; estas em geral, apresentam organizagdo filamentosa, muitas das quais sdo
capazes de diferenciarem heterocitos (Flores & Wolk, 1985). Sao capazes de utilizar

alguns compostos organicos, como uréia e aminodcidos, at¢ mesmo em altas taxas



(Montesinos et al., 1997; Moore et al., 2002; Zubkov et al., 2003). Existem estudos que
demonstram a capacidade das cianobactérias em degradar pesticidas organicos como y-
hexaclorociclohexano, um organoclorado alifatico (Kuritz & Wolk, 1995).

Recentemente, um notavel desenvolvimento de biofilmes, predominantemente
compostos por cianobactérias, tem sido observado sobre areas poluidas com grandes
quantidades de petrdleo e, tais biofilmes, aparentemente, estdo envolvidos na
degradagdo de HCs (Abed et al., 2002;). Muitas pesquisas na area da microbiologia do
petroleo tém voltado atengdo para tais reatores biologicos (Grotzschel et al., 2002; Al-
Awadhi et al., 2003; Chaillan et al., 2006).

Narro et al. (1992 a) demonstraram a capacidade de isolados da cianobactéria
marinha Agmenellum quadruplicatum em oxidar o fenantreno, possivelmente pela agdo
catalitica de uma monoxigenase, sob condi¢des fotoautotroficas. Narro et al. (1992 b)
também demonstraram a capacidade, sob condi¢des fotoautotrdficas, de isolados de
Oscillatoria sp. em oxidar o naftaleno a I-naftol, via formagdo do intermediario
naftaleno 1,2—6xido, a semelhanca de vias utilizadas por bactérias heterotréficas como
Bacillus cereus (Cerniglia et al., 1984).

Al-Awadhi et al. (2003) demonstraram a capacidade de biofilmes de
cianobactérias em degradar HCs, sugerindo a aplicagdo de biofilmes artificiais de
cianobactérias (produzidos em laboratdrio), como filtros, nos processos de remediagdo
de rejeitos liquidos contaminados com compostos derivados de petrdleo, antes dos
mesmos serem liberados no ambiente. Nestes biofilmes artificiais, os autores destacam
o papel das cianobactérias como colonizadoras primarias, aderindo-se eficientemente a
superficie solida artificial e imobilizando as bactérias biodegradadoras.

Grotzschel et al. (2002) demonstraram a degrada¢ao de quatro HCs por um
biofilme composto por cianobactérias e bactérias heterotroficas. As técnicas
moleculares empregadas (PCR e DGGE) nao demonstraram diferengas significativas na
composicdo dos biofilmes, durante o periodo de exposi¢do aos HCs, bem como, ndo
foram detectadas alteragdes fisioldgicas nos organismos no decorrer do experimento.

Por outro lado, Sanchez et al. (2006) relataram a degradag¢ao de HCs alifaticos ¢
aromaticos, num sistema do tipo cultura continua, por um consoércio de cianobactérias e
bactérias heterotroficas e através das técnicas moléculas PCR-DGGE, demonstraram
alteracdes na composicao do biofilme. Ao final do experimento ndo foram detectadas
cianobactérias no sistema, indicando que estes organismos nao foram capazes de utilizar

os HCs como a tnica fonte de carbono.



Abed & Koster (2005) também apontam as bactérias heterotroficas como os
organismos diretamente ligados ao processo de degradacdo, mas reconhecem que o
papel de cianobactérias na sustentagdo destas comunidades de bactérias seja de grande
importancia.

O objetivo deste trabalho ¢ investigar o potencial de degradagdao do naftaleno,
por um biofilme de cianobactérias, exposto continuamente a doses de HCs, apontando
organismos com potencial para serem utilizados em experimentos futuros de

biorremediagao.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Hidrocarbonetos (HCs) e composicao quimica do petroleo

Compostos que se constituem exclusivamente de carbono e hidrogénio sdo
chamados hidrocarbonetos (HCs). Por nao exibirem grupos funcionais sao
extremamente apolares e exibem baixa reatividade quimica a temperatura ambiente. A
ocorréncia, o tipo e o arranjo de ligagdes insaturadas (ligacdes m) determinam a
reatividade dos HCs (Widdel & Rabus, 2001).

A disponibilidade de HCs como combustiveis e para a sintese de uma grande
variedade de outros compostos ¢ de grande importdncia para a nossa civilizagao
industrializada. Os HCs s@o naturalmente formados por processos geoquimicos de longa
duracdo ou quimicamente sintetizados a partir destes (Tissot & Welte, 1984).

O petréleo € uma mistura complexa de HCs e outros compostos organicos,
incluindo alguns organometalo constituintes que, notavelmente, complexam vanadio e
niquel (Van Hamme et al., 2003). Os HCs do petroleo podem ser divididos em quatro
classes: saturados, aromaticos, asfaltenos (fenois, acidos graxos, cetonas, ésteres e
porfirinas) e resinas (piridinas, quinolinas, carbazoéis, sulfoxidos e amidas) (Leahy &

Colwell, 1990).

2.1.1 — Naftaleno

O naftaleno é um hidrocarboneto aromatico diciclico, suas moléculas sido
constituidas de dois anéis benzénicos fundidos. Possui trés estruturas de ressonancia
(Figura 1). A diferenga do benzeno, as ligagdes carbono-carbono do naftaleno ndo
possuem o0 mesmo comprimento, sendo que as pontes C1-C2, C3-C4, C5-C6 e C7-C8
possuem cerca de 1,36 A, enquanto as demais pontes possuem cerca de 1,42 A. Possui
massa molecular igual a 128,17 g. mol™, densidade de 1,14 g.cm™ e solubilidade muito
baixa em agua (31,7 mg.L™"). O naftaleno sublima facilmente a temperatura ambiente
(HSDB, 1999).

E usado como intermedidrio na sintese do A4cido antranilico, naftois,
naftilaminas, acido sulfonico, resinas sintéticas e hidronaftalenos; ¢ também utilizado na
preparacdo de acido salicilico, antraquinona, indigo e do inseticida 1-naftil-N-
metilcarbamato. O naftaleno ¢ muito utilizado como repelente de insetos, em

desodorantes para sanitarios e como antisséptico de uso topico veterinario (NTP, 2000).



Foi considerado, em conjunto com outros HAPs, como a classe de poluentes de
maior contribuicdo na toxicidade total de amostras de sedimentos e rejeitos liquidos,
passando a ser enquadrado na lista prioritdria de contaminantes organicos persistentes
(Eljarrat & Barceld, 2003).

A exposicao ao naftaleno esta associada com varias manifestagdes de toxicidade,
em seres humanos e em animais de laboratorio. Existem comprovagdes claras de que o
naftaleno passa pelo metabolismo enzimatico oxidativo do citocromo P450, resultando
na producdo de metabdlitos reativos, que levam a deplecao da glutationa e conseqiiente
formagdo de estresse oxidativo. Além disso, o naftaleno e seus metabolitos induzem a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o anion superdxido e radicais
hidroxil (Chichester et al., 1994; Stohs et al., 2002).

O estresse oxidativo resultante produz efeitos danosos em tecidos, incluindo
opacificacdo do cristalino, forma¢ao de catarata e danos seletivos as células da Clara
(células do epitélio bronquiolar ndo ciliadas). Podem ocorrer peroxidagdo de lipidios,
danos ao DNA e aumento na fluidez de membrana dos tecidos hepaticos e cerebrais

(Germansky & Jamall, 1988; Bagchi et al., 1998).
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Figura 1: Estrutura quimica do naftaleno e suas estruturas de ressonancia. As posi¢des
1,4,5 e 8 indicadas na figura sdo chamadas posi¢des alpha e as posi¢des 2,3,6 ¢ 7 sdo

denominadas posi¢des beta.

2.2 — Uso de microrganismos em processos de remediacio de areas impactadas por
hidrocarbonetos

Desde meados do século XX sdo conhecidas espécies de bactérias e fungos
capazes de utilizar HCs como a unica fonte de carbono em presenga de oxigénio. Em
1946, Claude E. ZoBell publicou uma revisdo sobre a a¢do de microrganismos, de
distribui¢do ampla na natureza, na decomposi¢ao de HCs.

A biodegradacdo é o mecanismo primario através do qual petréleo e outros

poluentes de mesma natureza sdo eliminados do ambiente, sendo as populagdes



indigenas de microrganismos as principais responsaveis pelo processo (Leahy &
Colwell, 1990).

A biorremedia¢do de areas impactados por hidrocarbonetos ¢ uma alternativa
ndo destrutiva, mais barata e ecologicamente correta do que outros processos como
tratamento quimico (surfactantes e dispersantes), incineragao, armazenamento €
lavagem do solo (Eriksson et al., 2003).

Dentre as bactérias, os géneros que possuem aparato enzimdtico capaz de
degradar aerobicamente HCs estdo: Pseudomonas, Achromobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Rhodococcus,
Mycobacterium, Burkholderia e Sphingomonas, entre outros. Outras bactérias podem
degradar HCs sob condigdes anaerdbicas: Blastochloris sulfoviridis, Azoarcus sp.,
Dechloromonas sp., Pseudomonas sp., Thauera aromatica, Vibrio sp., Geobacter
grbiciae, Geobacter metallireducens, Desulfobacula toluolica e Desulfobacterium
cetonicum (Van Hamme et al., 2003).

Dentre os fungos podemos citar: Aureobasidium, Candida, Rhodotorula,
Sporobolomyces, Trichoderma, Mortierella, Aspergillus, Penicillium, Corollospora,
Dendryphiella, Lulworthia e Varicosporina (Leahy & Colwell, 1990).

Um grande numero de trabalhos tem usado microrganismos na biodegradagao de
HCs, com sucesso, sob condi¢des de laboratorio, identificando isolados com potencial
para serem usados em processos de biorremediagdo. Heitkamp et al. (1987) analisando a
capacidade de degradac¢io do [C'*] naftaleno por microrganismos de trés amostras de
solos, com diferentes historicos de contaminagao, obtiveram meia vida de mineralizagao
variando de 2,4 a 4,4 semanas.

Chaillan et al. (2004) isolaram 33 organismos, entre fungos e bactérias, capazes
de degradar HCs a partir de solos contaminados da Indonésia. Foram testados treze
parametros que refletem o tipo de capacidade degradativa apresentado por estes
microrganismos, sendo que a capacidade maxima de degradagao foi obtida para os HCs
saturados, enquanto que para os aromaticos um baixo nivel de degradagdo foi
observado.

Muitos trabalhos tém se focado nas bactérias heterotroficas e nos fungos que
crescem aderidos a bainha mucilaginosa de cianobactérias constituintes dos chamados
biofilmes, em areas profundamente afetadas por petroleo (Al-Awadhi et al., 2002; Abed
et al., 2002; Grotzschel et al., 2002; Al-Awadhi et al., 2003). Nestes trabalhos, o papel

direto das bactérias heterotroficas e fungos na degradagdo aerdbica de HCs ¢



reconhecido; e a maioria dos autores considera que, exclusivamente, estes organismos
participem do ataque as moléculas de HCs (Sorkhoh et al., 1995; Abed & Koster, 2005;
Sanchez et al., 2006; Chaillan et al., 2006).

2.3 — Cianobactérias

2.3.1 - Aspectos Gerais

Cyanophyta ¢ um dos grupos de organismos vivos mais antigos da Terra,
existindo a mais de 2,8 bilhdes de anos (Knoll, 1999). Existem registros fosseis de
organismos de morfologia semelhante a das cianobactérias que datam de 3,5 bilhoes de
anos (Schopf & Walter, 1982). Esta longa historia evolutiva na Terra explica,
parcialmente, a adaptacdo do grupo a uma grande diversidade de ambientes, incluindo
desde ambientes aquaticos (marinhos e de agua doce), em diferentes zonas fbticas
(organismos planctonicos ou bénticos), terrestres (colonizando até mesmo o interior de
rochas), até ambientes extremos (de regides de clima préoximo ao ponto de
congelamento da agua a fontes termais) (Tamagnini et al., 2002).

Em relagdo a taxonomia de Cyanophyta, existem duas abordagens distintas: sob
o ponto de vista botanico (Anagnostidis & Komarek, 1999) e sob o ponto de vista
bacteriologico (Stanier et al., 1978; Ripka et al., 1992). Apesar das diferentes
abordagens, ambos dividem as cianobactérias em quatro ou cinco subgrupos principais,
baseados em caracteristicas morfologicas e em padroes de divisdo celular.

As cianobactérias sdo um grupo de procariotos que realizam fotossintese
oxigénica (caracteristica que as diferencia de outras bactérias fotossintetizantes),
podendo ainda apresentar crescimento heterotréfico facultativo (Flores & Wolk, 1985).
Algumas cianobactérias sdo capazes de realizar fotossintese anoxigénica, usando sulfeto
de hidrogénio (H,S) como doador de elétrons. Apresentam clorofila a e ficobiliproteinas
distribuidos em invaginagdes da membrana plasmatica (tilacdides) arranjadas, na
maioria das vezes, de forma concéntrica no citoplasma das células. As ficobiliproteinas
permitem as cianobactérias ocupar uma grande variedade de ambientes gracas ao amplo
espectro de absor¢do de energia luminosa que possuem (Lemason et al.,1973).

