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RESUMO: O presente trabalho foi realizado no Rio Para (Abaetetuba-PA), Rio
Dendé (Barcarena-PA) e Baia do Guajara (Belém-PA) com o objetivo desenvolver
uma metodologia para utilizagdo da microbiota aquatica como bioindicador de
alteracdo ambiental, utilizando-se de técnicas de microbiologia por meio de
contagem de heterotrdéficos, e biologia molecular através da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia Desnaturante (DHPLC). Também foi utilizada a analise estatistica
multivariada de agrupamento hierarquico para interpretacdo dos resultados obtidos.
Foram realizadas quatro coletas entre janeiro/2009 a abril/2010, no qual os
parametros fisicos, quimicos e as unidades formadoras de col6nias foram
analisados. A metodologia microbiolégica baseou-se na contagem de heterotroficos
em placas (“SPREAD PLATE”) e a analise do perfil microbiano por DHPLC. Os
parametros fisicos e quimicos foram comparados com a Resolucgdo CONAMA
357/2005 e somente os parametros pH e OD de abril/2009 do Rio Dendé ficaram
fora do limite da legislagdo. Em relagdo as unidades formadoras de colbnias a
Resolu¢do nao faz referéncia. Os Rios Para e Dendé apresentaram valores abaixo
de unidades formadoras de colénias em comparagao ao controle. Os resultados
foram analisados por estatistica de agrupamento hierarquico para interpretacéo dos
dados obtidos. Concluindo que a alteragdo ambiental encontrada é proveniente de

acao antrdpica.

Palavras chaves: analise microbiolégica em aguas de rios, Spread Plate,

microbiologia aquatica.
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ABSTRACT:

This study was conducted in River Para (Abaetetuba-PA), River Dendé (Barcarena-
PA) and Baia Guajara (Belém-PA) in order to develop a methodology for use of
aquatic flora as bioindicator of environmental change, using techniques of
microbiology by heterotrophic plate count, and molecular biology through Denaturing
High Performance Liquid Chromatography (DHPLC). Was also used to analyze
multivariate hierarchical clustering (HCA) for the interpretation of results. Four
samples were taken from the January/2009 at abril/2010, in which the physical,
chemical and colony-forming units were analyzed. The methodology was based on
microbiological heterotrophic plate count (“SPREAD PLATE ") and microbial analysis
of the profile by DHPLC. The physical and chemical parameters were compared with
Resolution CONAMA 357/2005 and only the parameters pH and DO of April of 2009
River Dendé remained outside the limits of legislation. Regarding the CFU resolution
does not reference. Dendé and Para Rivers were below the colony forming units
compared to control. The results were statistically analyzed by hierarchical clustering
for data interpretation. Concluding that the environmental change is found from

human action.

Key words: microbiological analysis of water in rivers, Spread Plate, aquatic

microbiology
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1. INTRODUCAO

Este trabalho é baseado no sub projeto intitulado “INVESTIGACAO DO
PERFIL DAS FLORAS MICROBIANAS FOTICA E AFOTICA DAS AGUAS DOS
RIOS PROXIMOS A ZONA INDUSTRIAL E PORTUARIA DA VILA DO CONDE NO
MUNICIPIO DE BARCARENA”, sendo parte integrante do projeto “INTERACOES
DE VIGILANCIA AMBIENTAL EM SAUDE NA AREA INDUSTRIAL E PORTUARIA
DOS MUNICIPIOS DE ABAETETUBA E BARCARENA”, em parceria com o Instituto
Evandro Chagas (IEC — PA).

O foco principal deste trabalho foi analisar a utilizagdo da microbiota aquatica
como indicadores biolégicos de alteragao ambiental.

Os rios sao sistemas complexos por serem receptores naturais de drenagens
das areas adjacentes. Possuem caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e
hidrologicas refletindo em muitas influéncias entre elas climaticas, geoldgicas,
geomorfoldgicas e cobertura vegetal da regido, considerando que esses fatores
caracterizam o ambiente natural do sistema. A composi¢gdo quimica da agua
depende das atividades exercidas em torno do sistema, como construgédo de
represas, efluente industrial e doméstica, entre outros, além das caracteristicas
terrestres adjacentes e do seu grau de alteragdo, que podem influenciar nas
caracteristicas fisicas, quimicas, microbiologicas e qualidade da mesma (BERNARDI
et al, 2009).

A contaminagao de rios, lagos € mananciais € uma consequéncia da acao
antropica e podem ser pontuais como despejos domésticos e efluentes industriais,
ou difusas, como aguas de escoamento dos solos agricolas que podem transportar
particulas sélidas, pesticidas e fertilizantes (FALQUETO, 2008).

A biota aquatica esta em constante exposicdo a uma grande quantidade de
substancias toxicas que sao langadas no ambiente vindas de diversas fontes de
emissdo, como lixos toxicos, oriundos de efluentes industriais, processos de
drenagem agricola, derrames acidentais de lixos quimicos e esgotos domésticos
lancados em rios e mares contribuem para alteragdo dos ecossistemas aquaticos
com uma ampla gama de agentes toxicos como metais pesados, agrotoxicos,
compostos organicos, entre outros (ARIAS et al, 2007).

A analise de um corpo d’agua pode revelar o uso inadequado do solo

adjacente, os efeitos dos langamentos de efluentes e seu potencial de
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autodepuragdo, ou seja, sua capacidade de se restabelecer o equilibrio apos o
recebimento de efluentes (PEDROZA, 2009).

Os indicadores bioldgicos séo utilizados para avaliar impactos ambientais por
serem sensiveis a qualquer alteracdo nos parametros fisicos e quimicos, oriundos
de despejos industriais e/ou domésticos que causam mudancga na biota aquatica.

A maioria dos trabalhos que tratam de bioindicadores para alteragcéo
ambiental esta relacionado ao grupo de coliformes por serem mais facilmente
encontrados em fezes humanas e outros mamiferos. Entretanto, para os demais
microrganismos aquaticos para utilizagdo como bioindicadores sao raros o0s
trabalhos existentes.

Este trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia para utilizagao
da microbiota aquatica como bioindicador de alteragdo ambiental, utilizando-se de
técnicas de microbiologia por meio de contagem de heterotroficos, biologia
molecular e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Desnaturante (DHPLC).
Também foi utilizada a analise estatistica multivariada de agrupamento
hierarquico para interpretacéo dos resultados obtidos.

Os rios utilizados para compor este trabalho foram Rio Para (Abaetetuba—PA),
Rio Dendé (Barcarena-PA) e como controle Baia do Guajara (Belém-PA), sendo que
as coletas foram realizadas no periodo de janeiro/2009 a abril/2010.

Os dados obtidos podem fornecer informagdes importantes sobre a influéncia
antropica nos rios, servindo de base para estudos microbiolégicos futuros em outras

areas na Amazonia.
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2. OBJETIVO GERAL

> Adaptar e descrever o modo de aplicagdao de uma metodologia de utilizagao

da microbiota aquatica como indicador de alteracdo ambiental.

2.1. Objetivos Especificos

> Correlacionar os parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos em amostras
de aguas do rio;

> Investigar a microbiota (bactérias) das aguas dos rios através das unidades
formadoras de coldnias e técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Desnaturante (DHPLC);

> Avaliar o potencial bioindicador de poluicdo dos microrganismos aquaticos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Ecossistemas aquaticos

No ecossistema ocorre a interacdo de forma equilibrada dos seres vivos entre
si € com 0 meio ambiente, através da reciclagem de matéria e do uso eficiente da
energia solar (BRAGA, 2005).

Quando nao ocorre interferéncia antrdpica, o corpo d’agua é um sistema
estavel, equilibrado e auto-suficiente, apresentando em toda sua extensao
caracteristicas topograficas, climaticas, botanicas, zooldgicas, hidrologicas e
geoquimicas invariaveis (BRAGA, 2005).

Os ecossistemas sédo formados por elementos abidticos composto por matéria
inorganica ou sem vida como agua, ar, solo, e elementos bioticos, representado
pelos seres vivos (MARTINS, 2009). Estes elementos interagem-se de forma
estreita, uma vez que compostos como O,, CO, e H,O estdo em constante fluxo
entre os seres vivos e 0 ambiente externo (BRAGA, 2005).

De acordo com PINTO-COELHO (2000) o O, € um elemento essencial em
todos os ecossistemas aquaticos. Em lugares onde a quantidade de O na agua foi
alterada, deve-se a agao do homem, em particular, devido as aguas residuais nao
depuradas. A extingdo de muitas espécies se deu pela agado dos despejos de origem

humana que reduziu a biodiversidade na maioria dos ecossistemas.

3.2. Aspectos microbioldgicos de aguas

O meio ambiente € composto por organismos que desempenham varios
papeis na cadeia alimentar, como produtores, consumidores e decompositores. Eles
também sao importantes como fontes de alimento para o homem e atua na
recuperacdo da qualidade das aguas poluidas. Na agua, os microrganismos
desenvolvem suas atividades biolégicas de nutricdo, respiragdo e excregéo, que
modificam o carater quimico e ecoldgico no ambiente aquatico (BRAGA, 2005).

A coluna d’agua é classificada de acordo com a penetragdo de luz, sendo
divida em zonas. A zona fética € a regido superficial onde ha penetracéo de luz
suficiente para a realizacido da fotossintese, possuindo elevada concentragao de

oxigénio, que é essencial a microbiota aquatica. A zona afética consiste na regiao
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onde ndo ha incidéncia de luz e, consequentemente, ndo ocorre fotossintese
(PEREIRA, 2002).

Os organismos aquaticos podem ser dos grupos de virus, bactérias, fungos,
algas, protozoarios, peixes, mamiferos entre outros (BRAGA, 2005).

As bactérias sdo organismos importantes para a qualidade de agua. Séao
organismos microscopicos simples, que necessitam de poucos nutrientes para seu
desenvolvimento e se multiplicam rapidamente. Portanto, a populagcao pode dobrar
em minutos desde que possua grande quantidade de compostos organicos
(ALBERTS et al, 2002).