A maioria das cianobactérias ¢ capaz de fixar nitrogénio atmosférico em amonia,
disponibilizando-a para outros organismos. Esta reacdo catalisada pela nitrogenase ¢

altamente endergonica, requerendo energia na forma de ATP (Tamagnini et al., 2002).



As cianobactérias formam um grupo muito diverso em termos morfoldgicos,
existindo espécies unicelulares, coloniais e filamentosas. O Phylum Cyanophyta possui
um grau de diferenciacdo celular maior que o apresentado por outros grupos de
bactérias. Células vegetativas, de certas ordens com morfologia filamentosa, podem se
desenvolver em células modificadas estruturalmente e funcionalmente especializadas,
como os acinetos (estruturas de resisténcia) e os heterocitos (células especializadas na

fixagdo de nitrogénio) (Bold & Wynne, 1985).

2.3.2 — Tolerancia a condi¢des extremas

Biofilmes de cianobactérias se desenvolvem bem sob condi¢des extremas de pH,
salinidade ou temperatura, nas quais a abundancia e atividade de organismos pastadores
e de organismos que revolvem a superficie dos sedimentos sdo baixas ou ausentes
(Vincent et al., 1993a; Barth, 2003).

Existem relatos da ocorréncia de biofilmes predominantemente compostos por
cianobactérias em temperaturas proximas do ponto de congelamento da dgua e expostas
a altas intensidades de radiagdo ultravioleta, como nas regides Articas e Antarticas
(Broady & Kibblewhite, 1991; Vincent et al., 1993b; Tang et al., 1997; Vincent et al.,
2004).

Cianobactérias podem também ser dominantes em desertos (Chen et al., 2003;
Harel et al., 2004), fontes termais e géiseres (Ward et al., 1998; Fernandez-Turiel et al.,
2005), em salinas (Fourgans et al., 2004; Mouné¢ et al., 2003) e as vezes, em situagdes
nas quais existe uma combinagao de varios fatores de estresse (Moorhead et al., 2005).

Varias espécies de cianobactérias tém sido identificadas em ambientes
contaminados com metais pesados, como cadmio e arsénio, e por serem capazes de
capturar e armazenar os poluentes em componentes intracelulares sdo consideradas
organismos potencialmente biorremediadores (Fiore et al., 1998).

Alguns autores relacionam a capacidade de adaptagdo das Cyanophyta a longa
historia evolutiva do grupo na Terra. Mudangas drasticas na temperatura, na salinidade,
na disponibilidade de ions e o surgimento de uma atmosfera oxigé€nica, possivelmente,
estao ligados ao surgimento de mecanismos de tolerancia nas cianobactérias ancestrais,

os quais foram conservados pelos organismos da atualidade (Knauth, 2005).
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2.4 — Tolerancia a hidrocarbonetos

241 - Ocorréncia de Cyanophyta em ambientes contaminados por
hidrocarbonetos

Em 1991, durante a Guerra do Golfo, ocorreu o maior incidente com
derramamento de petrdleo da historia (UNEP, 1991). Seis milhdes de barris de petroleo
foram derramados no Golfo Arabico, impactando severamente a faixa costeira que se
estende do sul do Kuwait até a Ilha de Abu Ali, na Ardbia Saudita (cerca de 770 Km)
(Barth, 2003).

Apesar da poluicao ter afetado a composicao dos biofilmes de cianobactérias que
existiam na regido, estas comunidades foram as primeiras a recolonizar a area (Sorkhoh
et al., 1992). Meses depois do petroleo ter se depositado na faixa litoranea, as
cianobactérias comegaram a crescer sobre os sedimentos poluidos, colonizando até
mesmo locais onde nao habitavam antes do incidente (Barth, 2003).

Um grande ntimero de trabalhos tiveram o foco voltado para as comunidades de
cianobactérias da regido do Golfo da Arabia Saudita expostas a HCs (Al-Hasan et al.,
2001; Abed & Koster, 2005; Al-Thukair et al., 2007). Al-Thukair et al. (2007)
avaliaram amostras provenientes da faixa costeira da Ilha de Abu Ali afetada pelo
derramamento e identificaram varios géneros de cianobactérias que colonizam a regido.
Géneros como Phormidium, Microcoleus, Oscillatoria, Scytonema, Lyngbya,
Schizothrix e Halothece colonizaram esta area, estando submetidos a periodos de
dessecacdo, a temperaturas elevadas (55 °C, no verao) e salinidades altas (de 40-60 ppt),
além do petrdleo residual.

Abed et al. (2002) relatam a dominancia de Cyanophyta numa comunidade
béntica de um corpo de dgua poluido com HCs (principalmente, pelos constituintes do
diesel) na faixa de Gaza, Palestina. Phormidium, Leptolyngbya, Oscillatoria e
Plectonema foram os principais géneros identificados na regido.

Na Indonésia, numa regido produtora de petroleo, um biofilme de cianobactérias
constituido, predominantemente de Phormidium animale recobriu parcialmente o delta
de um rio e o solo adjacente, ambos com altos niveis de contamina¢do (Chaillan et al.,

2006).
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2.4.2 - Atuacio das Cyanophyta na degradacio de hidrocarbonetos

Embora as cianobactérias sejam encontradas numa grande quantidade de
ambientes poluidos com petroleo e seus derivados, existem poucos estudos conclusivos
sobre o papel direto destes microrganismos na biodegradagdo de HCs. A dificuldade de
obten¢do de culturas comprovadamente axénicas ¢ um dos desafios encontrados pelos
pesquisadores, ja que um grande numero de bactérias crescem aderidas a bainha
mucilaginosa das cianoficeas. Além disso, o numero de repicagens sucessivas
necessarias para se conseguir um inoculo axénico, prolonga o tempo de manuten¢do do
isolado em condi¢des de laboratoério, podendo causar atenuacdo de certas caracteristicas
apresentadas pelo tipo selvagem (Van Hamme et al., 2003).

A capacidade de oxidacdo de hidrocarbonetos j4 foi demonstrada em algumas
espécies de cianobactérias. Agmenellum quadruplicatum é capaz de oxidar naftaleno ¢
fenantreno (Cerniglia et al., 1979; Narro et al., 1992 b); Oscillatoria sp. JCM ¢ capaz de
oxidar naftaleno e bifenil (Cerniglia et al., 1980 ab).

Apesar de alguns autores atribuirem as cianobactérias que compdem o0s
biofilmes uma participacdo direta na degradagdo de HCs (Abed et al., 2002; Grotzschel
et al., 2002), outros autores, somente atribuem a elas um papel indireto, seja
imobilizando as bactérias heterotroficas (por adesao a bainha mucilaginosa), impedindo-
as de serem lavadas e promovendo um contato prolongado das mesmas com o HC, ou
por fornecerem a elas oxigénio, nitrogénio e nutrientes, como aminoacidos e vitaminas
(Abed & Koster, 2005; Sanchez et al., 2006; Chaillan et al., 2006).

Independentemente da natureza (direta ou indireta) da contribui¢do das
cianobactérias na degradacdo de HCs, ¢ importante lembrar que estas possuem um papel
chave na estrutura do biofilme, e que, este tipo de consoércio microbiano pode aumentar
a tolerancia de seus componentes a uma grande variedade de fatores de estresse
(Grotzschel et al., 2002). Al-Awadhi et al. (2003) demonstraram que para o
estabelecimento artificial de biofilmes em placas de vidro, as cianobactérias sdo
fundamentais, atuando como colonizadoras primarias, aderindo-se eficientemente a
superficie solida artificial, e permitindo o subseqiliente estabelecimento das bactérias
biodegradadoras. Sofonova et al. (1999) demonstraram que a associagdo entre isolados
axénicos de cianobactérias e bactérias alcanotroficas aumenta o nimero de géneros de
cianobactérias resistentes a concenracdes de até 1% de HCs em meio de cultura. Os

autores ainda demonstraram que consorcio entre isolados de cianobactérias e bactérias

12



alcanotroficas foi mais eficiente na degradagdo do petrdleo que culturas puras das

bactérias alcanotroficas.

2.5 — Metabolismo aerébico de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs)

A baixa solubilidade em agua e a alta adsorcdo dos HAPs, geralmente
influenciam muito a sua biodegradacdo, mas a producdo de metabolitos toxicos e de
metabolitos com taxas quase nulas de degradacdo, a repressdo metabolica, a
disponibilidade de substratos preferenciais sdo fatores que também devem ser
considerados quando se fala da persisténcia destes compostos (Juhasz et al., 2002).

A degradacao bacteriana normalmente inclui a formagao de um diol, seguida da
clivagem do anel, e da formac¢do de um didcido como o acido mucénico (Figura 2)
(Ensley & Gibson, 1983). Em contraste, a oxidacdo de compostos aromaticos em

eucariotos leva a formagao de um trans-diol (Cerniglia & Gibson, 1977).
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Figura 2: Esquema das duas vias metabolicas principais do naftaleno em Pseudomonas

sp. Pg. Para o naftaleno R = H (Williams et al., 1975).
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Narro et al. (1980 a) demonstraram a capacidade da cianobactéria Oscillatoria
sp. JCM em oxidar o naftaleno a 1-naftol, primariamente pela oxidagdo do naftaleno a
naftaleno 1,2-6xido, que sofre uma isomerizacdo, por um mecanismo chamado
substituigdo NIH, formando um ceto intermedidrio, que através de uma enolizagdo
forma o 1-naftol (via indireta), a semelhanga de outros microrganismos como Bacillus
cereus (Cerniglia et al., 1984). Os autores ndo descartam a possibilidade de ocorréncia

de hidroxilagdo direta em taxas menores (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismos postulados para a formag¢do de 1-naftol a partir do naftaleno pela

cianobactéria marinha Oscillatoria sp. JCM (Narro et al., 1992 b).

Até recentemente, a maior parte do que se conhecia sobre a regulacao génica do
processo de degradagdo de HAPs era referente aos estudos de plasmidios que
catabolizam o naftaleno, como NAH7 (em Pseudomonas putida G7) e pDTG1 (em P.
putida NCIB9816-4). Nestes sistemas ja bem caracterizados, um primeiro operon
(nahAaAbACAdBFCED) codifica a via de conversdo do naftaleno em salicilato (via
ortho), um segundo operon (NahGTHINLOMKJ) codifica a conversado de salicilato via
meta-clivagem do catecol em piruvato e acetil coenzima A (via meta). O regulador de
ambos operons ¢ codifcado por um terceiro operon contendo nahR, que ¢ induzido por
salicilato (Simon et al., 1993). Em P. putida, o oxigénio molecular ¢ introduzido no

nucleo aromatico por um complexo multienzimatico chamado naftaleno dioxigenase



(Ensley & Gibson, 1983). Hoje, sabe-se que este complexo ¢ muito versatil e ¢ capaz de
catalisar uma grande diversidade de reagdes (Van Hamme et al., 2003).

Com respeito ao metabolismo de HAPs, novas seqiiéncias génicas tém sido
identificadas em uma grande variedade de isolados, que incluem Burkholderia sp.
RP007, phnFECDACAdB (Lauric & Lloyd-Jones, 1999); Pseudomonas sp. U2,
nagAaGHAbACAJBF (Fuenmayor et al., 1998); Rhodococcus sp. 124, nidABCD
(Treadway et al., 1999); Mycobacterium sp. PYR1, nidDBA (Khan et al., 2001); ¢
Palaromonas naphthalenivorans CJ2, nagRAaGHAbACAIBFCQEDJ (Jeon et al.,
2006).

Recentemente, o mapeamento genético de certas cianobactérias tem
demonstrado a presenga de genes que atuam na oxida¢do de HCs: Synechocystis sp.
PCC 6803 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) possui uma dioxigenase em seu genoma
(Abed et al., 2002). Esta oxigenase que catalisa a adicdo de dois atomos de uma
molécula de oxigénio a um composto aromatico, gerando dihidrodidis, ¢ a mesma
utilizada por microrganismos (como os pseudomonados) na etapa inicial de degradagao

de hidrocarbonetos arométicos (Ensley & Gibson, 1983).

2.6 — Fatores ambientais que influenciam a degradacio de hidrocarbonetos

2.6.1 — Concentracao e estado fisico do poluente

Em pequenas concentragdes, os hidrocarbonetos sdo soluveis em agua, mas na
maioria dos incidentes de derramamento de petroleo, estes poluentes sao liberados em
concentragdes muito acima do limite de solubilidade (Atlas, 1981).