As bactérias possuem aspectos positivos e negativos. O aspecto positivo esta
relacionado com a funcdo da bactéria como biorremediadores de derramamento de
6leo no mar, de toxinas presentes em pogos subterraneos e de derrames quimicos;
podem ser constituintes dos detritos que integram a cadeia trofica, servindo como
fonte de alimentos para outros organismos aquaticos; a partir do consumo de OD
presente na agua, as bactérias podem atuar como decompositoras de matéria
organica soluvel ou particulada (DI BERNARDO et al, 2002).

As bactérias, além de biorremediadoras, podem ser utilizadas na industria
alimenticia, no processo de fermentagdo do leite e derivados (BURITI & SAAD,
2007); e farmacéutica, na producdo de antibidticos (STROBEL & DAISY, 2003) e
vitaminas B2 e B12 (SILVA et al, 2005) e C (OLIVEIRA et al, 2010).

Segundo MORITA et al (2006), os aspectos negativos das bactérias estao
relacionados a fatores ou situacbes que causam enfermidades, tanto para seres
humanos quanto para outros animais; quando ha algum tipo de desequilibrio
ambiental, causam alteragbes nas caracteristicas fisicas e quimicas da agua que
favorece a selecdo de determinadas espécies de microrganismos de potencial

patogénico.

3.3. Bioindicadores de qualidade da agua

De acordo com SILVA (2008), os bioindicadores consistem em parametros
biolégicos tanto qualitativo quanto quantitativo a nivel de individuo, populagdo ou
comunidade, sendo sensivel as variacbes das condicbes ambientais, estabelecido

por uma mudancga natural ou perturbacdo do meio.
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Os indicadores biolégicos devem possuir caracteristicas fisicas, quimicas ou
ambientais que possam ser observadas através de mudancas na presenga ou
auséncia, quantidade, ou no comportamento na espécie, sendo considerada como
indicativo de alteragdo do meio (SILVA, 2008).

As comunidades bioldgicas de ecossistemas aquaticos sdao formadas por
organismos que apresentam adaptagdes a determinadas condicbes ambientais,
apresentando limites de tolerancia a diferentes altera¢gées do ambiente (GOULART,
2003).

Os principais bioindicadores estudados sdo do grupo coliforme, pois a
presenca de coliformes totais que indica apenas uma estimativa do grau de
contaminagao por mamiferos (NIEWEGLOWSKI, 2006).

3.4. Biomonitoramento de aguas superficiais

O biomonitoramento consiste em empregar parametros biolégicos para avaliar
a qualidade da agua, baseando-se na resposta dos organismos em relagdo as
alteragcdes do ecossistema (BUSS et al, 2003). Os organismos bioindicadores
apresentam uma tolerancia estreita ou especifica aos fatores ecoldgicos (LOBO, et
al, 2002).

De acordo com BUSS et al (2008), o monitoramento biolégico ou
biomonitoramento baseia-se nas respostas dos organismos em relagdo ao meio
onde vivem, pois a biota aquatica € capaz de responder a uma série de disturbios,
sendo eles naturais ou antrépicos, mostrando a realidade recente das condi¢coes
ambientais.

A diferenca entre o monitoramento através de métodos fisicos e quimicos e o
biomonitoramento, € que o primeiro aborda o tipo e a intensidade de fatores,
inferindo apenas indiretamente sobre os efeitos nos organismos. O
biomonitoramento fornece informagdes sobre os efeitos estressores no sistema,
podendo influenciar sobre a qualidade e quantidade do disturbio. O uso combinado
destas ferramentas aumenta o potencial de detec¢do das causas e facilita a
avaliacdo dos efeitos estressores sobre os ecossistemas aquaticos (BUSS et aL,
2008).

Segundo GODOI (2008), diversos sistemas e indices foram elaborados para a

utilizacdo de bioindicadores de avaliagdo da qualidade da agua, entretanto muitos
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estudos ndo contemplam as regides tropicais. Apesar do uso desta metodologia ser
possivel, questiona-se que as condi¢des climaticas do hemisfério norte ser bem
diferente das observadas no hemisfério sul e que influenciam diretamente na
composi¢cao das caracteristicas dos componentes bidticos e abidticos dos
ecossistemas.

Os trabalhos que relacionam o uso de bioindicadores (coliformes) para avaliar
a qualidade de sistemas aquaticos estao concentrados nas regides sul e sudeste do
pais (NIEWEGLOWSKI, 2006; MORELLI, 2008; PEDROZA, 2009; ZANINI, 2009).

3.5. Qualidade da agua

A qualidade da agua é reflexo do efeito da combinagdo de muitos processos
que ocorrem ao longo do curso d’agua (PETERS, 2000). A qualidade da agua néao
esta relacionada somente pelas caracteristicas fisicas e quimicas, e sim em fungéo
da qualidade de todo o funcionamento do ecossistema (ZANINI, 2009).

De acordo com ZANINI (2009), o uso da agua depende de suas propriedades
fisicas, quimicas e microbiolégicas, e, em consequéncia, do grau de poluicdo. As
fontes de poluicao de origem antrdpica podem ser pontuais (efluentes domésticos e
industriais) ou difusas (insumos agricolas).

Segundo a CETESB (2008) as variaveis que influenciam na qualidade da

agua sao temperatura, turbidez, pH, condutividade e OD.

3.6. Variaveis da qualidade da agua

3.6.1. Potencial Hidrogeniénico (pH)

A variacao de pH pode ser de origem natural através de processos bioldgicos
(fotossintese e respiracéo), oxidagdo da matéria orgénica, absorcédo de gases da
atmosfera e também por turbuléncia e aeragdo. Assim como de origem antrépica,
através de despejos domésticos e industriais (MARTINS, 2009).

O pH é importante devido a muitas reagdes quimicas que ocorrem no meio
ambiente e que pode ser afetada pela sua variagédo. Sistemas bioldgicos também
sao bastante sensiveis ao pH, sendo que o meio deve estar entre 6,5 e 8,5 para que

0s organismos nao sofram grandes danos (BRAGA, 2005).
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Segundo NIEWEGLOWSKI (2006), os efluentes ndo devem causar oscilagao
de pH no corpo d’agua maior que 0,5 unidades para nao afetar a vida aquatica.
A Resolucdo CONAMA n° 357/2005 define um pH variando de 6,0 a 9,0.

3.6.2. Temperatura

A temperatura influencia em quase todos os processos fisicos, quimicos e
bioldgicos, que refletem na vida aquatica. Com o acréscimo da temperatura
aumentam a taxa das reagcdes quimicas e bioldgicas, e diminuem a solubilidade dos
gases, por exemplo, oxigénio dissolvido (MARTINS, 2009).

A elevacdo de temperatura pode causar alteracbes fisicas como na
densidade, viscosidade e no oxigénio dissolvido. Para efeitos quimicos, acelera as
reacbes quimicas e bioquimicas, e alteracdo bioldgica, pode se tornar letal a
organismos adaptados a determinadas condigdes fisicas (MARTINS, 2009).

De acordo com a Resolucdo CONAMA n° 357/2005, a temperatura ndo pode

ultrapassar a 40°C.

3.6.3. Oxigénio Dissolvido (OD)

O oxigénio dissolvido € uma variavel de suma importancia, pois € necessario
para a respiragao da maioria dos organismos aquaticos.

O OD na agua é proveniente por meio de difusdo atmosférica ou pelo
processo de fotossintese de plantas aquaticas, que posteriormente é consumido na
oxidagdo da matéria organica viva ou morta e respiragdo de organismos presentes
no meio aquatico (MARTINS, 2009; NIEWEGLOWSKI, 2006).

Tanto a alta quanto a baixa quantidade de oxigénio dissolvido € indicativo das
fontes de poluicdo causada nas aguas superficiais por despejos organicos. Valores
baixos podem indicar a presenga de matéria organica e valores altos podem ser pelo
crescimento desordenado de algas, pois elas liberam o oxigénio durante o processo
de fotossintese (MARTINS, 2009).

Segundo a CETESB (2002), a contribuicdo fotossintética de oxigénio s6 é
considerada expressiva quando grande parte da atividade bacteriana na
decomposicdo de matéria organica ocorre, e apos o desenvolvimento também de

protozoarios, que além de decompositores, consomem bactérias clarificando as
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aguas e permitindo a penetragao de luz. Este efeito pode influenciar na avaliagao do
grau de poluigdo da agua, quando se avalia apenas a concentragdo de OD. Sob este
ponto de vista, aguas poluidas sao aquelas que apresentam baixa concentracéo de
OD, devido ao seu consumo na decomposi¢cao de compostos organicos.

As bactérias consomem o OD durante o processo metabdlico de conversao
da matéria organica em compostos simples e inertes, como agua e CO,, e enquanto
houver matéria organica provenientes das fontes de poluigédo, as bactérias crescem
e se multiplicam consumindo mais OD (CETESB, 2002).

Para a Resolugdo CONAMA n° 357/2005, a quantidade de OD nao pode ser

inferior a 5,0 mg/L.

3.6.4. Sélidos Totais (ST)

Os solidos totais avaliam a quantidade de particulas dissolvidas e nao
dissolvidas existente no corpo d’agua, constituido principalmente de sais
inorganicos, pequenas quantidades de matéria organica e gases dissolvidos (LIMA,
2001).

De acordo com NIEWEGLOWSKI (2006), a agricultura, as estacdes de
tratamento de esgotos, esgotos nao tratados, efluentes industriais tratados ou néo
tratados, e mineragao sao as principais fontes de contaminagcado da agua por solidos
SuUSpensos.

O limite estabelecido pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005 deve ser inferior

a 500 mg/L para solidos dissolvidos totais.