O petroleo em sistemas aquaticos, tende a formar emulsdes. Nestas emulsdes a
proporgdo de petroleo em relagdo a dgua determina a area superficial de HCs disponivel
para o ataque microbiano, em geral, quanto maior a propor¢ao de petroleo, menor a
susceptibilidade a degradacdo (Davis & Gibbs, 1975).

A formacgdo de emulsdes por intermédio de produtos microbianos e a liberacao
de biosurfactantes sdo processos importantes para a disponibilizagdo de HCs para a
utiliza¢ao microbiana (Leahy & Colwell, 1990).

As taxas de utilizacdo e mineralizacdo de muitos compostos organicos em
ambientes aquaticos sdo proporcionais as concentracdes do poluente, como ¢ o caso do
tolueno, que possui solubilidade relativamente alta em agua. Contudo, ¢ importante

ressaltar que para HCs menos solaveis, como os hidrocarbonetos aromaticos com mais
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de dois anéis aromaticos, como o naftaleno e fenantreno, as taxas de mineralizacao

devem ser relativas a fracdo solubilizada e ndo as concentragdes totais do poluente

(Thomas et al., 1986).

2.6.2 — Temperatura

A temperatura afeta a biodegradacdo de HCs pelo seu efeito sobre a natureza
fisica e composi¢do quimica do petroleo e derivados, afetando a taxa metabdlica e a
composi¢ao da comunidade microbiana (Leahy & Colwell, 1990).

A biodisponibilidade e solubilidade dos HCs menos soluveis, como os alifaticos
e HAPs, ¢ dependente de temperatura. A elevacdo da temperatura leva a diminui¢ao da
viscosidade, afetando o grau de distribuicdo e aumentando as taxas de difusdo de
compostos organicos; por outro lado, a diminui¢do da temperatura provoca um efeito
contrario. Além disso, o aumento da temperatura eleva a ocorréncia de reagdes devido
ao aumento da fluidez das membranas celulares. O aumento (decréscimo) da
volatilizacdo e da solubilidade de alguns HCs em temperaturas elevadas (baixas) afeta a
toxicidade e permite as biotransformagdes com altas (baixas) concentracdes de
substratos (Margesin & Schinner, 2001).

A biodegradagao de HCs tem sido relatada em uma grande variedade de
ambientes com baixas temperaturas, incluindo ambientes aquaticos e terrestres de
regides Articas e Antarticas (Coulon et al., 2007; Eriksson et al., 2003; Delille et al.,
1998; Coulon et al., 2005; Ruberto et al., 2005), além de solos alpinos (Margesin,
2000). Em contraste, apos a Guerra do Golfo, surgiram varios relatos de
microrganismos que habitam as regides desérticas poluidas na regido do Golfo Arabico,
capazes de degradar HCs, onde a temperatura pode exceder a 50°C (Sorkhoh et al.,
1993).

2.6.3 — Oxigénio

As etapas iniciais do catabolismo de alcanos, HCs ciclicos e HAPs por
microrganismos envolvem a oxidacdo do substrato por oxigenases, o que requer a
presenca de oxigénio molecular (Atlas, 1981).

Condigdes limitantes de oxigénio, normalmente, ndo ocorrem na regido mais
superficial da coluna de dgua de ambientes marinhos e de agua doce. Contudo,
sedimentos aquaticos apresentam condig¢des de anoxia, com exce¢do de uma pequena

camada na porgao superficial dos sedimentos (Leahy & Colwell, 1990).
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A disponibilidade de oxigénio em solos ¢ dependente das taxas microbianas de
consumo, do tipo de solo e das condi¢des de drenagem, além da presenca de compostos
utilizaveis por microrganismos que poderiam levar a deple¢dao do O, (Kaspar & Tiedje,
1994). A concentragdo de oxigénio tem sido considerada um fator limitante para
degradagao de petroleo no solo e de gasolina no lengol freatico (von Wedel et al., 1988;
Jamison et al., 1975).

A partir do fim da década de 80, um grande niimero de microrganismos capazes
de utilizar HCs saturados e aromaticos, estritamente em condi¢des anaerobicas, t€ém sido
identificados. Nestes organismos, uma das enzimas chave identificadas no processo de
degradacao de HCs ¢ a benzilsuccinato sintase, que catalisa a adicdo de uma molécula
de fumarato a uma molécula de benzeno, formando benzilsuccinato. Em seguida, uma
série de B-oxidagdes modificadas transformam o benzilsuccinato em benzil-CoA, que ¢
o intermedidrio central na via de degradagdo anaerdbica de HCs. A benzilsuccinato
sintase também catalisa a adicdo de uma molécula de fumarato ao tolueno e pode ainda
estar envolvida no metabolismo de xilenos, alquilnaftalenos, n-hexadecanos e n-

dodecanos (Widdel & Rabus, 2001; Van Hamme et al., 2003).

2.6.4 — Nutrientes

A liberagdo de HCs no ambiente, geralmente leva a um aumento da razdo
carbono/nitrogénio e/ou carbono/fosforo, fator desfavoravel ao crescimento microbiano.
O ajuste da razdo carbono/nitrogénio/fosforo pela adicdo de nitrogénio e fosforo na
forma de fertilizantes oleofilicos, incluindo a uréia parafinada, octil fosfato, octoato
férrico, além de formulas comerciais como Inipol EAP 22% estimulam a degradagio de
petréleo e HCs individuais em ambientes aquaticos e terrestres (Leahy & Colwell, 1990;

Coulon et al., 2005).

2.6.5 — Salinidade

Um grande numero de poluentes organicos pode ser mineralizado ou
transformado por microrganismos que crescem na presenga de sal (Margesin &
Schinner, 2001). Existe uma relacao inversamente proporcional entre a concentragao de
sais ¢ a solubilidade de HAPs (Whitehouse, 1984).

Foi observado que o efeito inibitério da salinidade sob concentracdes acima de
2.4% (p/v) de NacCl, ¢ maior sobre a degradacdo das fracdes aromaticas e polares do que

sobre a fracdo saturada do petroleo (Mille et al., 1991). Contudo, Hinteregger &
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Streichsbier (1997) demonstraram que Halomonas sp. ¢ capaz de degradar
completamente 0,1 g.L'1 de fenol, utilizando-o como unica fonte de carbono, num

periodo de treze horas em presenca de 1-14% (p/v) de NaCl.

2.6.6 — Atividade de agua

A atividade de dgua ou potencial de 4gua (ay) dos solos pode variar entre 0.0 a
0.99, em contraste a ambientes aquaticos, nos quais a atividade de dgua ¢ estavel, num
valor proximo a 0,98. A degradagdo de HCs em ambientes terrestres pode ser limitada
pela disponibilidade de agua para o crescimento ¢ o metabolismo microbiano (Leahy &

Colwell, 1990).

2.6.7 - pH

A mineralizacdo de HCs ¢ favorecida em valores de pH proximos a neutralidade.
Contudo, existem relatos de processos de biodegradacdo em aqiiiferos com pH de 4.5 a
5.0 e de organismos capazes de degradar HCs em solos acidos de florestas tropicais,

com pH variando de 4.0 a 6.0 (Amadi et al., 1996).
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - Local de coleta das amostras

Amostras de biofilmes bacterianos foram coletadas numa calha de escoamento
de rejeitos de um posto de gasolina da cidade de Vigosa, MG. A amostragem foi feita
através de raspagens das paredes da calha, com a ajuda de uma lamina de ago, de
maneira suave, para que a estrutura do biofilme mantivesse, ao maximo, as
caracteristicas apresentadas in situ. A coleta foi realizada em dois pontos da calha: o
primeiro localizado em sua desembocadura, e o segundo, localizado a uma distancia de
aproximadamente dois metros do primeiro ponto. Apos a coleta, os fragmentos dos
biofilmes foram imediatamente acomodados em placas de Petri, € conduzidos para o
Laboratério de Ficologia na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) do
Departamento de Biologia Vegetal (DBV), da Universidade Federal de Vigosa (UFV)
para analise e enriquecimento em meio AA4 liquido (modificado por Corréa, 2007),

descrito no anexo .

3.2 — Descricao dos biofilmes

Fragmentos do biofilme foram hidratados em meio AA4 liquido e examinados
sob microscopio Optico (Axiostar plus, Zeiss, Alemanha) para a identificacdo e registro
fotografico das cianobactérias dominantes nas amostras do biofilme. Apos esta primeira
analise, foi realizado o rompimento do biofilme, a fim de se observar melhor

caracteristicas celulares das Cyanophyta presentes.

3.3 — Condicdes de crescimento e isolamento de cianobactérias

Pequenos fragmentos do biofilme foram diretamente enriquecidos em meio AA4
liquido (com e sem adicdo de nitrogénio combinado) e incubados sob condi¢des
fotoautotroficas, a temperatura de 21 + 2°C, fotoperiodo de 16:8 horas (luz:escuro) e de
intensidade luminosa igual a 80 pmols.m™.s™, conforme descrito por Aguiar (2000). A
cada cinco dias, parte da biomassa do biofilme foi transferida para meio de cultivo novo
e as mudancas na composi¢do do biofilme foram monitoradas. O isolamento dos
géneros de cianobactérias foi realizado através das técnicas de espalhamento e
estriamento em meio sélido AA4 (suplementado com agar a 1,2%), em pH 7,1.
Também foram empregadas durante o isolamento, técnicas de diluicdo e

micropipetagem, seguidas de repicagens sucessivas descrita por Kugrens et al. (2000),
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em meio AA4 liquido (com e sem adigdo de nitrogénio combinado). As amostras
enriquecidas em meio liquido foram mantidas nas condi¢des fotoautotrdficas ja
mencionadas e mantidas sem agitagdo e sob agitagdo constante (90 rpm) em salas de

cultivo.

3.4 — Experimento de degradacio de [C'*] naftaleno
O aparato respirométrico e o solo utilizado como substrato para a condu¢do do

experimento de degradacao de [C'"] naftaleno foram descrito no anexo II.

3.4.1 — Reagentes quimicos

A solugdo metanolica de [C'*] naftaleno-benzeno (uniformemente marcada),
com atividade especifica de 31,3 mCi.mmol”, o coquetel de contagem em cintilagio
liquida (Sigma High Performance LSC Cocktail) e o hidroxido de sédio (KOH) foram
obtidos da Sigma-Aldrich Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA.

3.4.2 — Experimento de biodegradacio com biofilmes de cianobactérias

Os experimentos de degradacdo foram conduzidos em erlenmeyers com
capacidade para 50 mL, aos quais foram adicionados 7 g de solo autoclavado como
substrato para crescimento.

Dois indculos foram preparados, o primeiro a partir de uma cultura monoclonal
de Phormidium sp. (isolado do biofilme de cianobactérias, que apresentou maior
producao visual de biomassa), com dez dias de idade; e o segundo, a partir do biofilme
de cianobactérias integral, com dez dias de idade (apds o quarto ciclo de repicagem).
Para a preparagdo do indculo, as culturas foram concentradas através de centrifugacdo
(12000 xg, durante dez minutos), sendo o sobrenadante descartado. O precipitado foi
colocado sobre uma folha de papel filtro, estéril, a fim de retirar o excesso de umidade.
Posteriormente, o precipitado foi transferido para um tubo de centrifuga e pesado em
balanga analitica. O volume do tubo de ensaio foi completado com meio AA4 liquido
(suplementado com 0,15% KNOj; p/v), pH 7.1, para a obtengdo de um in6culo inicial
com a concentracdo de 50 mg.mL"' de matéria fresca.

Foram testados trés tratamentos, com trés réplicas cada um. Os tratamentos
consistiram em um controle abidtico (1) e dois tratamentos bioticos (2 e 3): (1)
tratamento abidtico contendo o solo + 175 nCi de [C'*] naftaleno (equivalente a 0,7 pg

de naftaleno) + ImL de meio AA4 estéril; (2) tratamento monoclonal, contendo o solo +
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175 nCi de [C'"] naftaleno + 1mL do indculo proveniente da cultura de Phormidium sp.
(50 mg.mL'l); e (3) tratamento misto, contendo o solo + 175 nCi de [C'*] naftaleno +
ImL do in6culo proveniente da cultura do biofilme integral de cianobactérias (50
mg.mL™"). Os frascos contendo os tratamentos foram conectados ao sistema
respirométrico, anteriormente descrito, ¢ mantidos em uma camara de crescimento
(B.O.D, Eletrolab, Brasil) por quinze dias, sob condi¢des fotoautotroficas de
crescimento, com temperatura constante (20 + 1°C), fotoperiodo de 16 horas de luz para

. . . -2 -1
8 horas de escuro, e intensidade luminosa de 80 umols.m™.s™.

3.4.3 — Coleta e anilise de amostras contendo "*CO,

Diariamente, coletas de amostras liquidas dos sistemas de captura de '*CO,
foram realizadas. A cada ponto de amostragem, 1mL da solug¢do contida no sistema de
captura de '*CO, de cada tratamento (cada sistema possuia 14 mL ao todo), previamente
homogeneizada através de fluxos continuos com micropipeta, era recolhida e
acomodada em um vial de contagem do contador de cintilagdo liquida, que era
hermeticamente fechado. O volume do sistema de captura de '*CO, era completado para
14 mL (com solugdo de KOH 0,5 M) e novamente ligado a sua respectiva amostra de
solo no sistema respirométrico. A cada 48 horas a solucao de cada sistema de captura de
CO, era totalmente renovada (14 mL de KOH 0,5 M) ¢ a cada 120 horas, o sistema de
armadilhamento de CO, era renovado (1L de NaOH 4 M).

No primeiro dia de experimento, foram realizadas duas coletadas de amostras,
num intervalo de 05 horas e 20 minutos, € uma terceira coleta 12 horas depois (destas,
08 horas correspondem ao periodo de auséncia de luz na camara de crescimento). No
decorrer dos quinze dias de experimento, os intervalos foram sendo aumentados
progressivamente para 08, 12 e 24 horas, conforme a intensidade de degradacdo
observada.

Para a contagem das amostras radioativas, a cada ponto de amostragem (1mL da
solugio de KOH 0,5 M coletada de cada sistema de captura de '*CO,) foram
adicionados 5 mL do coquetel de cintilagdo liquida (Sigma High Performance LSC
Cocktail). A contagem foi realizada em um contador de cintilagdo liquida (LS 6800,
Beckman, EUA). Os resultados foram corrigidos para a eficiéncia de contagem (97,5%)

e background do aparelho.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Descricao dos biofilmes

A andlise de fragmentos dos biofilmes, sob microscépio Optico, revelou a
dominancia de cianoficeas da ordem Oscillatoriales, porém, foram observadas
diferengas estruturais nas comunidades microbianas que compdem os biofilmes. Na
regido mais proxima a calha de escoamento da qual os mesmos foram coletados, o
biofilme apresentava-se como uma lamina espessa (aproximadamente 3 mm) que podia
ser facilmente removida, sem grandes alteracdes em sua estrutura. Neste biofilme, a
biomassa predominante era constituida pelo género Oscillatoria sp., seguida por
Phormidium sp., outros géneros de Cyanophyta tais como Geitlerinema sp. e
Pseudoanabaena sp.. Membros de Chlorophyta, da ordem Chloroccocales, também
foram encontrados em niimero menor. O outro tipo de biofilme coletado, localizado a
aproximadamente dois metros da calha de escoamento, possuia uma aparéncia ressecada
e crostosa, fragmentando-se por inteiro no momento da coleta. A andlise dos
fragmentos, ao microscopio optico, revelou a dominancia do género Phormidium sp. e
de outras cloroficeas cocoides. O primeiro tipo de biofilme foi selecionado para
enriquecimento, em funcdo da maior diversidade de cianoficeas. A Tabela 1 apresenta

os géneros identificados e suas respectivas caracteristicas celulares.

Tabela 1: Géneros de Cyanophyta identificados nos biofilmes e suas respectivas

caracteristicas celulares.

Género Morfologia e Presenca de Constricido nas Aparéncia do
Didmetro (pm) Caliptra paredes Biofilme
transversas
Oscillatoria sp. Filamentosa, presente indistinta Laminar
4-6 um

Phormidium sp. Filamentosa, ausente indistinta laminar

2,7-3,2 um crostoso

Geitlerinema sp. Filamentosa, ausente indistinta Laminar
0,8-1,0 pm

Pseudoanabaena sp. Filamentosa, ausente distinta Laminar
0,7-0,9 pm
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4.2 — Selecao de cianobactérias

O meio AA4 liquido suplementado com nitrogénio (nitrato) se mostrou
adequado ao cultivo do biofilme e das cianobactérias separadamente.

Apds quatro ciclos de repicagem do biofilme sob agitagdo constante (90 rpm),
foi obtida biomassa de cianobactérias para a realizacdo do experimento de degradagao
do naftaleno, porém o processo de enriquecimento resultou na alteragdo da composi¢ao
do biofilme nas condi¢des de laboratorio. Observou-se que o género Phormidium sp.
tornou-se dominante no biofilme enriquecido, enquanto Oscillatoria sp. foi suprimida.

Phormidium sp. foi selecionado para ser utilizado no experimento de
biodegradagao do [C'] naftaleno em culturas monoclonais, devido a uma producao
visualmente superior de biomassa em relacdo aos outros géneros cultivados e também
devido ao fato de que os filamentos dos géneros Geitlerinema sp. e Pseudoanabaena sp.
formam emaranhados, e possuem bainha mucilaginosa espessa, dificultando o processo

de isolamento.

4.3 — Experimento de degradacio de [C“] naftaleno

O naftaleno foi prontamente degradado a CO; pelos microrganismos presentes
nos dois tratamento bidticos, sem uma fase de adaptacdo bem distinta (Figuras 5 ¢ 6).
Em quinze dias, cerca de 28% do naftaleno adicionado, inicialmente, foi mineralizado
pelo tratamento misto (Figura 5) e cerca de 22,5% foi mineralizado pelo tratamento
monoclonal (Figura 6). E interessante ressaltar que em ambos os tratamentos, o platd de
mineralizacdo foi atingido em torno do quarto dia de tratamento, com 19-25% do
naftaleno sendo degradado. Cerca de 0,60% do naftaleno foi perdido abioticamente,
devido a volatilizagcdo deste HAP (Figura 7).

As analises de regressao linear e ndo linear foram utilizadas para a modelagem
da degradagao do naftaleno pelos tratamentos realizados. Os maiores coeficientes de

correlagio foram obtidos em modelos de cinética ndo linear (r* de 0,78 a 0,99).
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Figura 5: Mineralizagio de [C'*] naftaleno, em porcentagem (%), por um biofilme de
cianobactérias (cultura mista) em fun¢do do tempo (em dias). Os pontos representam a

média de trés repeti¢des, descontadas as médias do controle abiotico.
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Figura 6: Mineralizagdo de [C'*] naftaleno, em porcentagem (%), por uma cultura
monoclonal de Phormodium sp. em fung@o do tempo (dias). Os pontos representam a

média de trés repeticdes, descontadas as médias do controle abiotico.
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Figura 7: Tendéncia de perda de naftaleno por volatilizacdo exibida pelo controle

abiotico. Os pontos representam a média de trés repetigdes.

A ANOVA (fatorial) revelou um efeito altamente distinto do indculo sobre a
taxa de mineraliza¢do do naftaleno (p < 0,0001), sendo as médias dos trés tratamentos
consideradas diferentes pelo teste de Tukey (Tabela 2). A mineralizacdo do naftaleno
foi significativamente maior para a o tratamento misto que para o tratamento

monoclonal de Phormidium sp..

Tabela 2: Teste de médias para a eficiéncia de degradagio do [C'*] naftaleno, em

desintegracdes por minuto (dpm), nos diferentes tratamentos (a 5% de significancia).

Tratamento Média (dpm) Comparacio (5% signif.)
Misto 90175.,49 A
Phormidium sp. 69743,54 B
(monoclonal)

Controle abidtico 1242 .44 C

Nota: Letras diferentes correspondem a diferengas estatisticamente significativas entre as médias. A letra “A” ¢

atribuida ao tratamento que apresenta maiores médias.
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Selecao de Cianobactérias

Apesar do meio AA4 ter se mostrado adequado para o isolamento das
cianobactérias componentes do biofilme selecionado, ndo foi possivel a obtencdo de
culturas monoclonais dos géneros Geitlerinema sp., Pseudoanabaena sp.e Oscillatoria
sp.. No caso dos dois primeiros géneros, houve uma limitacdo fisica, j4 que ambos
apresentam bainha mucilaginosa espessa ¢ formam um emaranhado de filamentos que
dificulta o isolamento dos individuos. Ja para Oscillatoria sp. houve dificuldade em seu
1solamento logo apds o enriquecimento do biofilme, pois o género tende a ser suprimido
em cultura, j4 que as varias espécies presentes no biofilme apresentam taxas de
crescimento intrinsecas e de adaptacdo as condi¢des de laboratério diferentes, e tendem
a competir pelos recursos contidos no meio de cultura. A impossibilidade de se isolar
todos os componentes do biofilme ou de manter a estrutura da comunidade, sob
condicdes de laboratério, ¢ a maior limitagdo das técnicas dependentes de cultura na
investigagdo de organismos indigenas capazes de degradar hidrocarbonetos (Van

Hamme et al., 2003).

5. 2 - Biodegradacao de [C14] naftaleno

O biofilme presente na calha de escoamento de um posto de gasolina, na regido
de Vigosa (MG), possui um forte potencial para degradacdo de hidrocarbonetos
aromaticos, como o naftaleno. Isto corrobora com resultados de outros estudos que
indicam que a exposicdo cronica a HCs resulta na adaptagdo das comunidades
microbianas a utilizagdo destes poluentes como fonte de carbono para o crescimento
(Spain et al., 1980; Spain & van Veld, 1983; Heitkamp et al., 1987).

Os tratamentos monoclonal e misto ndo apresentaram uma fase de adaptacao
notavel a exposi¢do ao naftaleno, degradando-o prontamente. Cinco horas e vinte
minutos apos a exposi¢do ao naftaleno, ambos os tratamentos ja exibiam valores de
mineralizagdo do naftaleno, estatisticamente superiores aos valores obtidos para o
controle abidtico. Dados semelhantes sdo relatados por Narro et al. (1992) que
demonstraram que culturas puras de Anagmenellum quadruplicatum PR6 sdo capazes
de metabolizar 2,2 % do [C'] fenantreno (hidrocarboneto aromatico triciclico),
adicionado ao meio liquido, sob condi¢des fotoautotréficas e a temperatura de 30°C, no

periodo de 12 horas. Neste trabalho, utilizando-se o mesmo periodo de tempo, o
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tratamento misto testado, mostrou-se capaz de degradar 13% do naftaleno (um
hidrocarboneto aromatico diciclico) enquanto que o tratamento monoclonal de
Phormidium sp. mineralizou 9% do naftaleno, ambos submetidos a temperatura de
20£1°C. Contudo, podemos atribuir esta diferenca nas taxas de degradagdo ao fato de
que, quanto maior o numero de anéis aromadticos apresentados pelo HAP, menos
susceptiveis estardo ao ataque microbiano (Atlas, 1981).

As porcentagens de naftaleno mineralizado neste experimento, que
corresponderam a 28% para o tratamento misto e 22,5% para o tratamento monoclonal,
num periodo de duas semanas, estiveram um pouco abaixo de valores citados na
literatura. Heitkamp et al. (1987) relataram que a meia vida de degradacdo do [C']
naftaleno (tempo necessario para a mineralizagdo de 50% do HAP adicionado) por
amostras de sedimentos contendo bactérias heterotroficas foi de 4,4 semanas. Os autores
observaram uma meia vida de degradagdo menor (2,4 semanas) para amostras
provenientes de areas com historicos de contaminagdo muito elevados. Wyndham &
Costerton (1981) obtiveram uma taxa média de degradacdo de [C'*] naftaleno igual a
77+£7%, em oito semanas, para bactérias provenientes de sedimentos de uma regido
adjacente a um depdsito natural de petroleo.

E importante ressaltar que os experimentos conduzidos no Laboratorio de
Ficologia do DBV/UFV foram realizados em uma temperatura amena (20+1°C),
considerada inferior a temperatura 6tima de crescimento da maioria das cianobactérias
tropicais. Existem varias revisdes disponiveis na literatura, que demonstram que o
aumento da temperatura leva a um incremento das taxas de degradagao de HCs,
tipicamente em faixas de temperatura de 30 a 40°C, acima das quais, a toxicidade
aumenta em funcdo da alteracdo na permeabilidade da membrana citoplasmatica (Atlas,
1981; Leahy & Colwell, 1990).  Possivelmente, um aumento da temperatura de
trabalho poderia resultar num incremento das taxas de degradacdo do naftaleno obtidas,
seja pelo aumento do metabolismo microbiano ou por alteracdes na natureza fisica do
HAP, que resultariam numa maior disponibilidade do mesmo para o consumo
microbiano.

Paradoxalmente, a porcentagem de naftaleno perdida por volatilizacdo em
nossos controles abiodticos (0,6 %) estd muito abaixo dos valores apresentados em
experimentos similares. Heitkamp et al. (1987) relataram uma perda de 12 a 15% do
naftaleno adicionado aos tratamentos por volatilizagdo, durante as duas primeiras

semanas de incubagdo. Este fato nos leva a cogitar a hipotese de que os dados obtidos
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foram subestimados, em decorréncia de perdas de '*CO, para o ambiente, dado o caréater
rustico do aparato respirométrico, utilizado na condugao dos experimentos.