3.6.5. Turbidez

A turbidez é causada pela presenga de materiais solidos em suspenséo,
como particulas inorganicas (areia, argila), plancton, detritos organicos e outras
substancias como zinco, ferro, compostos de manganés, resultantes do processo
natural de erosdo ou por adicdo de despejos domésticos ou industriais (MARTINS,
2009).

A turbidez excessiva influencia no processo de fotossintese, pois impede ou
dificulta a penetragao de luz (NIEWEGLOWSKI, 2006).
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Para a Resolucdo CONAMA n° 357/2005, a turbidez deve ser inferior a 100
UNT (Unidades Nefelométricas de Turbidez).

3.6.6. Nitrato (NO3) e Nitrito (NO;)

Segundo MARTINS (2009) o nitrogénio pode estar presente na agua sob
varias formas, tais como molecular, aménia, nitrito e nitrato. E um elemento
indispensavel ao crescimento de algas, entretanto, o seu excesso pode provocar o
desenvolvimento exagerado desses organismos.

Para os organismos vivos, a principal forma do nitrogénio como nutriente é o
nitrato (NOs3), produto da decomposicdo de matéria organica em uma série de
compostos organicos e inorganicos realizados por bactérias. O nitrato pode ser
obtido também por meio da acédo de bactérias fixadoras de nitrogénio e das
descargas elétricas que ocorrem na atmosfera (BRAGA et al, 2005).

O nitrito (NO;) é resultado da conversdo do aménio (NH4) e amdnia (NHs),
que posteriormente, através do processo de nitrificacdo, o nitrito € convertido em
nitrato por um grupo de bactérias quimiossintetizantes (BRAGA et al, 2005).

A Resolugado CONAMA n° 357/2005 estabelece o limite para nitrato inferior a

10 mg/L e para nitrito, inferior a 1 mg/L.

3.6.7. Fosfato (PO,)

O fésforo € um elemento indispensavel para o crescimento de algas e quando
em altas concentragbes pode conduzir um crescimento exagerado desses
organismos. Pode ser de origem natural, proveniente da dissolugdo de compostos
do solo e da decomposicdo da matéria organica; e de origem antrépica, através de
despejos domésticos e industrial, detergentes, excrementos de animais, inseticidas e
pesticidas (MARTINS, 2009).

De acordo com LIMA (2001), pela agdo dos microrganismos, a concentragao
de fosforo pode ser baixa (menor 0,5 mg/L) em aguas naturais e valores acima de 1
mg/L sdo geralmente indicativos de aguas poluidas.

Para a Resolugcdo CONAMA n° 357/2005, a quantidade de fosforo total deve

ser inferior a 0,025 mg/L.
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3.7. Técnicas de analises microbiolégicas
3.7.1. Técnicas de contagem de heterotréficos

As bactérias heterotréficas sao seres que nao produzem seu proprio alimento,
consumindo matéria organica produzida por outros seres Vivos.

A contagem de heterotroficos ou contagem padrdo em placas € um
procedimento com objetivo de estimar o numero de bactérias heterotroficas na agua,
sendo utilizada, particularmente, como uma ferramenta de acompanhamento das
variagdes nas condi¢cdes de processo, como de aguas minerais, ou a eficiéncia das
diversas etapas de tratamento, quando relacionado com aguas tratadas (SILVA,
2005).

O método de contagem em placas € uma técnica utilizada para quantificacao
de microrganismos, podendo ser utilizado tanto para contagem de heterotroficos,
bolores, leveduras, quanto para outros grupos, géneros e espécies. O procedimento
basico consiste na inoculagdo da amostra (e suas diluicbes) em placas contendo
meio de cultura soélido, seguida de incubagdo até crescimento visivel (FRANCO,
2008).

Este método se baseia no principio de que cada célula microbiana presente
na amostra ird se agrupar e formar uma coldnia visivel e isolada, quando fixada em
meio de cultura adequado (FRANCO, 2008).

Muitas vezes, as células microbianas ocorrem em agrupamentos (pares,
tétrades, cachos, cadeias) ndo sendo possivel estabelecer uma relacao direta entre
0 numero de colbnias e o numero de células. Portanto, essa correlacao é feita entre
0 numero de coldnias e o numero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC), que
pode ser utilizada tanto para células individuais quanto para agrupamentos
caracteristicos de certos microrganismos (SILVA, 2005).

De acordo com SILVA (2005) existem trés procedimentos basicos para a

contagem de microrganismos em placas, a seguir:

1. Plaqueamento em profundidade (“POUR PLATE”): Este método
permite inocular até 2 mL de amostra ou suas diluicdes, sendo indicado
para analise de amostra com contagens acima de 10%/mL, pois a

inoculagao de diluicbes abrange uma ampla faixa de variagdo e permite a
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separagdo dos microrganismos com diferentes tensdes de oxigénio.
Possui limite de detecgao de 1 UFC/mL e apresenta algumas limitagdes,
sendo a principal a necessidade de fusdo do meio de cultura antes do uso,
com isso alguns meios contendo suplementos com componentes sensiveis
ao calor apos a esterilizacdo, ndao podem ser aquecidos para a fusdo do
agar antes do uso.

2. Plaqueamento em superficie (“SPREAD PLATE”): Este método consiste
na inoculagdo da amostra diretamente na superficie do meio de cultura
sélido, ja distribuidos nas placas. E considerado vantajoso sob alguns
aspectos, pois nao expde os microrganismos ao calor do meio fundido,
permitindo a visualizagdo de caracteristicas morfoldgicas e diferenciais de
colénias, facilita a transferéncia de col6nias e ndo exige que o meio seja
translucido. A principal desvantagem € o volume inoculado que é limitado
a capacidade de absorgdo de liquido pelo meio de cultura, que nao
permite mais que 0,5 mL por placa. O procedimento padrdao visa a
inoculacdo de 0,1 mL por placa de cada diluicao, com limite de deteccao
de 10 UFC/mL.

3. Filtracdo em membrana: Este método é limitado a analise de amostras
liquidas limpidas, sem sélidos em suspenséao, que possam ser filtradas em
membrana de poro 0,22um. Permitindo analisar quantidades de volume
maiores, concentrando na membrana os microrganismos presentes. O
limite de deteccdo é de 1 UFC por volume inoculado, indicado para
amostras com contagens abaixo do limite de deteccdo dos outros

métodos.

3.7.2. Técnica de analise genética do perfil microbiano

A analise do perfil microbiano através das diferencas genéticas consiste em

técnicas basicas: extracdo e purificagcdo do material genético, PCR e DHPLC.

3.7.2.1. Reacgao em Cadeia com Polimerase (PCR)

A Reacdo da Polimerase em Cadeia baseia-se na multiplicacédo

geometricamente de um unico fragmento de DNA em milhdes de cdpias em poucas
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horas. A multiplicagdo é realizada com a agdo da DNA polimerase + dNTPS + 2
primers, que utiliza como molde um segmento de fita simples de DNA. Esta enzima é
capaz de construir a fita complementar a esse segmento, através da polimerizagao
de nucleotideos adicionados ao sistema. O inicio da cépia é realizada a partir de
dois oligonucleotideos iniciadores 5" — 3’, denominados primers, complementares as
extremidades 3’ e 5’ do fragmento de DNA a ser copiado (FRANCO, 2008).

A metodologia do PCR é simples e consiste basicamente de ciclos que
envolvem trés passos:
1° passo: desnaturacdo térmica do DNA duplex e separacdo em fitas simples a
temperatura de 95°C por 1 minuto;
2° passo: anelamento que consiste na diminuigcdo da temperatura e a ligagdo dos
oligonucleotideos iniciadores, a 62°C por 40 segundos;
3° passo: extensao através da polimerizagdo com formagao da fita complementar, a
72°C por 30 segundos.

Sintetizada a primeira cépia, o processo recomeca podendo se repetir de 20 a
30 vezes, o que permite uma amplificacdo para até 10° a 10° copias de cada
fragmento de DNA original.

A polimerase utilizada (DNA polimerase) é termorresistente, e todas as etapas
sao realizadas em um unico recipiente, bastando adicionar todos os compostos e
variar apenas a temperatura. Incubadoras de alta sensibilidade e rapido ajuste de
temperatura, denominadas termocicladores, foram especialmente desenvolvidas
para as técnicas de PCR (FRANCO, 2008).

3.7.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Desnaturante (DHPLC)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Desnaturante (DHPLC) é uma
técnica nova e promissora para analise da comunidade bacteriana, monitoramento e
identificacado, permitindo a separagao dos produtos da PCR utilizando um “ion-pair”
do sistema de HPLC de fase reversa (BARLAAN, 2005).

Este método consiste na discriminagao nas diferengas genéticas do gene 16S
rRNA de espécies de bactérias baseado na eficiéncia e sensibilidade na deteccao e
discriminagao de diferentes sequéncias genéticas. Esta discriminacao é feita através
de populagdes bacterianas por analise dos cromatogramas com os tempos de

retengdo para cada grupo. Estes cromatogramas sao comparados com um controle
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e a partir deste estima-se o nivel de impacto sofrido. Este método consiste de
técnicas como a extracdo do DNA, amplificacdo do PCR e analise do perfil
microbiano pelo DHPLC (BARLAAN, 2005).

Os resultados dos cromatogramas do DHPLC ndo somente fornecem a
descricdo da unido bacteriana, mas também permite o monitoramento do progresso
ou posigao de certas populagdes bacterianas, baseada na exibicdo dos tempos de
retencgao.

De acordo com XIAO (2001), o método de DHPLC n&o so6 revela a presenca
de uma incompatibilidade, localizagdo e natureza quimica do sequenciamento,
constitui também uma grande abordagem de custo/beneficio, devido a sequéncia de
alta similaridade entre os individuos.

O DHPLC tem a capacidade de detectar as variagdes nas sequéncias de
DNA, sendo possivel aperfeigoar o método para permitir a avaliagdo dos diferentes
tipos de complexo de populagbes microbianas e monitorar as populagdes de
ambientes de interesse (BARLAAN, 2001).

3.8. Analise estatistica multivariada

A estatistica multivariada € uma ferramenta amplamente empregada para
mostrar como as amostras se relacionam, ou seja, o quanto sdo semelhantes de
acordo com as variaveis utilizadas, sendo os métodos mais indicados a Analise dos
Componentes Principais (ACP) ou a Analise por Agrupamento Hierarquico (AAH)
(FERREIRA, 1996).

A anadlise de componentes principais (ACP) consiste em explorar a
interdependéncia entre as variaveis, reduzindo o numero de variaveis que sao
capazes de explicar as informacgdes dos dados experimentais (FERREIRA, 1996).

A analise de agrupamentos hierarquicos (AAH) tem por objetivo agrupar as
varidveis em subgrupos homogéneos de acordo com alguma medida de
similaridade, refletindo as semelhangas de suas propriedades (MINGOTI, 2005).

Os agrupamentos hierarquicos podem ser: ligagao simples ou vizinho mais
proximo (single linkage or nearest neighbour), ligacdo completa ou vizinho mais
distante (complete linkage or farthest neighbour), média (aritmética ou ponderada)
das distancias (average linkage) (MINGOTI, 2005).
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Segundo ANGELO et al (1987) quanto mais proximos estiverem os pontos no
espaco amostral, mais similares eles serdo. Os resultados podem ser exibidos na
forma de dendograma em fungéo das similaridades.

Os dendogramas representam a similaridade e dissimilaridade entre os pares

de elementos da matriz de dados.

3.9. Regiao em estudo

3.9.1. Rio Para

O Rio Para nasce na regidao das ilhas e desagua entre o Cabo Maguari e a
Ponta Curugd, no Oceano Atlantico, sendo um dos principais formadores da Baia do
Guajara. Une-se ao Rio Amazonas através do estreito de Breves, separando a llha
do Maraj6 do continente (figura 1). E também divide Abaetetuba dos municipios de
Muana e Ponta de Pedras (BRASIL CHANEL, 2010).

,@%?agaéé |

Figura 1. Mapa representativo do Rio Para e Baia do Guajara.

Fonte: www.cpatu.embrapa.br, 2010.

3.9.2. Rio Dendé

O Rio Dendé nasce nas mediagdes de uma industria de aluminio, tendo seu
sentido nordeste/sudoeste e desagua no Rio Para (figura 2, pag. 37). Ao longo do
rio concentram-se os grupos de pequenos pescadores e agricultores. A ocupagéo as

margens do rio ndo é tao acentuada, predominando ainda a mata ciliar, porém o rio


http://www.cpatu.embrapa.br/
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€ atualmente alvo de despejo de rejeitos domeésticos e industriais, deixando este
ambiente quase sem vida aquatica (RODRIGUES, 2008).
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Figura 2. Mapa representativo do Rio Dendé.
Fonte: Rodrigues, 2008.

3.9.3. Baia do Guajara

A Baia de Guajara localiza-se a nordeste da Baia do Marajo e estende-se da
confluéncia entre os Rios Acara e Guama até a llha de Mosqueiro, recebe também
influéncia do Rio Para (figura 1, pag. 36). Esta localizada na Regidao Metropolitana
de Belém e é tipicamente fluvio-estuarina, situada em um dominio de mesomaré
com amplitude maxima de 3.8 metros. A frente de Belém concentra-se industrias e
importantes nucleos habitacionais. Esta area € constituida por varzeas e rios que
sao utilizados pela populagao local como via de transporte, fonte de subsisténcia
alimentar e econdmica (GONCALVES et al, 2005; GREGORIO et al, 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo

O presente estudo foi realizado nos rios em torno dos Municipios de
Abaetetuba e Barcarena no Estado do Para no trecho em torno da area portuaria e
industrial instalada no Distrito de Vila do Conde (Barcarena) até a sede municipal de
Abaetetuba.

Os rios estudados foram: Rio Para e Rio Dendé e como referéncia a Baia do
Guajara localizada as margens da Cidade de Belém.

Na tabela 1 se encontra as descrigdes dos locais de coleta.

Tabela 1. Rios de coletas, coordenadas, zona e dia de coleta

Dias de
Rio Ponto Coordenadas Zona
coleta
Baia do 01 Long. 1h 25' 20" Foética e 13.04.10
Guajara Lat. 48h 1' 13.8” Afética
26.01.09
° AR’ ” Fotica e 25.04.09
Rio Dendé 01 | Long. 48”46 05.7
Lat. 1° 34’ 13.4 Afética 02.10.09
28.04.10
26.01.09
. Long. 48° 53’ Fotica e 24.04.09
Rio Para 03 15.47” .
Lat. 1° 41’ 25.3" Afética 03.10.09
26.04.10
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4.2. Coleta das amostras

As coletas foram realizadas nos rios como mostra a tabela 1 (pag. 38). Estas
coletas foram realizadas pela equipe do Instituto Evandro Chagas, com ajuda de
uma embarcagao do corpo de bombeiros e um barco menor de motor de popa com
capacidades compativeis para o deslocamento da equipe envolvida no trabalho de
coleta. A coleta na Baia do Guajara foi realizada pela equipe do Laboratério de
Investigacao Sistematica em biotecnologia, com auxilio de uma lancha particular.

Foram analisadas 18 amostras durante o periodo, sendo coletadas na
vazante, nas zonas fética e afética, tanto para contagem de unidades formadoras de
colénias, realizada no Laboratério de Microbiologia (LablSisBio) quanto para analise
do perfil microbiano por DHPLC no Laboratério de Polimorfismo de DNA. Todos os
pontos foram referenciados com o auxilio de um GPS e posteriormente langados em
uma base cartografica e plotados em mapa de localizagao (figuras 3, 4 e 5; pag. 40).

Para cada analise foi coletada separadamente 500mL de amostra.

Datas das image

Figura 3. Localizac&o do Rio Para
Fonte: Google Earth, 2010
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Figura 4. Localizag&o do Rio Dendé
Fonte: Google Earth, 2009
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Figura 5. Localizagdo da Baia do Guajara
Fonte: Gongalves et al, 2006

A coleta na zona fética foi realizada em frascos de polipropileno de 500mL
estéreis, os quais foram submersos invertidos, a 30 cm abaixo da superficie da

agua. Os frascos foram lentamente movidos de forma a posicionarem-se com a
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abertura voltada contra a corrente. Apds o preenchimento de 4/5 de sua
capacidade, estes foram vedados e acondicionados em caixas isotérmicas sob
refrigeracdo (4 a 10°C) e transportados nestas mesmas condicbes até os
laboratérios.

A profundidade para coleta em zona afética foi determinada utilizando-se
disco de SECCHI de 30 cm de diametro.

A coleta na zona afética foi realizada por meio de garrafas de van Dorn (figura
6), em profundidades variaveis. Essas garrafas tém por caracteristica principal um
dispositivo que permite que as mesmas sejam fechadas apds a captagdo da
amostra. Retirou-se, prioritariamente, a unidade amostral destinada a analise

microbioldgica, a fim de evitar contaminag¢ao ou alteragao na referida unidade.

Figura 6. Garrafa de van Dorn utilizada para coleta na zona afética

4.3. Analise dos parametros fisicos e quimicos

As analises dos parametros pH, temperatura e oxigénio dissolvido (OD) foram
realizados in situ. Soélidos totais dissolvidos (TDS), sélidos totais em suspensao
(STS), turbidez, cloreto, nitrato, nitrito, amdnio, amoénia, fosfato e sulfato foram
analisados nos Laboratérios do Instituto Evandro Chagas, na Secdo de Meio

Ambiente.
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4.4. Analise microbiolégica — Método de Plaqueamento em Superficie
(“Spread Plate”)

Esta metodologia consiste no método de plagueamento em superficie (spread
plate), em que a agua é inoculada e espalhada em placas de Petri contendo o meio
de cultura sélido GPY (glicose, peptona e extrato de levedura). Em seguida, as
placas foram invertidas e incubadas a 35°C por 78h, e a cada 24h contadas as
colénias contidas nas placas. Através do numero de coldnias sdao estimadas as
unidades formadoras de colbnias do rio impactado e por comparagao a um controle
pode-se estimar o nivel de impacto sofrido. Abaixo estd o procedimento
experimental que consiste nos preparos do meio de cultura e das solugdes, inéculo,

cultivo e contagem das unidades formadoras de col6nias (SILVA, 2005)
4.4.1. Preparo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o GPY (Glicose, Peptona, Extrato de Levedura),
composto por 20g de glicose (VETEC), 5g de peptona (BACTO™), 5g de extrato de
levedura (BACTO™) e 20g de Agar (BACTO™) em 1000mL de agua estéril,
segundo Health Protection Agency (2004).

4.4.2. Preparo da solugao salina peptonada

Esta solugcao € utilizada para a preparagao da solugdo mae e as respectivas
diluicdes. A solugéo salina € preparada no dia e composto por 8,59 de cloreto de
sodio e 1g de peptona (BACTO™) em 1000mL de agua destilada. Em seguida é
esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos (HERRERA, 2001).

4.4.3. Preparagcao das amostras

Em erlermeyer de 250mL, adiciona-se 225mL da solugio salina e 25mL da

amostra e homogeneiza-se. Esta solugao € denominada de solugédo mae.
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4.4.4. Diluigoes seriada da amostra

Em tubos de ensaio contendo 9mL da solugao salina, adiciona-se 1mL da
solugdo mae. Essa é a diluicdo 10", Para a diluicio 1072, transfere-se 1mL da
diluigdo 107" para um tubo de ensaio com 9mL de solucéo salina. Para as diluicdes
subseqiientes (10° a 10°) segue-se retirando 1mL da diluicdo anterior e

transferindo-se para o tubo com 9mL de solugao salina (SILVA, 2005).
4.4.5. Inéculo e cultivo

Nas placas de petri, adiciona-se o meio de cultura e aguarda-se solidificar.