Em ambos os tratamentos bidticos testados, o platdé de degradacdo cumulativa do
naftaleno foi atingido em torno do quarto dia de experimento, com a degradacao de 25%
do naftaleno para o tratamento misto, € 19% para o tratamento monoclonal. Porém, o
controle abidtico ndo apresentou a mesma tendéncia, exibindo contagens
progressivamente maiores até atingir uma contagem correspondente a 0,6% do
naftaleno adicionado as amostras. Tanto Heitkamp et al. (1987), quanto Wyndham &
Costerton (1981) obtiveram um platd de degradagdo, somente, por volta da oitava
semana de exposicao das amostras ao naftaleno. Novamente, cogita-se a hipotese de que
houve uma subestimag¢do dos dados obtidos neste trabalho, em funcdo de perdas de
“CO, para o ambiente. Neste caso, possivelmente, o platd cumulativo de naftaleno
mineralizado, observado nos experimentos, foi atingido por deple¢do de naftaleno
(evoluido, volatilizado, incorporado a biomassa ou adsorvido ao solo).

Outras hipdteses podem ser levantadas para explicar o alcance prematuro do
plato de degradagdo: (1) Deplecdo de nutrientes. Visto que o solo ndo foi corrigido para
0 experimento, as Unicas fontes de nutrientes adicionadas, além do naftaleno, sdo
aquelas contidas no meio AA4 usado para ressuspender o inoculo de cianobactérias (1
mL). Neste caso, provavelmente, o nitrogénio ¢ o nutriente limitante, j& que o solo
utilizado para o experimento apresenta altos teores de fosforo. Existe na literatura
grande numero de trabalhos relacionando a bioestimulagdo, aplicacdo de nutrientes e
fertilizantes oleofilicos, a0 aumento das taxas de biodegradagdao de HCs (Coulon et al.,
2006; Gallego et al., 2006). (2) Formagdo de compostos toxicos, que inibem o
metabolismo microbiano. (3) Formacgdo de intermediarios que ndao podem ser
degradados (dead end metabolites) pelos microrganismos e que tendem a ser adsorvidos
ao solo.

No experimento de degradacdo realizado neste trabalho, o tratamento misto
apresentou melhores taxas de degradacdo do naftaleno que o tratamento monoclonal,
cerca de 20% maior. Isto sugere que, apesar da dominancia de Phormidium sp., outros
organismos que nao estdo associados a ele podem ter uma participagdo importante na
degradagcdo de naftaleno, ou que os microambientes condicionados pelo biofilme
constituam um ambiente mais favoravel a biodegradagdo. Para Grotzschel et al., 2002, a
formagao de biofilmes possibilita que varios organismos adaptados a condigdes de

crescimento diferenciadas estejam em proximidade (e.g., regides saturadas de O, em
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proximidade com regides anoxicas), de maneira que poderiam atuar em sinergia na
degradacdo de compostos derivados do petroleo.

Embora os tratamentos bidticos tenham se mostrado capazes de degradar o
naftaleno, o fato de que ndo tenham sido testados isolados axénicos de cianobactérias
neste trabalho, ndo nos permite afirmar ao certo, se as cianobactérias presentes nos
biofilmes investigados, possuem um papel direto na degradagdo de HCs. Porém, alguns
trabalhos tém indicado que organismos fotossintéticos, particularmente cianobactérias,
podem atuar diretamente na degradagdo de compostos aromaticos (Cerniglia et al.,
1980; Narro et al., 1992 ab; Kuritz & Wolk, 1995; Safonova et al., 1999).

Os resultados deste trabalho endossam o reconhecimento de que biofilmes de
cianobactérias estdo relacionados a processos de biodegradacdo e atenuagdo das
concentragdes de naftaleno, em condi¢des experimentais. As cianobactérias parecem ter
participagdo crucial para a efetividade do processo de degradagdo, seja de forma direta,
oxidando/consumindo os HCs, ou indireta, impedindo que bactérias heterotroficas
aderidas a bainha mucilaginosa sejam dispersas, mantendo-as imobilizadas e colocando-
as em contato prolongado com os HCs. Além disso, as cianobactérias suprem tais
bactérias com nutrientes, nitrogénio e oxigé€nio, necessarios para a atividade de
degradacao (Abed et al., 2002; Grotzschel et al., 2002; Al-Awadhi et al., 2002; Al-
Awadhi et al., 2003; Abed & Koster, 2005; Chaillan et al., 2006; Sanchez et al., 2006).

Independentemente de uma participagdo direta das cianobactérias na degradacao
de HCs, tanto o tratamento monoclonal quanto o misto devem ser considerados como
reatores biologicos, capazes de degradar o naftaleno. Estudos complementares
envolvendo as cianobactérias tropicais precisam ser implementados para que se possa
esclarecer o grau de envolvimento das mesmas como componentes do biofilme e
agentes de biodegradagdo de naftaleno. A identifica¢do e selegdo de microrganismos
com potencial para atuar nos processos de HCs torna-se recomendéavel para o

desenvolvimento de estratégias que otimizem a biorremediagao in situ.
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CAPITULO I

Potencial de Phormidium sp. ANT 01 (Cyanophyta), Isolado de Solos

da Antartica, na Bioindicacio de Areas Contaminadas por Naftaleno

1- INTRODUCAO

A atividade cientifica, logistica e o turismo na Antartica dependem, em grande
parte, do petroleo para a geracdo de energia e transporte. Estima-se que
aproximadamente 90 milhdes de litros de combustivel sdo gastos anualmente por
estacdes de pesquisa na Antartica (Cripps & Shears, 1997).

Apesar da atividade antropogénica nao ter introduzido os hidrocarbonetos (HCs)
como uma nova classe de compostos no ambiente, esta elevou o seu acumulo na
biosfera, o que pode ser extremamente deletério para o ambiente no caso de um
derramamento (Widdel & Rabus, 2001).

Os solos proximos as estacdes de pesquisa da Antartica estdo sujeitos a
contaminagdo pelos hidrocarbonetos, ja que 6leo diesel e outros derivados do petrdleo
sdo intensamente utilizados como combustiveis nestas areas, aumentando o risco de
derramamentos durante seu processo de transporte, armazenamento e manipulagdo
(Ruberto et al., 2005). O numero de relatos de areas proximas as estagdes antarticas
contaminadas com hidrocarbonetos vem aumentando nos ultimos anos (Gore et al.,
1999; Mazzera et al., 1999).

Areas impactadas por hidrocarbonetos sofrem alteragdes, geralmente, drasticas
na composi¢do das comunidades de organismos que as colonizam. Os HCs podem
servir como substrato de crescimento para alguns organismos vivos, bem como podem
ser toxicos para outros (Gerdes, et al., 2005).

Regides com historico de contaminagdo com petroleo, como a regiao do Golfo
da Arabia, gravemente impactada por incidentes ocorridos durante a Guerra do Golfo
(1991), apresentam comunidades microbianas extremamente modificadas, nas quais
hoje em dia, dominam espécies tolerantes ou consumidoras de HCs, enquanto que,
espécies sensiveis (outrora dominantes) foram extintas (Barth, 2003).

Em funcdo da fragilidade dos ecossistemas antarticos, existe grande preocupacao

com o impacto causado pela presenca do homem, e estudos se concentram nas
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proximidades das estagdes de pesquisa da regido (Martins et al., 2000; Saul, et al.,
2005). Trabalhos recentes t€ém demonstrado alteracdes na composicdo bacteriana de
ambientes aquaticos e terrestres da Antartica em fun¢do da contaminagdo por HCs
(Yakimov et al., 2004; Saul, et al., 2005).

Apesar de HAPs, como o naftaleno, terem sido enquadrados na lista prioritaria
de poluentes organicos, devido a sua natureza altamente toxica (Eljarrat & Barcelo,
2003), existem poucos trabalhos que investigam organismos que possam ser utilizados
como bioindicadores de ambientes impactados por estes poluentes. O grande ntimero de
trabalhos na area de biorremediagdo de areas impactadas por HCs (Abed et al., 2002;
Grotzschel et al., 2002; Al-Awadhi et al., 2002; Al-Awadhi et al., 2003; Abed &
Koster, 2005; Chaillan et al.,, 2006; Sanchez et al., 2006), revela uma maior
preocupacgdo, por parte dos autores, em remediar areas ja impactadas, que em
desenvolver programas de biomonitoramento, buscando selecionar e identificar
organismos sensiveis a pequenas mudangas ambientais (€.g. concentracao do poluente),
antes que estas altera¢des tenham impacto sobre a comunidade como um todo.

Em varias regides da Antartica, biofilmes compostos predominantemente por
cianobactérias da ordem Oscillatoriales ocorrem em lagos, canais de degelo, tanques
temporarios ¢ em vales secos (Broady & Kibblewhite, 1991; Vincent et al., 1993;
Nadeau & Castenholz, 2000; Casamatta et al., 2005).

A Baia do Almirantado, Ilha Rei George, Antartica, apresenta ecossistemas
terrestres ricos em cianobactérias, independentemente da disponibilidade de nutrientes,
como por exemplo, o nitrogénio. Nesta regido, as Cyanophyta representam um dos
grupos de organismos que oferecem maior contribuicdo para a formac¢ao dos solos e a
incorporagao de carbono e nitrogénio nos ciclos biogeoquimicos.

Neste trabalho, investigou-se a resposta de Phormidium sp. ANT 01, a
cianobactéria mais abundante em 16 amostras de solos provenientes da Baia do
Almirantado, a exposicdo ao naftaleno (um hidrocarboneto aromadtico diciclico),
considerado um dos compostos mais acentuadamente toxico da fragcdo soluvel do
petroleo. Os objetivos foram: 1) Obter isolados monoclonais de Phormidium sp., a partir
de amostras de solos da Antartica; 2) Testar a capacidade de mineralizacao do naftaleno
pelas culturas monoclonais de Phormidium sp.; e 3) Verificar o efeito do naftaleno

sobre o crescimento de Phormidium sp..
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Ocorréncia de Cyanophyta em ambientes antarticos

Desde o inicio do século XX, com as primeiras expedi¢cdes de pesquisa na
Antartica, uma espetacular abundancia de cianoficeas foi observada pelos pesquisadores
na regido (Broady & Kibblewhite, 1991).

O Phylum Cyanophyta, geralmente, constitui o grupo fotoautotréfico de maior
contribuicdo, em termos de biomassa e produtividade, nos ecossistemas bénticos de
agua doce e terrestres da Antartica. Sua dominancia ¢ atribuida tanto a uma alta
tolerancia ao ambiente extremo, quanto a escassez de predadores e espécies
competidoras, eliminadas pelo efeito da baixa temperatura e do congelamento (Nadeau
& Castenholz, 2000).

Grobbelaar (1978) observou na Ilha Marion, uma alta taxa de produtividade
fitoplanctonica e de algas bénticas, principalmente em corpos de agua mais
eutrofizados, onde predominavam as cianoficeas. Entretanto, em ambientes mais
oligotroficos foi observado o predominio de algas verdes filamentosas.

Mataloni et al. (2005) aponta as cianoficeas Chamaesiphon subglobosus e
Leptolyngbya sp. como dominantes em comunidades epiliticas de dois ambientes 16ticos
da Peninsula Antartica.

Em Victoria Land, foi observada a formagdo de grandes depressdes onde se
desenvolve uma abundante biomassa de cianobactérias do género Nostoc sp.. Nesta
regido, apesar da alta disponibilidade de nitrogénio, o desenvolvimento da cobertura
vegetal ¢ limitado por uma alta salinidade (Schofield & Ahmadjian, 1970). McKnight et
al. (1998) relatam a ocorréncia de varias espécies de cianobactérias até mesmo nos vales
secos de McMurdo, um dos ecossistemas mais extremos da Terra, nos quais estes
microrganismos sao encontrados em solos secos e solos proximos aos efémeros lagos de
degelo e lagos congelados. Friedmann e Kibler (1980) observaram uma ampla
distribuicdo de cianobactérias endoliticas em rochas da regido.

Nas regides marginais de sete lagos de Victoria Land, observou-se que o tdxon
dominante ¢é Cyanophyta (representada por Phormidium frigidum ¢ Lyngbya
martensiana), junto com varios representantes do Phylum Bacillariophyta. Neste
ambiente P. frigidum ¢é capaz de crescer mesmo em condigdes de anaerobiose (Parker &

Simmons, 1985).
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Na Ilha Marion, uma significante fixacdo biologica de nitrogénio devida a
presenca de cianobactérias de vida livre e cianobactérias epifiticas associadas a 14
espécies de bridfitas foi constatada, sob temperaturas que variaram entre 10 e 20 °C
(Croome, 1973). Possivelmente, as cianobactérias epifiticas obtém protecdo nesta
associacao; sendo em alguns casos, uma associagdo tdo intima, que se torna possivel
observar filamentos dos microrganismos crescendo aderidos, externamente, a parede de
protonemas dos musgos (Matsuda, 1968). Na Antartica continental, Davey (1983)
identificou Nostoc commune como sendo o principal organismo fixador de nitrogénio
presente nos solos.

Aparentemente, a ordem Oscillatoriales, de organismos filamentosos e nado
heterocitados, ¢ dominante em muitas regides da Antartica. Membros desta ordem
tendem a formar extensivos agregados bénticos em lagos permanentes e temporarios,

canais de degelo e em solos imidos (Broady & Kibblewhite, 1991).