Inocula-se 0,1fmL de cada diluicdo e da solugcdo mae na superficie de
diferentes placas previamente preparadas e, com auxilio de uma alga de Drigalski,
espalha-se o in6culo pela superficie do meio, até que todo o excesso de liquido seja
absorvido (figura 7). Incuba-se as placas a 35°C por 72h. Foram realizadas os

experimentos em duplicata.

Figura 7. Espalhamento das amostras
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4.4.6. Contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC)

A cada 24h, conta-se o0os numeros de colénias existentes nas placas. De
acordo com a 20?2 edicdo do Standard Methods for the Examination of Water and
Wasterwater (1997), considera-se as placas que obtiveram contagem entre 30 a 300
colénias para o calculo das Unidades Formadoras de Colbnias por mL, seguindo a
equacao abaixo:

n° colonia x inv.diluicdo n°colonia x inv.diluicdo

UFC = ou UFC =

vol.inoculado 0,1

4.5. Andlise do perfil microbiano por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia Desnaturante (DHPLC)

O DHPLC é relativamente uma técnica nova que utiliza a formagdo de
heteroduplex para detecgdo das variagdes genéticas entre o DNA tipo selvagem e
fitas de DNA com mutagdes com referéncia ao homoduplex parcialmente
desnaturado (BARLAAN, 2005).

A técnica consiste na deteccdo das mutacbes que geram diferentes
conformacgdes na dupla hélice.

O método se baseia na passagem dos amplicons por uma coluna de
cromatografia liquida de fase reversa composta por particulas de poliestireno que
foram carregadas positivamente pela corrida da solugao tampao TEAA (acetato de
trietilaménia). A carga negativa do DNA, em razao dos seus grupos fosfatos, permite
que os fragmentos figuem agregados na coluna através dos agrupamentos de
amonia do tampao TEAA (BARLAAN, 2005).

A eluigdo das moléculas de DNA ¢ feita pela passagem do solvente organico,
acetonitrila (ACN), que na propor¢gao de aumenta sua concentragdo, diminui a
atracédo entre os fragmentos de DNA e TEAA. Através da forga de ligagao entre os
duplexes, os fragmentos com menor for¢ga sdo eluidos primeiro. E com detector de
ultravioleta, a absorbancia € medida e os resultados enviados ao computador, que
fornece graficos com picos referentes ao tempo de retengdo que permite a analise
das populagdes bacterianas (BARLAAN, 2005).
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O método baseia-se na eluigdo parcial das moléculas de DNA, seguido da
interagcdo do pareamento dos ions dos reagentes. Sob condigbes desnaturante
parcial a uma determinada vazao do gradiente do tampao, as amostras de DNA de
bactérias com variacbes na sequéncia apresentam diferengcas nos tempos de
retencdo com base na quantidade de DNA (BARLAAN, 2005).

Este método consiste de técnicas como preparacdo das amostras, extracao
do DNA, amplificagdo do PCR e a analise das amostras por DHPLC.

Os resultados dos cromatogramas do DHPLC ndo somente fornece a
descricdo da unido bacteriana, mas também permiti o monitoramento do progresso
ou posigao de certas populagdes bacterianas, baseada na exibicdo dos tempos de
retengdo. Estes cromatogramas sao comparados com um controle e a partir deste
estima-se o nivel de impacto sofrido.

Este procedimento foi realizado no Laboratério de Polimorfismo de DNA
(UFPA).

4.5.1. Separagao e concentragao das bactérias de interesse

Aproximadamente 500mL da amostra filtrou-se em sistema de filtracdo a
vacuo com kitassato e funil de acgo inoxidavel devidamente esterilizados (figura 8,
pag. 46). Cada amostra passou por varias etapas de filtragdo, como se segue:

Em uma primeira etapa de pré filtragéo, utilizou-se papel de filtro devidamente
estéril para retengdo de particulas maiores como folhas e sementes. Em seguida,
utilizou-se membrana de pré filtro AP15 em microfibra de vidro, 47mm de didmetro
(MILLIPORE), na qual a amostra foi submetida a mais duas filtragdes, e estas foram
descartados.

Na segunda etapa, a amostra foi filtrada uma vez em membrana HA em ester
de celulose, 0,45um de poro, 47mm de didmetro, quadriculada (MILLIPORE) e
cortado em pequenos quadrados e armazenados em tubo Falcon com solugao de
STE (cloreto de sédio 5M + tris-HCI 1M pH 8 + EDTA 100mM), devidamente
identificados.

Nesta ultima etapa, a solugdo com a amostra da segunda etapa foi filtrada
uma vez em membrana GS em ester cellulose, 0,22um de poro, 47mm de didmetro,

lisa (Whatmam), na qual foi cortado em pequenos quadrados e armazenados em
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tubo Falcon com solugdo de STE, devidamente identificado. Esta membrana foi
utilizada para extracdo do DNA.

Figura 8. Sistema de filtracédo

4.5.2. Extragdao do DNA total

Para as amostras de agua previamente filtradas, extraiu-se o DNA utilizando-
se a Lisozima. Em seguida, adicionado SDS, Proteinase K, e colocou-se em banho
Maria a 50°C por 1h.

Posteriormente, extraiu-se com fenol e centrifugado a 10000g por 15 minutos
€ o0 sobrenadante retirou-se para um novo tubo.

A este tubo acrescentou-se acetato de so6dio 3M e misturou-se
cuidadosamente, e em seguida adicionou-se etanol 95% e misturado por inverséao,
deixando em repouso para decantar. O sobrenadante é retirado e o pellet seco.

O pellet é resuspendido em tampéo TE (tris-EDTA) e adicionado RNaseA,
incubando-se a 37°C por 30 minutos.

O DNA é precipitado com acetato de amdnia 5M e isopropanol, incubando-se
a temperatura ambiente por 5 minutos.

Em seguida, centrifuga-se por 10 minutos e o pellet é lavado 2 vezes com
etanol 70%. Seca-se o pellet e dissolve-se em TE.

Adiciona-se volume igual de cloroférmio, misturando por inversdo e

centrifuga-se a 10000g por 5 minutos.
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O sobrenadante é transferido para um novo tubo e adicionado acetato de
sédio 3M, agitando cuidadosamente, e adiciona-se etanol 95%, misturando por

inversdo. Lava-se com etanol 70% por 2 vezes e dissolve-se em TE.

4.5.3. Condigoes da PCR (Reacdao em Cadeia da Polimerase)

Este procedimento consiste na ampliacédo do fragmento 16S rDNA (KOLLER,
2002). A amplificagédo é realizada com dois iniciadores (primers) que sintetizam as
fitas de DNA nesta regidao em dois sentidos ao mesmo tempo, sendo em uma fita no

sentido direto e na outra pelo inverso (figura 9).

A Primer 1
] D
Primer. Polymerase -
- - Extensdo
5 - Q[

Figura 9. Sentido dos iniciadores.

Fonte: http://blogdasmicro.blogspot.com/

Para amplificagdo do DNA total das bactérias das amostras de agua, foram

realizadas reagdes de PCR utilizando os iniciadores abaixo:

= PCR | (amplificacéo)
v' Bact 16SW-8F (sentido direto)
5 —-AGAGTTTGA T(CT) (AC) TGG CTC AG -3
4.70D (Densidade optica)

v" Uni 16S-1407R (sentido reverso)
5 — GAC GGG GGT G(AT) G T(AG)C AA-3
1.80D (Densidade optica)



48

Para a reacido da PCR utiliza-se um volume final de 50 yL contendo: 35 pL de
agua, 5 yL de Tampao de PCR, 3 yL de MgCl, 3,0 mM, 2 yL de dNTPs 5mM, 1 uL
de cada primer 5 pmol, 0,5 yL de Taq DNA polimerase (1U) e 0,5 pyL de DNA
template.

A amplificagcao foi realizada em termociclador (Peltier Thermal Cycler — MJ
Reasearch) de acordo com a seguinte programacéao: 30 ciclos de: 2 minutos a 95°C
para desnaturacéo inicial; 1 minuto a 95°C para desnaturagao; 40 segundos a 62°C
para anelamento e 30 segundos a 72°C para extensao; e 1 ciclo para extenséo final
de 5 minutos a 72°C.

4.5.4. Condicoes do DHPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Desnaturante)

Este procedimento consiste na separagdo dos agrupamentos bacterianos
através dos grampos GC agregados a uma regidao dentro do 16S que facilita os
fragmentos de DNA a se aderir a coluna. Posteriormente com a passagem do
eluente em concentragdo crescente, os fragmentos com menor afinidade com a
coluna vao se desagregando em menor tempo, seguido dos de maior afinidade, que
sao registrados nos cromatogramas com os tempos de retengao correspondente a
cada agrupamento bacteriano (XIAO, 2001).

Para a amplificagdo para o DHPLC utilizam-se os seguintes primers

especificos com grampos GC:

= PCR Il (primer com grampos GC)
v OligoName: FP6 40 (interno)
5" — CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG
GCC TAC GGG AGG CAGCAG -3
11.90D (Densidade optica)

v" 534R (sentido reverso)
5-ATT ACC GCG GCT GCT GCT GG-¥

Os produtos da segunda PCR com grampo GC foram separados por DHPLC

(Transgenomics™, USA - sistema Transgenomic WAVE) em coluna de
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cromatografia liquida de fase reversa DNASEP®HT (Transgenomic, Omaha, NE),
composta por particulas de poliestireno carregadas positivamente pela passagem do
tampdo TEAA (acetato de trietilaménia). Foram injetados 10 uL do produto
amplificado e 2 uL de agua na coluna a uma temperatura de 63,5°C, com fluxo de
0,9 mL/min. A eluigdo das moléculas de DNA foi feita pela passagem de um solvente
organico, acetonitrila (ACN), que na medida em que aumenta sua concentragéo,

diminui a atragao entre os fragmentos de DNA e o TEAA.
4.6. Analise Estatistica

As estimativas de desvio padréao (ds) dos valores de UFC foram calculadas
através da formula ds = + (Z(x; — Xm)? / (N-1))°°.