2.2 — Principais fatores de estresse no ambiente antartico

Organismos que habitam o ambiente antartico estdo expostos a uma combinagao
de fatores de estresse como: baixa temperatura, pH elevado, congelamento sazonal,
dessecacdo, salinidade alta, irradiagdo continua (alta ou baixa) e longos periodos de
escuriddo (Vincent et al., 2004; Moorhead et al., 2005).

Entre as estratégias fisioldgicas que garantem a tolerancia de cianoficeas a tais
adversidades podem ser destacadas a excreg¢do de polissacarideos extracelulares (EPS)
que estdo envolvidos numa série de fungdes, incluindo tolerancia a dessecagao, ao
congelamento e a radiacdo ultravioleta, adesdo a diferentes substratos, bem como

motilidade (Phillipis & Vincenzini, 1998; Tamaru et al., 2005).

2.2.1 — Baixas temperaturas e congelamento

A baixa temperatura ¢ um fator limitante para o crescimento de Cyanophyta no
ambiente Antartico. Pequena parte dessas cianobactérias sdo psicrofilicas, ou seja,
geneticamente adaptadas ao crescimento sob baixas temperaturas. A maioria das
cianobactérias que habitam esta regido sao psicrotolerantes, ou seja, possuem 6timo e
maximo de crescimento em torno de 15°C e 20°C, respectivamente, mas toleram
temperaturas proximas a 0°C (Roos & Vincent, 1998).

A auséncia de crescimento ou a baixa taxa de crescimento as temperaturas

menores que 5°C, sugerem que uma das estratégias apresentadas por estes

33



microrganismos ¢ acumular biomassa durante os meses quentes do verdo (Tang et al.,
1997). Isto reforgca a hipdtese de que as cianobactérias antarticas se originaram e se
adaptaram em ambientes mais quentes e posteriormente colonizaram ambientes frios
(Vincent, 2000).

Davey (1989) demonstrou a capacidade de Phormidium sp. recuperar-se do
congelamento, recobrando imediatamente a atividade respiratdria e fotossintética apos o
descongelamento. A sobrevivéncia dessa cianobactéria durante o longo inverno garante
a existéncia de indculo viadvel para a proxima estacdo de crescimento.

Desta maneira, a dominancia do Phylum Cyanophyta pode, primeiramente estar
relacionada a um crescimento lento persistente e a sobrevivéncia a uma variedade de
condicdes severas (ciclos de congelamento e descongelamento, dessecagdo, altas doses
de UV e irradiacao prolongada), do que propriamente a adaptacdo térmica (Tang et al.,

1997).

2.2.2 — Radiacao ultravioleta (UV)

As doses elevadas de radiacdo ultravioleta (UV) a que comunidades de
cianobactérias que habitam altas latitudes, como nas regides Articas e Antarticas, estio
expostas sdo extremamente danosas aos seres vivos, podendo causar danos ao DNA, as
proteinas e ao aparato fotossintético (George et al., 2001).

Dentre os mecanismos utilizados pelas cianobactérias para evitar ou atenuar os
efeitos da radiagdo UV podemos destacar: a sintese de substancias que absorvem a
radiacdo UV (como sitoneminas e aminoacidos semelhantes a micosporinas) (Garcia-
Pichel & Castenholz, 1993; Wright et al., 2005); incremento das concentragdes de
carotendides para diminuir danos causados por espécies reativas de oxigénio (Vincent &
Quesada, 1994; George et al., 2001); e a modulagdo da quantidade de exposi¢do a UV
que atinge fisicamente na comunidade, alterando a posi¢ao dos organismos na coluna de
agua, ou desenvolvendo-se sob outros organismos (Donkor & Hader, 1995; Quesada et
al., 1999).

Outras espécies de cianobactérias possuem mecanismos de reparo que lhe
permitem reconstruir moléculas como enzimas e DNA, tais como: fotorreativacao de
DNA danificado pela radiacdo UV (Levine & Thiel, 1987; Van Baalen, 1968; Tang &
Asato, 1978; Singh, 1975); reparo por excisdo de DNA danificado (O’Brien &

Houghton, 1982); e mais recentemente, tém sido relatadas evidéncias de que as
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cianobactérias seriam capazes de sintese translesao (reparo de DNA com baixa

fidelidade) (Liu & Yang, 2003).

2.2.3 — Salinidade

A salinidade ¢ um dos fatores mais limitantes para o desenvolvimento de muitos
organismos na Antartica, sobretudo na Antéartica maritima, onde sprays oceédnicos
promovem o aporte de sal no ambiente terrestre. Existem varios relatos de depressdes,
em vales secos e em ilhas da Antartica, habitadas por grandes massas monoespecificas
de cianobactérias, isto se deve sobretudo a capacidade de tais organismos crescerem em
presenca de altas concentracdes de NaCl (Schofield & Ahmadjian, 1970; Davey, 1983).

Em cianobactérias, uma das respostas imediatas a hipersalinidade ¢ a extrusdo de
Na' por acdo de uma bomba do ion Na', mediada por uma Na'- K™ ATPase e auxiliada
pela fosforilagdo oxidativa na troca pelo K" extracelular (Apte et al., 1987). A produgdo
de substancias osmorreguladoras também € uma das respostas frequentemente relatadas
em cianobactérias em decorréncia da exposicdo a altas salinidades (Miller et al., 1973).

A alta salinidade pode provocar estresse oxidativo, diminuindo a fixagdo de
CO,, e reduzindo o transporte de elétrons através da cadeia fotossintética, levando a

producéo de espécies reativas de oxigénio (Osmond et al., 1995).

2.3 — Atuacao das Cyanophyta como bioindicadores de impactos ambientais

As algas, incluindo as cianobactérias, sdo0 0s microrganismos mais comumente
citados que respondem rapidamente a variagdes ambientais. Microalgas e cianobactérias
planctonicas e perifiticas t€ém sido usadas para inferir sobre as condi¢cdes encontradas
em um ecossistema. Estas apresentam respostas que funcionam como prognéstico da
presenga de poluentes e sdo, frequentemente, usadas em sistemas de prevengdo, sendo
consideradas bioindicadoras (Whitton & Kelly, 1995).

Um organismo com potencial para ser usado em processos de bioindica¢do deve
apresentar atributos como: ser sensivel a mudangas nas condigdes ambientais; possuir
distribuicdo abundante e cosmopolita; ser facil e rapidamente amostrado; e apresentar
uma grande variedade de biomarcadores que possam ser quantativamente mensuraveis
(Steinman & Mclntire, 1990). Biomarcadores sdo definidos como uma resposta
bioldgica que pode ser relacionada a exposi¢do, ou ao efeito toxico, de um contaminante

ambiental (Peakall & Shugart, 1998).

35



Apesar do termo biomarcador, geralmente, referir-se a respostas em niveis
inferiores ao organico, num contexto mais amplo, pode também incluir respostas em
todos os niveis de organizacdo bioldgica, incluindo desde mudancas de padrdes
moleculares e bioquimicos, até alteracdes no comportamento ¢ na estrutura de
populagdes/comunidades (Wu et al., 2005).

Pouca atencdo tem sido dispensada ao Phylum Cyanophyta como bioindicadores
de 4reas impactadas por HCs. A exposi¢do aos HCs, geralmente leva ao decréscimo da
diversidade de espécies de cianobactérias, sendo que as mais sensiveis sucumbem,
dando lugar as espécies tolerantes (Diez et al., 1999; Kostel et al.,1999). Apesar de
existir um grande numero de trabalhos que revelam alteracdes na estrutura de
comunidades de cianobactérias expostas a HCs e a outros poluentes organicos, maior
destaque ¢ dado ao potencial, de espécies tolerantes, na biodegradacdo de tais
contaminantes ( Abed et al., 2002; Abed & Koster, 2005; Sanchez et al., 2006).

Al-Thukair, (2002) relatou um decréscimo substancial no numero de
cianobactérias euendoliticas na regido do Golfo da Arabia, apos 1991. De 1989 a 1992,
um decréscimo de 5,05 a 15,08% no numero de cianobactérias euendoliticas ativas na
arca foi constatado, e uma redugdo similar foi observada em termos do nimero de
colonias por oodide (granulos esféricos de carbonato de célcio que se formam ao redor de
um nuicleo em rochas de ambientes marinhos rasos, nos tropicos).

Megharaj et al. (2000) comparando a composi¢ao da microflora de solos com
um longo  histérico de contaminacdo por DDT (1,1,l-tricloro-2,2-di( p-
chlorophenyl)etano), um pesticida organoclorado, ¢ de solos ndo contaminados,
observou um declinio nas contagens de cianobactérias com o aumento da concentragdo
de DDT remanescente nos solos, sendo que estas desapareceram totalmente dos solos
com maiores doses do contaminante (34 mg de DDT por Kg de solo). Além da redugdo
de biomassa nos solos contaminados, os autores também observaram, diminui¢do na
biodiversidade e queda da atividade enzimatica da desidrogenase. Estes resultados
levaram os autores a apontar as cianobactérias dos géneros Nostoc sp. ¢ Anabaena sp.

como bioindicadores de areas poluidas por DDT.

2.4 — Efeito de hidrocarbonetos de petroleo sobre os microrganismos
O petréleo e seus derivados, variam muito em termos da composi¢do de HCs, e
por isso, apresentam toxicidades varidveis. Quanto maior a porcentagem de

constituintes volateis, como compostos aromaticos de baixo peso molecular, em sua
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composi¢do, maior sera a toxicidade para organismos fotoautotroficos (Reddin &
Prendeville, 1981).

Fabregas et al. (1984) observaram que baixas concentragdes de petroleo ao meio
de cultura tém efeito positivo sobre o crescimento e as taxas fotossintéticas da
microalga marinha Tetraselmis suecica, contudo concentragdes de petrdleo acima de
200 ppm, provocaram uma extensdo da fase lag de crescimento e uma diminui¢ao da
densidade oOptica durante a fase estaciondria nesse organismo, além de uma diminui¢do
do conteudo celular de clorofila a.

Abed & Koster (2005) relatam perda de pigmentagdo e morte subseqiiente da
cianobactéria Halomicronema exentricum exposta a uma combina¢do de HCs de
diversas classes. Bott & Rogenmuser (1978) observaram mudancas nas concentragdes
de clorofila a de diatomaceas, que diminuiram em func¢do da exposi¢do a fragdes de
petréleo. Além disso, observaram redugdo da incorporacdo fotossintética de CO, em
Vaucheria sp. (Chrysophyceac), exposta por curtos periodos as altas concentragdes de

uma fragdo de petroleo.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Isolamento de Cianobactérias

3.1.1 - Local de coleta das amostras

As amostras de solo foram coletadas durante a XXII Operagdo Antartica
Brasileira (2003/2004), nas regides da Peninsula Keller e de Arctowski, Baia do
Almirantado, Ilha Rei George, Antértica. Foram coletadas amostras de solo, sedimentos
de canais de degelo e de regides marginais de lagos, livres de contaminagao por HCs, a
uma profundidade de 0-10 cm. As amostras foram acondicionadas em sacos plésticos e

mantidas sob refrigeracdo a -10°C.

3.1.2 — Analise das amostras de solo, isolamento e sele¢ao de cianobactérias

As amostras de solo foram diluidas e observadas sob microscopio optico, para a
identificacdo dos géneros presentes. As amostras foram enriquecidas em meio AA4
liquido (com e sem adicdo de nitrogénio combinado) (anexo I) e incubadas sob
condi¢des fotoautotroficas, a temperatura de 15 £ 1°C, fotoperiodo de 16:8 horas
(luz:escuro) e de intensidade luminosa igual a 80 pmols.m™.s”', conforme descrito por
Aguiar (2000). Os géneros de cianobactéria de maior distribui¢do nas amostras de solo
foram selecionados para o isolamento. O isolamento dos géneros foi realizado através
das técnicas de espalhamento e estriamento em meio sélido AA4 (suplementado com
agar a 1,2%), em pH 7,1. Também foram empregadas as técnicas de diluigdo e
micropipetagem, seguidas de repicagens sucessivas descrita por Kugrens et al. (2000),
em meio AA4 liquido (suplementado ou ndo com nitrogénio). As amostras enriquecidas
em meio liquido foram mantidas em condi¢cdes fotoautotroficas, em camaras de
crescimento (B.O.D. com fotoperiodo, Eletrolab, Brasil). O registro fotografico foi
realizado no Laboratorio de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal/

UFV, em microscopio optico (AX70, Olympus, EUA) com camera acoplada.
3.2 — Experimento de degradacao de [C"] naftaleno

O aparato respirométrico e o solo utilizado como substrato para a condu¢do do

experimento de degradacao de [C'"] naftaleno foram descrito no anexo II.
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3.2.1 — Reagentes quimicos

A solugio metandlica de [C'*]naftaleno-benzeno (uniformemente marcada), com
atividade especifica de 31,3 mCi.mmol™, o coquetel de contagem em cintilagio liquida
(Sigma High Performance LSC Cocktail) e o hidréxido de sédio (KOH) foram obtidos
da Sigma-Aldrich Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA.

3.2.2 — Experimento de biodegradacio com culturas monoclonais de cianobactérias

Os experimentos de degradacdo foram conduzidos em Erlenmeyers com
capacidade para 50 mL, nos quais foram adicionados 7 g de solo autoclavado como
substrato para crescimento. Selecionou-se para o experimento as espécies de
cianobactérias de maior distribuicdo nas amostras de solo analisadas.

O inoculo foi preparado a partir de culturas monoclonais do género Phormidium
sp., com vinte dias de idade. Para a preparacdo do inodculo, a cultura foi concentrada
através de centrifugacdo (12000 xg, durante dez minutos), sendo o sobrenadante
descartado. O precipitado foi colocado sobre uma folha de papel filtro, estéril, a fim de
retirar o excesso de umidade. Posteriormente, o precipitado foi transferido para um tubo
de centrifuga e pesado em balanga analitica. O volume do tubo de ensaio foi completado
com meio AA4 liquido (suplementado com 0,15% KNO; p/v), pH 7,1, para a obtengdo
de um inéculo inicial com concentragio de 90 mg.mL™' de matéria fresca.

Foram testados dois tratamentos, com trés réplicas cada um. Os tratamentos
consistiram em um controle abiotico (1) e um tratamentos biodtico (2): (1) tratamento
abidtico contendo o solo + 140 nCi de [C'*]naftaleno (correspondente a 0,56 pg de
naftaleno) + 1mL de meio AA4 estéril; e (2) tratamento contendo o solo + 140 nCi de
[C'*naftaleno + ImL do indculo proveniente da cultura de Phormidium sp. (90 mg.mL"
1. Os frascos contendo os tratamentos foram conectados ao sistema respirométrico,
anteriormente descrito, ¢ mantidos em uma camara de crescimento (B.O.D. com
fotoperiodo, Eletrolab, Brasil) por quinze dias, sob condi¢cdes fotoautotroficas de
crescimento descritas anteriormente no Laboratorio de Ficologia do Departamento de

Biologia Vegetal/UFV.

3.2.3 — Coleta e analise de amostras contendo '*CO,
Diariamente, coletas de amostras liquidas dos sistemas de captura de '*CO,
foram realizadas. A cada ponto de amostragem, 1mL da solu¢do contida no sistema de

captura de '*CO, de cada tratamento (cada sistema possuia 14 mL ao todo), previamente
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homogeneizada através de fluxos continuos com micropipeta, era recolhida e
acomodada em um vial de contagem do contador de cintilagdo liquida, que era
hermeticamente fechado. O volume do sistema de captura de '*CO, era completado para
14 mL (com solucdo de KOH 0,5 M) e novamente ligado a sua respectiva amostra de
solo no sistema respirométrico. A cada 48 horas a solucao de cada sistema de captura de
CO, era totalmente renovada (14 mL de KOH 0,5 M) ¢ a cada 120 horas, o sistema de
armadilhamento de CO; era renovado (1L de NaOH 4 M).

No primeiro dia de experimento, foram realizadas duas coletas de amostras, num
intervalo de 06 horas, e uma terceira coleta 12 horas depois (destas, 08 horas
correspondem ao periodo de auséncia de luz na camara de crescimento). No decorrer
dos quinze dias de experimento, os intervalos foram sendo aumentados
progressivamente para 08, 12 e 24 horas, conforme a intensidade de degradacdo
observada.

Para a contagem das amostras radioativas, a cada ponto de amostragem (1mL da
solugdo de KOH 0,5 M coletada de cada sistema de captura de 14COz) foram
adicionados 5 mL do coquetel de cintilagdo liquida (Sigma High Performance LSC
Cocktail). A contagem foi realizada em um contador de cintilagdo liquida (LS 6800,
Beckman, EUA). Os resultados foram corrigidos para a eficiéncia de contagem (97,5%)

e background do aparelho.

3.3 — Efeito do naftaleno sobre as taxas de crescimento de cianobactérias

3.3.1 — Condigoes

O experimento foi conduzido em tubos de ensaio com capacidade para 20 mL,
aos quais foram adicionados 14 mL de meio AA4 liquido (1,5 % p/v de KNOs) e 1 mL
do inéculo de Phormidium sp. A preparagdo do inoculo foi realizada conforme
anteriormente descrito para o experimento de biodegradacdo de naftaleno.

Dois blocos, contendo dezoito tubos cada, foram delimitados: o primeiro bloco,
tratamento controle, recebeu 100 pL de metanol (P.A) puro; e o segundo bloco,
tratamento com naftaleno, recebeu 100 pL de metanol, nos quais estava dissolvido 1 pg
de naftaleno (concentragao final 66,67 ug.L'1 de meio). A concentracao final de metanol
nos tubos foi igual a 0,66 % (v/v). Os tubos foram colocados em um suporte metalico e

incubados em uma camara de crescimento, sob condigdes fotoautotroficas de
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crescimento. Como a posi¢do do tubo no suporte pode deixa-lo exposto a diferentes
intensidades luminosas, interferindo no crescimento do indculo, adotou-se, dentro da
camara de crescimento, um sistema de rodizio de tubos de ensaio, de maneira que
diariamente, a posicdo dos frascos era trocada no suporte para tubos, tornando a

exposicao luminosa mais homogénea entre os tubos.

3.3.2 — Procedimentos de amostragem e de avaliacio de crescimento de
cianobactérias

Durante o periodo de dezesseis dias, foram realizados seis pontos de
amostragem: o primeiro foi realizado imediatamente apos a aplicacdo de cada
tratamento (tempo 0), e os outros pontos foram coletados nos periodos de 72, 144, 216,
288 e 384 horas, ap6s o primeiro ponto. Em cada ponto de amostragem, trés tubos eram
aleatoriamente escolhidos, dentro de cada um dos blocos. Apos a homogeneizagdo do
conteudo de cada tubo, com a ajuda de um agitador mecanico (Potter S, B. Braun
Biotech International, Alemanha), uma aliquota de 2 mL foi recolhida e fixada em 2mL
de formol (4%).

O monitoramento da producdo de biomassa foi realizado no Laboratério de
Ficologia DBV/UFV, através de contagens de células de cianobactérias, utilizando-se
uma camara do tipo Fuchs-Rosenthal (Bright line, Boeco, Alemanha), sob microscopio

optico (Axiostar Plus, Zeiss, Alemanha).

3.3.3 — Calculo do valor inibitorio de crescimento de amostras expostas ao
naftaleno

A inibicdo do crescimento de cianobactérias foi obtida pela média de diminuicao
no numero de células, apds a exposi¢do ao naftaleno, durante o periodo experimental,
em comparacao com o controle. A avaliagdo foi feita baseando-se na comparagdo das
areas abaixo das curvas de crescimento, conforme a metodologia descrita por Djomo et

al. (2004). A area (A) delimitada pela curva ¢ calculada de acordo com a férmula:

A=[(Ng+Ng).t1]/2+ {[(Nt+N2)—(2.No)].(ta—t)} /2+ ...+
o T {[(Nn-1 + Np) = (2. No)] . (th —th-1)} / 2

Onde Ny ¢ o numero de células por mL ao tempo to (inéculo); N1 € o nimero de

células por mL no tempo t;3, que ¢ o tempo decorrente até a primeira contagem, apos o
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inicio do experimento; ¢ N, ¢ o nimero de células por mL no tempo t,, que € o tempo

decorrido entre a nésima contagem e o inicio do experimento.

A inibi¢do do crescimento celular (15) foi obtida através da equacao:

la = [(Ac - A) . 100] / Ac

Onde A; ¢ a area abaixo da curva do tratamento controle, e A; € a area abaixo da

curva do tratamento (exposi¢ao ao poluente).
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4 - RESULTADOS

4.1 — Selecao de cianobactérias

O meio AA4 (com e sem adi¢do de fonte de nitrogénio) foi adequado para o
isolamento das cianobactérias a partir de amostras de solo da Baia do Almirantado. Foi
selecionado para os experimentos, o género Phormidium sp. ANT 01 (Anexo III,
Figuras 1 e 2), que apresentou maior distribuicdo e abundancia nas amostras
observadas. A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas do género Phormidium

sp. ANT O1.

Tabela 1: Caracteristicas de Phormidium sp. ANT 01:

Caracteristicas

Phylum Morfologia Filamentosa
Cyanophyta N° de filamentos por bainha 01

Forma do filamento Reto, extremidades levemente
Ordem encurvadas
Oscillatoriales Atenuacio das extremidades Sim, de 2-6 células

Presenca de caliptra Sim
Género Forma da célula apical Arredondada a conica
Phormidium sp. Constri¢io nas paredes terminais Nio

Variacio do didmetro celular 2,8 —4,1 um

Coloracao Azul-esverdeado a alaranjado
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4.2 — Biodegradacio de naftaleno por Phormidium sp. ANT 01

Nao houve diferenca significativa entre as quantidades de naftaleno
mineralizado a '*CO,, pelo controle abidtico e pelo tratamento monoclonal de
Phormidium sp., a temperatura de 15°C, durante o periodo de 15 dias (p > 0,05) (Figura
1). Os microrganismos presentes na cultura monoclonal de Phormidium sp. ndo foram

considerados capazes de biodegradar naftaleno nas condi¢des testadas.

% de [C“]naftaleno evoluido em *CO,

20

tempo (dias)

Figura 1: Mineralizacio de [C'*] naftaleno, em porcentagem (%) pelo tratamento
monoclonal de Phormidium sp. ANT 01 (o) e pelo controle abidtico (A) em fungdo do

tempo, em dias. Os pontos representam as médias de trés repeti¢des.

4.3 — Efeito do naftaleno sobre o crescimento de Phormidium sp. ANT 01

A ANOVA revelou uma redugdo na produ¢do de biomassa, em conseqiiéncia da
exposi¢do ao naftaleno em solugdo (p < 0,05). Houve uma diferenga significativa entre
as médias de contagens de células do controle em relagdo ao tratamento (exposi¢do ao
naftaleno), conforme apresentado na Tabela 2.

O controle exibiu uma fase de adaptagdo longa, entrando as células na fase
logaritimica ou exponencial de crescimento por volta do sétimo dia de incubagdo, ndo
atingindo a fase estacionaria apds dezesseis dias de experimento (Figura 2). As analises
de regressdao simples e multipla foram utilizadas para a modelagem das curvas de
crescimento das cianobactérias, sendo o ajustamento (1) obtido para o modelo

exponencial igual 0,94.
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O tratamento de exposi¢cdo ao naftaleno, produziu uma quantidade de biomassa
menor que o tratamento controle, apresentando uma curva de crescimento atenuada em
comparagdo ao controle (Figura 2). A fase logaritmica ndo foi pronunciada, e apos o
sétimo dia de experimento, o nimero de células se manteve estavel. O ajuste (r°) ao
modelo logaritmico foi igual 0,77. A Tabela 3 apresenta a comparacao entre médias

para interagdo tratamento x tempo (dias).

Tabela 2: Comparacdo entre médias das contagens de células entre o controle e o

tratamento, pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.

Tratamento Médias de contagens de Comparacio entre
células (x10°). mL™! médias (5 %)
Controle 28,06 A
Naftaleno (66,67 pg.L™) 21,50 B

Nota: Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes. A letra “A” ¢ atribuida ao tratamento

considerado mais eficaz.

60 -

N° de células x (106) / mL

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo (Dias)

Figura 2: Curvas de crescimento de Phormidium sp. ANT 01 (controle) (¢) ¢ de
Phormidium sp. ANT 01 na presenca de naftaleno igual a 66,67 ug.L™" (A). Os pontos

representam a média de contagem de células referentes as trés repeticdes.
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Tabela 3: Comparagdo entre médias das contagens de células para a interagao

tratamento x tempo de exposi¢ao, pelo teste de Duncan, a 5% de significancia.

Tratamento

Contagens de células (x10%. mL™" por dias de amostragem (médias)

1 4 7 10 13 17

Controle 14,77 d 18,87cd | 29,85bc | 28,78 bc | 35,26 bc 4599 a
Naftaleno 13,12 ¢ 19,32 abc | 22,01 abc | 24,38 ab | 25,87 ab | 24,41 ab
(66,67 pg.L™")

Nota: Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes. A letra “A” ¢ atribuida a média de tratamento

considerada mais eficaz.

A inibi¢do do crescimento celular foi igual a 37 %, obtida através do célculo de

comparagao da area abaixo das curvas, para a cultura monoclonal de Phormidium sp.