Para avaliacdo dos dados obtidos através de estatistica multivariada foi
empregada a Analise Hierarquica de Agrupamento (AHA), utilizando o software

Statistica versao 9.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. BAIA DO GUAJARA (CONTROLE)

5.1.1. Analise dos parametros fisicos e quimicos

A Baia do Guajara foi escolhida como controle devido esta afastado da area
estudada e o ponto selecionado encontra-se longe da orla da cidade de Belém e
préximo da margem do outro lado da Baia.

Foi realizada somente uma coleta em abril/2010 e os parametros medidos

foram somente pH, Temperatura e Oxigénio Dissolvido como mostra a tabela 2.

Tabela 2. Parametros fisicos e quimicos da Baia do Guajara.

Baia do Guajara (controle)

ABRIL/2010
Parametros ZONA FOTICA | ZONA AFOTICA
pH 6,12 5,76
Temperatura (°C) 30,6 30,40
Oxigénio Dissolvido* 6,40 6,00

* mg/L

Observa-se que o pH na zona fética foi maior que na afética, sendo que
somente na zona fotica esta em concordancia ao exigido pela Resolugago CONAMA
n°® 357/2005.

A variacdo de temperatura e oxigénio dissolvido é relativamente baixa entre
as duas zonas, estando ambas em conformidade com a Resolugdo CONAMA n°
357/2005.

5.1.2. Analise microbiolégica
A Baia do Guajara apresentou uma baixa quantidade de UFC. Os

microrganismos encontrados sao oriundos da propria Baia, pois como Belém possui

tratamento de esgoto, a agua que ¢é langada na Baia vai com poucos
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microrganismos e também o ponto coletado encontra-se do outro lado, n&o
possuindo esgotos proximos.

Devido a baixa quantidade de UFC, s6 foi possivel analisar os
microrganismos usando a amostra in natura, ou seja, sem nenhuma diluicdo que o
meétodo propde.

Mesmo a amostra in natura a quantidade de microrganismos foram baixos. Na
zona fotica foi de 700+4,94 UFC/mL, enquanto na afética foi mais elevada sendo de
7300+15,55 UFC/mL.

Observa que na zona afética a concentracdo de UFC foi elevada, isso se
deve a deposicao de folhas e galhos provenientes do ambiente circundante. Fato
este que é confirmado pelo valor maior de oxigénio dissolvido, pois revela o
consumo do mesmo pelo processo metabdlico das bactérias.

Os trabalhos que tratam de bioindicadores de contaminagéo sao relacionados
ao grupo de coliformes, pois somente sdo encontrados quando ha o despejo de
esgotos. Entretanto, o uso de microrganismo como indicadores biolégicos s&do mais

amplos e caracterizam melhor o nivel de polui¢ao.

5.1.3. Perfil das populagoes microbianas analisadas por DHPLC

Os cromatogramas confirmaram esta baixa quantidade de microrganismos,
pois apresentaram, na zona fética somente 3 picos e na afética 4 picos relevantes
de agrupamentos microbianos (APENDICE | e II, pag. 88).

Através dos cromatogramas observa-se uma diversidade populacional
microbiana entre as duas zonas, que sao representados pelos tempos de retencgao,
em que cada pico corresponde a um agrupamento microbiano.

Em cada pico correspondente ao tempo de retengdo foi calculado um
percentual da area total e consequentemente foram determinadas as quantidades
de UFC correspondente a cada pico.

O cddigo, tempo de retengéo, area, percentual e UFC correspondente a cada
area encontra-se na tabelas 3 e 4 (pag. 52).

Os resultados dos cromatogramas do DHPLC ndo somente fornece a
descrigdo da unido bacteriana, mas também permiti o monitoramento do progresso
ou posigao de certas populagdes bacterianas, baseada na exibicdo dos tempos de

retencao.
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Tabela 3. Cddigos, tempo de retengao e UFC da Baia do Guajara — Zona fética

BAIA DO GUAJARA — ZONA FOTICA
15 8,7 256
17 8,9 358
21 9,3 85

TR: Tempo de Retengéo (min.); *UFC/mL.

Tabela 4. Cddigos, tempo de retengdo e UFC da Baia do Guajara — Zona afética

BAIA DO GUAJARA — ZONA AFOTICA

12 8,3

1927
14 8,6 1394
16 8,8 3679
21 9,3 299

TR: Tempo de Retengéo (min.); *‘UFC/mL.

Os resultados das analises dos parametros fisicos, quimicos e
microbiolégicos da Baia do Guajara foram utilizados como ponto de referéncia para

os demais rios. Ressalta-se que os sistemas sao relativos.

5.2. RIO PARA

5.2.1. Analise dos parametros fisicos e quimicos

Os resultados das anadlises de alguns parametros fisicos quimicos realizados

pela equipe do Instituto Evandro Chagas nas amostras coletadas no Rio Para

encontra-se na tabela 5 (pag. 53).



Tabela 5. Parametros fisicos e quimicos do Rio Para.

Rio Para
~ Parametros | JANEIRO/2009 | ABRIL/2009 | OUTUBRO/2009 | ABRIL/2010 | IEC/2008
pH 7,7 6,7 NR NR 7.1
Temperatura 206 292 R R 09 4
(°C) ’
Oxigénio 74 6.7 R R 8.4
Dissolvido* ’
Sélidos
Totais
Dissolvidos 220 1.0 NR NR R

— TDS*

Turbidez** 9,5 11,5 NR NR 29,0

Solidos

Totais em
Suspensao >0 > NR NR 12,0

— STS*

Cloreto* 21734 1,5539 NR NR NR
NO,* 0,6592 0,0053 NR NR 0,0015
NOs* 0,1943 0,1322 NR NR 0
NH3* 0,0104 0,0011 NR NR 0,37
NH,* 0,0126 0,0012 NR NR NR
PO4* 0,0038 0,0010 NR NR NR
SO4* 2,0120 0,8392 NR NR NR

*mg/L; **UNT; NR: nao realizado

Analisando os valores de pH em cada periodo de coleta, observou-se que em
abril/2009 apresentou o menor valor.

Nao houve grande variagdo nos parametros temperatura, sélidos totais em
suspensao, nitrato e fosfato durante os periodos de coleta. Entretanto, oxigénio
dissolvido, sdlidos totais dissolvidos, turbidez, nitrito, amdnio, aménia e sulfato
sofreram variacdo significativa, sendo que no més de janeiro/2009, a maioria, foi

mais elevada.
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Todos os parametros analisados estdo em concordancia com os limites
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005, com excegao da temperatura.

Em relatério do IEC (2008), foram realizadas analises fisicas e quimicas em
um trecho do Rio Para. Estas coletas foram realizadas no dia 15 de maio de 2008
em varios pontos selecionados pela equipe do IEC. A fim de comparagdo com as
analises de abril de 2009, foi selecionado o ponto 019M de coordenada Longitude
01°33’30,8” e Latitude 048°46'18,4”. Comparando-se maio/2008 e abril/2009,
observa-se que apés um ano houve queda no oxigénio dissolvido, turbidez, sélidos
totais em suspensao e aménia (tabela 5, pag. 53).

No grafico 1 (pag. 55) apresenta-se o perfil da variagdo dos parametros nas
coletas no decorrer do ano de 2009. Observa-se que em abril/2009 todos os
parametros foram mais baixos que os demais meses com excec¢ao da turbidez. Este
periodo houve grande quantidade pluviométrica, o que pode ter proporcionado
aumento da turbidez devido ao carreamento de matéria organica da cidade (ANEXO
I, pag. 96).
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Gréfico 1. Parametros fisicos e quimicos do Rio Para. A: pH, B: temperatura, C: OD,

D: sélidos totais, E: micronutrientes.

Na tabela 6 (pag. 56) estao apresentados os parametros fisicos e quimicos do

Rio Para em comparagéo ao controle. Observa-se que os parametros pH e oxigénio
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dissolvido, no controle, estdo abaixo dos encontrados no Rio Para, com exce¢ao da
temperatura (grafico 1A, B, C; pag. 55)

Tabela 6. Comparagao dos parametros fisicos e quimicos entre Rio Para e controle,

zona fotica
Rio Para
Parametros | JANEIRO/2009 | ABRIL/2009 | OUTUBRO/2009 | ABRIL/2010 | CONTROLE

pH 7,7 6,7 NR NR 6,1
Temperatura 206 99.2 306

(oC) ! ! NR NR ’

Oxigénio
7.4 6,7 NR NR 6,4
Dissolvido*

* mg/L; NR: nao realizado

Os principais parametros fisicos e quimicos que influenciam na presenga dos
microrganismos séo pH, temperatura, oxigénio dissolvido e turbidez.

O pH influencia diretamente nos microrganismos, devido interferir na
regulacdo do equilibrio quimico que ocorre naturalmente nos ecossistemas
aquaticos. O aumento da temperatura faz com que diminua o OD, pois diminui a
solubilidade dos gases. O oxigénio dissolvido influencia diretamente nas unidades
formadoras de coldnias, pois € utilizada pelos microrganismos aerdbios e anaerdbios
nao estritos para respiragdo. A turbidez influéncia diretamente no oxigénio
dissolvido, pois com o aumento da turbidez impede a penetragdo da luz e,
consequentemente, afeta o processo de fotossintese, diminuindo a producédo de
oxigénio. As unidades formadoras de col6nias devem se relacionar entre si, pois as
concentracdes devem ser constantes.

A figura 10 (pag. 57) ilustra como os resultados obtidos se correlacionam nos

diferentes periodos de coletas.
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Temperatura
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Temperatura

OUT/2009 ABRIL/2010

Figura 10. Correlagao dos resultados obtidos.
Observacao: O x em vermelho representa que nao foi realizada a analise neste

periodo. O sinal # indica que nao houve influéncia.