ANT 01, exposta a concentragdo de naftaleno de 66,67 ng.L™.
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Biodegradacao de naftaleno por Phormidium sp. ANT 01

Os microrganismos presentes na cultura monoclonal de Phormidium sp. ANT 01
ndo se mostraram capazes de degradar o naftaleno, nas condigdes experimentais
testadas, ndo havendo uma diferenca significativa entre as contagens de material
radioativo presentes nas amostras coletadas durante o periodo de exposi¢io ao [C'*]
naftaleno.

O fato de que Phormidium sp. ANT 01 foi isolado de solos que ndo apresentam
histérico de contaminagdao com HCs, pode refletir a auséncia de estratégias metabolicas
que permitam, a estes organismos e a bactérias heterotroficas a eles associadas,
utilizarem o naftaleno como fonte de carbono para o crescimento. Aislabie et al. (2001)
relataram que solos ndo contaminados por HCs da Ilha Ross, tipicamente exibem um
numero baixo, ou mesmo abaixo do limite de deteccao, de bactérias capazes de utilizar
estes poluentes como fonte nutricional.

As culturas monoclonais de Phormidium sp. ANT 01 foram expostas ao
naftaleno por um periodo de tempo relativamente curto. Em teoria, o prolongamento
deste periodo de exposi¢do, poderia resultar num incremento das taxas de degradagao
do naftaleno, em fun¢do do aumento do periodo de adaptacdo, permitindo a sele¢do e
multiplicacdo de microrganismos capazes de utilizar o contaminante. Kanaly et al.
(1997) utilizando amostras de solo, sem histérico de contaminagdo, que foram
artificialmente contaminados com uma mistura de [C'*] benzo[a]pireno e petroleo,
observaram que durante os primeiros cinqiienta dias de incubagdo, ndo houve
mineralizagio do HAP em '“CO,, sendo que somente nos cem dias seguintes de
exposicdo foi verificada atividade de biodegradacdo, com 50% do material radioativo
mineralizado no final de cento e cinqiienta dias. No referido trabalho, apesar de nao ter
sido requerida uma pré-exposicdo das amostras aos HCs, para a obten¢do de taxas de

degradacgao altas, um periodo maior de adaptagdo dos microrganismos foi necessario.
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5.2 — Efeito do naftaleno sobre o crescimento de Phormidium sp. ANT 01

A exposicao ao naftaleno possui efeito inibitorio sobre a producdo de biomassa
de Phormidium sp. ANT 01, indicando a sensibilidade deste organismo a presenga deste
contaminante. Existem na literatura, trabalhos que correlacionam a exposi¢ao a HCs
com a diminui¢cdo na producdo de biomassa de diversos microrganismos. Griffin &
Calder (1977) relatam que a exposi¢do de Serratia marinorubra, uma bactéria marinha,
a fragdes soluveis de petréleo refinado reduz as taxas de crescimento, bem como a
densidade celular méxima do organismo. Bott & Rogenmuser (1978), relataram uma
diminui¢do da biomassa de algas perifiticas, expostas a fragdes soluveis de petréleo.
Contudo, propdem que alteracdes na estrutura destas comunidades perifiticas sejam
marcadores bioldgicos mais sensiveis a poluicdo por HCs, do que a producdo de
biomassa.

A concentragio de naftaleno testada (66,67 pg.L™") foi suficiente para causar um
efeito inibitorio sobre o crescimento da cianobactéria isolada para este estudo, na
ordem de 37%. A concentragdo testada neste experimento estd abaixo das concentragdes
minimas de naftaleno, necessarias para causar inibicdo de crescimento em varios outros
organismos modelos descritos na literatura. Djmo et al. (2004) obtiveram, durante a
exposi¢ao de Scenedesmus subspicatus ao naftaleno, em sete dias de experimento, uma
EC)o (concentragdo inibitéria do crescimento em 10%) igual a 7,27 mg.L"' e ndo
observaram efeito inibitorio sobre o crescimento do organismo em concentracdes de
naftaleno inferiores a 4,15 mg.L'l. Olmstead & LeBlanc (2005) relataram que sao
necessarias concentragdes de naftaleno maiores que 1000 pg.L™' para inibir o
crescimento de Daphnia magna (microcrusticeo planctonico de aguas doces ¢
salgadas).

Contudo, para Mysidopsis bahia, um microcrustaiceo considerado um dos
organismos mais sensiveis a exposicdo a HCs, foi relatado efeito inibitorio sobre as
taxas de crescimento, em concentragdes de naftaleno menores que a testada no presente
experimento. Barron et al. (1999) obtiveram um EC, para este microcrustaceo, quando
os mesmos foram submetidos as concentragdes de naftaleno que variavam de 0,29 a 4,4
pg.L'l.

E importante destacar que em solugdo, a toxicidade de HAPs pouco soluveis,
como o naftaleno, ¢ determinada pela quantidade do contaminante solubilizada, que

pode ser menor que a concentragdo total do poluente (Leahy & Colwell, 1990). Dessa
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maneira, como neste experimento os tubos contendo os tratamentos ndo foram mantidos
em agitacdo constante, uma concentracdo menor de naftaleno, do que aquela adicionada
aos tratamentos, pode estar solubilizada e a resposta inibitoria de 37 % obtida, pode ser
relacionada a uma concentragio de nafataleno menor que 66,67 pg.L™.

A concentragdo de naftaleno utilizada neste experimento ¢ considerada baixa,
estando abaixo dos valores maximos permitidos em aguas para consumo humano, pela
legislagdo federal dos EUA (100 pg.L™), por exemplo (HSDB, 1999).

Embora Oliveira (2005) ndo tenha detectado concentragdes de naftaleno
superiores a 1,19 ng.g” de solo seco, nos ambientes terrestres do entorno da Estagio
Antartica Comandante Ferraz, existem trabalhos que mostram que o input de HCs na
area tem aumentado consideravelmente. Martins et al. (2000) obteve concentragdes de
naftaleno de até 42,8 ng.g' (matéria seca), analisando amostras de sedimento
provenientes da Baia do Almirantado. Isto indica que o crescimento da atividade de
pesquisa na area, pode levar a alteragdes ambientais que comprometem as comunidades
de organismos presentes na area. A busca por bioindicadores de areas impactadas com
HCs e o estabelecimento de programas de biomonitoramento na regido, tornam-se de
grande importadncia para a preservacdo do ecossistema existente na Baia do
Almirantado.

Fatores como uma ampla distribuicdo temporal e espacial e biomassa abundante
em solos da Baia do Almirantado, associados a sensibilidade a concentracdes baixas de
naftaleno, um dos hidrocarbonetos mais toxicos da fragao soltivel do petrdleo e seus
derivados, fazem da cianobactéria Phormidium sp. ANT 01, um organismo com forte
potencial para ser empregado em processos de bioindicagdo de solos poluidos por HCs,
na Antartica. Alteragdes na populacdo de Phormidium sp. ANT 01, nos solos da regido,
podem atuar como biomarcadores que funcionam como um sinal de alerta para as
mudangas nas concentragdes de HCs nestes solos. Tais informagdes sao fundamentais e
permitirdo a adog¢do de medidas preventivas capazes de minimizar os prejuizos causados

ao meio ambiente pelo recente input de HCs nos solos da Baia do Almirantado.
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CONCLUSOES GERAIS

O biofilme coletado da calha de escoamento de um posto de gasolina, na regiao
de Vigosa (MQ), exposto a doses de HCs, apresentam um forte potencial para ser
utilizado em processos de degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos, como o naftaleno,
e constitui-se numa fonte natural de microrganismos que podem ser utilizados em
experimentos de biorremediagao.

Por outro lado, a cianobactéria Phormidium sp. ANT 01, isolada de solos ndo
contaminados por HCs da Baia do Almirantado, Antértica, ndo se mostrou capaz de
biodegradar o naftaleno, a temperatura de 15°C, no periodo de quinze dias, ¢ seu
crescimento celular foi afetado quando exposta a concentragdes baixas de naftaleno.
Fatores como ampla distribui¢do e abundancia celulares em solos da Baia do
Almirantado, associado a sensibilidade em presenga de concentragdes baixas de
naftaleno, sugerem que Phormidium sp. ANT 01 seja um organismo com potencial para

ser empregado em processos de bioindicagao de solos poluidos por HCs, na Antartica.
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ANEXO I

1 — Composi¢cao do meio de cultura AA4 (modificado por Corréa, 2007)

O meio utilizado neste trabalho para o cultivo de cianobactérias ¢ uma adaptagao
do meio AA4 (Allen & Arnon, 1955), na qual as solugdes Fe-EDTA e solucdo de
micronutrientes sdo substituidas pelas solugdes de Fe-EDTA e A5 do meio BG-11

(Allen & Arnon, 1968).

Solugio A (- Pi)

Componentes Quantidade
NaCl 20¢g
MgSO,. TH,0 20¢g
CaCl,. 2H,0 6g
H,0 (deionizada) Completar p/ 1,5 L

Solucio B (+ Pi)

Componentes Quantidade
KzHPO4. 3H20 28 g
H,O (deionizada) Completar p/ 500 mL

Solucio AS (Micronutrientes)

Componentes Quantidade
H;BO; 2,86 ¢g
MnClL. 4 H,0 181¢g
ZnSO0,. 7 H,O 0,222 g
CuSO.. 5 H,0 0,079 g
CoCl,. 6 H,O 0,05¢
NaMoO,. 2 H,O ou MoO; (85 %) 0,018 g
H,O (deionizada) Completar p/ 1L
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Solucio Fe-EDTA
Componentes Quantidade
Na, EDTA 0,1¢g
Citrato férrico de amoénia 0,6 ¢
Acido citrico. H,0 0,6 ¢
CaCl. 2 H,0 36¢g
H,O (deionizada) Completar p/ 1L

Para preparar 1L de meio de cultura AA4 (modificado por Corréa, 2007) devem

ser utilizadas as seguintes aliquotas de cada solucao estoque:

Solug¢ao Estoque Quantidade

Solucio A (- Fosfato) 25 mL
Soluc¢ido B (+ Fosfato) 6,25 mL
Solucdo AS (Micronutrientes) 1 mL
Soluciao Fe-EDTA 10 mL
H,O (deionizada) Completar p/ 1 L

Para meio AA4 suplementado com nitrato
KNO, 0,256 g. L™
NaNO; 0,212 g. L™

Antes de autoclavado, o meio deve ter o pH ajustado para 7,2. O meio de cultura
deve ser autoclavado a temperatura de 121°C, por vinte minutos. A solu¢do B deve ser
autoclavada separadamente dos demais componentes e, apos a autoclavagem deve ser

adicionada ao restante do meio, ainda quente, sob uma capela de fluxo laminar.
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ANEXO II

1 — Aparato respirométrico

O experimento de degradacdo de [C'*] naftaleno foi conduzido num sistema
respirométrico, previamente descrito por Albuquerque (1995). O aparato consiste de: (1)
uma fonte de ar comprimido; (2) um sistema de armadilhamento de CO,, que visa tornar
0 ar que entra no sistema livre de CO,, composto de uma armadilha seca (500 g de soda
lime) e de (3) uma armadilha liquida (1 L de solugdo NaOH 4 M); (4) as amostras de
solo que possuem uma entrada de ar (livre de CO,) e uma saida de ar (por onde o "co,
liberado pode escapar e ser capturado em (5); ¢ (5) um sistema de captura de '*CO,,
composto por armadilhas (uma para cada amostra de solo) contendo 14 mL de solugao
de KOH 0,5 M, as quais capturam o '*CO, mineralizado de cada amostra de solo. A

Figura 4 apresenta um esquema simplificado do aparato utilizado.

Ar livre de CO, 14C0, evoluido

Soda
lime

KOH KOH

05 M

) YT

Figura 4: Esquema simplificado do aparato respirométrico.
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2 — Solo utilizado como substrato de crescimento em experimentos de
biodegradacao

Foi utilizado nos experimentos de degradacdo, como substrato de crescimento
para o biofilme de cianobactérias, o solo coletado proximo a Estacdo Antartica
Comandante Ferraz (EACF), na Ilha Rei George, Antartica. O solo utilizado foi
coletado a profundidade de 0-10 cm, e caracteriza-se por apresentar textura arenosa,
baixa concentra¢do de nitrogénio, alta concentracdo de fosforo e concentragdo natural
de carbono organico total baixa. Um incidente durante a manipula¢do de diesel JP1,
combustivel comumente usado na geragdo de energia na EACF, levou a contaminagao
do solo no ponto amostrado, enriquecendo-o com carbono na forma de HCs. As
concentragdes maximas de naftaleno, encontradas na area amostrada, foram de 1,19 ng.

g de solo seco (Oliveira, 2005).
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ANEXO III

Figura 1: Lago de degelo antartico, exibindo crostas formadas por biofilmes de
cianobactérias e material sedimentado (2 esquerda). E a direita, detalhes das bolhas de

oxigénio formadas pela atividade das cianobactérias.

Figura 2: Filamentos de Phormidium sp. ANT 01. As setas indicam uma célula

vegetativa (CV), uma célula apical (CA) e a bainha mucilaginosa (BM).
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