Em janeiro/2009, observa-se a influéncia do OD sobre a turbidez e UFC, e do
pH nas UFC, entretanto a temperatura ndo se observa influéncia na OD. Em
abril/2009, as UFC influenciam no pH e OD, porém ndo se observa influéncia da
temperatura e turbidez. As analises dos parametros em outubro/2009 e abril/2010
nao foram realizadas.

Pelo fato da maioria dos parametros encontrados se relacionarem com as
UFC, nao foi possivel utilizar de analises estatisticas para discriminar os parametros

e as UFC nos periodos de coletas.

5.2.2. Analise microbiolégica

O Rio Para é o rio de maior porte da regido, possuindo um elevado fluxo de
grandes navios, e por este motivo recebe grande quantidade de efluentes oriundas
dessas embarcacoes.

Na tabela 7 (pag. 58), encontra-se a média da quantidade de colbnias
cultivadas (figura 11, pag. 59) nas placas apdés 78h de incubacao e as unidades

formadoras de colbnias para cada coleta, tanto na zona fética quanto afética.
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Tabela 7. Diluigdo, média dos numeros de colénias e as unidades formadoras de

col6nias do Rio Para para as duas zonas

eses de coletas
2 Janeiro/2009 | Abril/2009 | Outubro/2009 | Abril/2010
ona

Zona Fética
Diluigao 107! 107! 102 SM
Média do n° de 160,5 +
31,5+6,4 55+12,5 15,5+ 18,4
colbénias + ds 7,8
UFC (ufc/mL) 315x10 1605x10 55x10? 155

Zona Afética

Diluicao 107 107 SM SM
Média do n° de 67,0 + 60,5 +
122,5 + 65,8 94,0 + 93,3
colbnias + ds 12,7 110,5
UFC (ufc/mL) 1225x10 67x10° 94x10 605

SM: solugao méae; ds: desvio padrao

Na zona fética, quando relacionado as diluigbes em que foi encontrada a faixa
de contagem, houve um aumento das UFC’s no periodo de 2009 onde foi
encontrada em outubro/2009 uma diluicdo de 10. Entretanto ja em abril/2010 a
quantidade de UFC diminuiu, sendo encontrada na solugdo mae.

Ja na zona afética, janeiro e abril/2009 as contagens foram realizadas na
diluicdo 10™" e havendo uma diminuicdo na quantidade de UFC nos demais periodos,
em que foi considerada a solucdo mée, sendo que em abril/2010 observou-se a

menor quantidade.
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Figura 11. Placa com colénias cultivadas

O gréafico 2 (pag. 60) apresenta o perfil microbioldgico através das unidades
formadoras de colénias do Rio Para em comparacédo ao controle e a sazonalidade.
Observa-se que ha diferengas nas quantidades de microrganismos entre as duas
zonas, em que tanto a zona fética quanto a afética apresentou, em abril/2010, menor
quantidade de UFC, sendo também menor que o controle.

A zona fdtica, a partir de abril/2009, houve um decaimento das unidades
formadoras de col6nias. A zona afética apresentou um decaimento no decorrer dos
periodos de coleta. Analisando o periodo de um ano (abril/l2009 e abril/2010)
observa decaimento nas UFC nas duas zonas em abril/2010.

Quando comparado ao controle, as quantidades de UFC em janeiro, abril e
outubro/2009 sao elevadas, isto se deve ao fato dos despejos dos esgotos de
Barcarena atingir diretamente o rio.

Em abril/2009, foi o periodo de maior concentragcdao de UFC, devido ao alto
indice pluviométrico ocorrido na regido, o que provocou o carreamento de material

organico da cidade para o rio (ANEXO |, pag. 96)
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Grafico 2. Tendéncia do perfil microbioldgico do Rio Para em comparagéo ao

controle e sazonalidade.

5.2.3. Perfil das populagoes microbianas analisadas por DHPLC

Os cromatogramas foram analisados tanto entre a sazonalidade quanto em
comparagao ao controle.

Neste primeiro momento foi analisado em sazonalidade, onde se observou
que em janeiro e abril/2009, na zona fbtica, apresentou em comum o tempo de
retengcdo em 10,5 min, porém com o decorrer do periodo de coleta houve diminuicéo
das UFC. O tempo de 8,9 min apareceu em trés periodos de coleta, sendo que em
menor concentragdo de UFC em abril/2010 (APENDICES llI, V, IX; pag. 89, 90, 92).
Os agrupamentos com tempo em 11,1 e 11.3 min. apareceu em duas coletas
consecutivas (janeiro e abril/2009), entretanto em maior quantidade em abril/2009
(APENDICES lll, V; pag. 89, 90). O tempo de 9.5 min. apareceu em abril/2009 e
abril/2010 porem em abril/2010 houve diminuicdo brusca na quantidade
(APENDICES V, IX; pag. 90, 92. Tabela 8, pag. 62).

Na zona afética o pico em 9,3 min. apareceu em janeiro/2009 e abril/2010,
sendo que em janeiro apresentou maior quantidade. O tempo 10,1 min. foi
encontrado em janeiro com maior quantidade que em abril/2009 (APENDICES 1V,
VI, X; pag. 89, 90, 92. Tabela 9, pag. 65).
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Comparando as duas zonas, alguns agrupamentos aparecem em ambas nos
periodos de abril e outubro/2009, mas na afética em menor quantidade.
(APENDICES V, VI, VII, VIII; pag. 90, 91. Tabelas 8 e 9; pag. 62 e 65).

Quando comparado ao controle, na zona fética, o tempo de 8,7 min. aparece
em abril/2009 e em maior quantidade. O tempo de 8,9 min. nas trés coletas em que
foi encontrada, em abril/2009 apresentou maior quantidade. O agrupamento com
tempo de 9,4 min., em outubro/2009 foi maior que o controle (APENDICES |, V, VII;
pag. 88, 90, 91. Tabelas 3 e 8; pag. 52 e 62).

Ja na zona afética, o tempo 8,2 min. aparece em abril/2010 e em menor
quantidade em relacdo ao controle. Enquanto que o tempo 9,3 min. apareceu em
janeiro/2009 em maior quantidade e abril/2010 em menor (APENDICES II, IV, X;
pag. 88, 89, 92. Tabelas 4 e 9; pag. 52 e 65).

BARLAAN (2005) encontrou semelhancgas e diferengas na composi¢cao dos
agrupamentos bacterianos com base nos tempos de retengdo. Na maioria das
amostragens foram encontradas tempos de retencdo semelhantes. Entretanto outras
populagdes tenderam a aumentar ou diminuir durante todo o periodo amostral. Os
tempos de retencdo encontrados nas analises de espécies de bactérias marinhas
foram acima de 11.8 min, sendo que no Rio Para o maior tempo de retengao foi de
11.3 min.

O Rio Para apresenta uma grande variedade de microrganismos que podem
ser da propria flora microbiana natural ou que sdo langados através de esgotos
domeésticos. Entretanto, possui pouca semelhanga com os microrganismos da Baia

do Guajara.



62

Tabela 8. Codigos, tempo de retengao e UFC correspondente aos cromatogramas

do Rio Para — Zona fética

Cddigos | TR | JAN/2009? | ABR/2009% | OUT/2009% | ABR/2010% | CONTROLE?
7 7,7 NP NP 566 NP NP
9 7,9 NP NP NP 25 NP
10 8,0 NP NP 495 NP NP
15 8,7 NP 513 NP NP 256
17 8,9 280 401 NP 110 358
21 9,3 NP NP 1320 NP NP
22 9,4 NP NP 1133 NP 85
23 9,5 NP 1027 NP 14 NP
27 10,0 NP 1027 NP NP NP
30 10,3 NP 1878 NP NP NP
32 10,5 1496 NP 4235 5 NP
33 10,7 NP 2953 NP NP NP
34 10,8 888 NP NP NP NP
35 10,9 NP NP 852 NP NP
36 11,0 375 NP NP NP NP
37 11,1 NP 4349 709 NP NP
38 11,3 110 3900 NP NP NP

TR: tempo de retencdo (min); NP: ndo presente; 4UFC

Na tabela 8, observa-se que existem agrupamentos microbianos que
aparecem em somente uma coleta (outubro/2009) e nao foi encontrada no controle,
significando que este pode ndo pertencer a propria flora microbiana. Entretanto, no
mesmo periodo, ndo ha ocorréncia de um agrupamento que foi encontrado nos
demais periodos incluindo o controle, isto se deve por se tratar de um microrganismo
sensivel, pois neste periodo as aguas da Amazodnia se tornam um pouco salobra. O
tempo de retengcdo 10.5 min. apareceu em trés coletas, porém houve diminuigao das
concentracdes de UFC no decorrer dos periodos de coleta. O tempo de 9.5 min.
apareceu somente nos periodos de abril/2009 e abril/2010, onde o nivel
maior e carreamento de

pluviométrico foi consequentemente houve o
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microrganismos da cidade de Abaetetuba, sendo que em abril/2010 houve

diminuicdo brusca na concentragao de UFC.

Grafico 3. Dendograma de similaridade das UFC (zona fética) do Rio Para
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Para compor o grafico relacionou-se a UFC com o tempo de retengao
correspondente a cada codigo. Como se observa no grafico 3, houve a
discriminagdo dos agrupamentos representados pelos cédigos 33 (10.7 min.), 37
(11.1 min.) e 38 (11.3 min.) referentes ao periodo de abril/2009 (tabela 8, pag. 62)

devido apresentarem maiores concentragdes de UFC.
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Grafico 4. Dendograma de similaridade das UFC (zona fética) do Rio Para no

decorrer dos periodos de coleta em comparacao ao controle
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O grafico 4, observa-se a similaridade entre abril/l2010 e o controle, pois
apresentaram nas mesmas quantidades de agrupamentos e concentragées de UFC
proximos, seguido da similaridade com janeiro/2009 e posteriormente de
outubro/2009. Entretanto, discriminou abril/2009 devido apresentar maior numero de
UFC e distante aos demais periodos de coleta, fato este ocasionado pelo
carreamento de matéria organica oriunda da cidade, provocada pelo maior indice
pluviométrico em abril/2009 (ANEXO I, pag. 96).
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Tabela 9. Codigos, tempo de retengao e UFC correspondente aos cromatogramas

do Rio Para — Zona afética

Cddigos | TR | JAN/2009? | ABR/2009% | OUT/2009% | ABR/2010% | CONTROLE?

3,2 NP 536 NP 28 NP
8 7.8 NP NP NP 58 NP
9 7,9 1580 NP NP NP NP
11 8,2 NP NP NP 97 NP
12 8,3 NP NP NP NP 1927
15 8,7 NP 844 NP NP NP
16 8,8 NP NP NP 292 368
17 8,9 4079 NP NP NP NP
18 9,0 NP NP 148 NP NP
19 9,1 NP 851 NP NP NP
20 9,2 784 NP NP NP NP
21 9,3 1262 NP NP 88 299
22 9,4 NP NP 74 NP NP
23 9,5 NP 596 NP NP NP
23 9,5 NP NP NP NP 1394
24 9,7 NP NP NP 17 NP
25 9,8 NP NP 107 NP NP
26 9,9 NP NP 239 NP NP
28 10,1 1262 764 NP NP NP
29 10,2 NP NP NP 25 NP
30 10,3 NP 764 NP NP NP
31 10,4 3283 NP NP NP NP
32 10,5 NP NP 247 NP NP
34 10,8 NP 556 NP NP NP
35 10,9 NP NP 86 NP NP
36 11,0 NP 1789 NP NP NP
37 11,1 NP NP 37 NP NP

TR: tempo de retengao (min.); NP: ndo presente; aUFC
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Na tabela 9 (pag. 65) observa-se que em abril/2009 e outubro/2009
apresentaram uma diversidade microbiana, onde ocorreu o0 aparecimento de
agrupamentos totalmente distintos entre si e dos demais periodos, incluindo o
controle. Em janeiro/2009 e abril/2010 observa o aparecimento somente nestes
periodos de trés agrupamentos diferentes e que também nao apareceu no controle.
Os agrupamentos de abril/2009 e abril/2010 sao totalmente distintos.

Grafico 5. Dendograma de similaridade das UFC (zona afética) do Rio Para
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Observa-se no grafico 5, a separagdo em dois grupos principais, sendo
discriminado os agrupamentos representados com os codigos 17 (8.9 min.) e 31
(10.4 min.) referentes ao periodo de janeiro/2009 (tabela 9, pag. 65) devido

apresentarem maiores concentragoes de UFC.
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Grafico 6. Dendograma de similaridade das UFC (zona afética) do Rio Para no

decorrer dos periodos de coleta em comparacéo ao controle
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No grafico 6, observa-se a similaridade entre outubro/2009 e abril/2010, pois
apresentaram concentragdes de UFC proximos, e discriminou janeiro/2009 devido
apresentar maior concentracao de UFC em relagao aos demais periodos. Abril/2009,

outubro/2009 e abril/2010 apresentaram similaridade com o controle.

5.3. RIO DENDE

5.3.1. Analise dos parametros fisicos e quimicos

Os resultados das analises de alguns parametros fisicos quimicos realizados

pela equipe do Instituto Evandro Chagas nas amostras coletadas no rio Dendé
encontram-se na tabela 10 (pag. 68).
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Tabela 10. Parametros fisicos e quimicos do Rio Dendé.

Rio Dendé
Parametros | JANEIRO/2009 | ABRIL/2009 | OUTUBRO/2009 | ABRIL/2010** | IEC/2007

pH 6,6 5,2 6,8 NR 3,6

Temperatura
28,4 26,1 29,0 NR 27 1

(°C)
Oxigénio

8,8 45 7.5 NR NR

Dissolvido*

Solidos
Totais

26,0 25,0 26,0 NR 2255
Dissolvidos

- TDS*

Turbidez** 23,5 69,5 13,5 NR 3,0

Sélidos

Totais em
15,5 43,5 8,0 NR 8,0
Suspensao

- STS*

Cloreto* 6,0978 0,0642 2,2092 NR 3,2
NO,* 3,2978 0 0,0007 NR 0,007
NOs* 0,1654 0,0057 0,0976 NR 1,8
NHs* 0,2925 0,0128 0,0208 NR 0
NH4* 0,3552 0,0156 0,0252 NR NR
PO,4* 0,0021 0 0 NR 0,17
SO,4* 7,8374 0,1829 2,988 NR 231,0

*mg/L; **UNT; NR: néo realizado

Em todos os parametros observa-se uma grande variagdo no decorrer dos
periodos de coleta, com excecgao dos sélidos totais dissolvidos.

Analisando os valores de pH e oxigénio dissolvido em cada periodo de coleta,
observa-se que em abril/2009 apresentou 0 menor valor e abaixo da Resolugao
CONAMA n° 357/2005, nos demais periodos de coletas ficou na faixa dos valores

fixados pela resolugao.
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Em abril/2009 ocorreu elevagédo na concentracao de solidos totais soluveis em
comparagao aos outros periodos de coleta e, consequentemente, da turbidez, este
fato pode ter ocorrido pelo carreamanto de solos pelas aguas pluviais que foram
bastante altas neste periodo (ANEXO I, pag. 96). Observa-se ainda a diminui¢ao do
oxigénio dissolvido.

Todos os parametros analisados estdo em concordancia com os limites
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005, com exce¢ao do pH e OD da
coleta de abril/2009.

Em relatério do IEC (2007), foram realizadas analises fisicas e quimicas no
Rio Dendé. Estas coletas foram realizadas em fevereiro de 2007 devido a um
incidente ocorrido na regido, sendo coletados em varios pontos selecionados pela
equipe do IEC. A fim de comparagdo com as analises de janeiro de 2009, foi
selecionado apenas o ponto AS16 (vazante) contido no relatério, referente como
proximo a foz, sendo o ponto mais préximo ao deste trabalho. No presente relatério
do IEC/2007 observa-se que os parametros pH, turbidez, STS e NHj3; estdo abaixo
do contido neste trabalho e outros parametros encontra-se acima quando
comparados a este trabalho (tabela 10, pag. 68). Mesmo nao constando a analise de
oxigénio dissolvido e microbiolégica, apds dois anos, verifica-se supostamente uma
recuperacao do rio.

No grafico 7 (pag. 70) esta apresentado o perfil da variagdo dos parametros
nas coletas no decorrer do ano. Observa-se que em abril todos os parametros
ficaram abaixo dos demais periodos de coletas, com excec¢ao de turbidez e sdlidos

totais soluveis.
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Grafico 7. Parametros fisicos e quimicos do Rio Dendé. A: pH, B: temperatura, C:

OD, D: sélidos totais, E: micronutrientes.



Na tabela 11 estdo apresentados os parametros fisicos e quimicos do Rio
Dendé em comparacao ao controle. O pH nao sofreu muita variagdo em relagao ao
controle. A temperatura do controle encontra-se um pouco elevada que as do rio
Dendé, em consequéncia o oxigénio dissolvido, no controle, encontra-se abaixo dos
valores referente ao rio, pois com o aumento da temperatura ocorre a diminuigao do
oxigénio dissolvido na agua. Em todos os parametros, no més de abril/2009 estao

abaixo das demais coletas (grafico 7A, B, C, pag. 70).

Tabela 11. Comparacao dos parametros fisicos e quimicos entre Rio Dendé e

controle, zona fética

Rio Dendé
Parametros | JANEIRO/2009 | ABRIL/2009 | OUTUBRO/2009 | ABRIL/2010 | CONTROLE
pH 6,6 52 6,8 NR 6,1
Temperatura
28,4 26,1 29,0 NR 30,6
(°C)
Oxigénio
8,8 4,5 7,5 NR 6,4
Dissolvido*

* mg/L; NR: nao realizado

Os principais parametros fisicos e quimicos que influenciam na presenca dos

microrganismos séo pH, temperatura, oxigénio dissolvido e turbidez.

A figura 12 (pag. 72) ilustra como os resultados obtidos se correlacionam nos

diferentes periodos de coletas.
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JAN/2009 ABR/2009

Temperatura Temperatura

OUT/2009 ABRIL/2010

Figura 12. Correlagao dos resultados obtidos.
Observacao: O x em vermelho representa que nao foi realizada a analise neste

periodo. O sinal # indica que nao houve influéncia.

Na coleta de janeiro/2009, observa-se a influéncia da temperatura e turbidez
sobre o0 OD, e em consequéncia o pH e OD sobre as UFC. Em abril/2009 e
outubro/2009, ndo ha influéncia da temperatura no OD, entretanto, observa-se
interacdo do OD com a turbidez e UFC, e do pH com as UFC. A analise dos
parametros abril/2010 nao foi realizada.

Pelo fato dos paradmetros encontrados se relacionarem com as UFC, nao foi
possivel utilizar de analises estatisticas para discriminar os parametros e as UFC

nos periodos de coletas.

5.3.2. Analise microbiolégica

O Rio Dendé localiza-se préximo a Vila do Conde e de uma empresa de
beneficiamento de Caulim, sendo que este rio esta em recuperagcao apds vazamento
em 2007 (IEC, 2007).

Na tabela 13 (pag. 73), encontra-se a média da quantidade de colbnias
cultivadas (figura 13, pag. 75) nas placas apdés 78h de incubacao e as unidades

formadoras de colbnias para cada coleta, tanto na zona fética quanto afética.



Tabela 12. Diluicdo, média dos numeros de colbnias e as unidades formadoras de

colbénias do Rio Dendé para as duas zonas

Zona Fética
Diluicao 10" 10" 10 SM
Media do n° de colbnias 26,5+
175+78 |36,5+3,5 13+1,4
+ds 19,1
UFC (ufc/mL) 175x10 365x10 13x10? 265

Zona Afética

Diluicao 10 10 10 SM
Media do n° de colbnias
46,0 295+6,4 10+1,4 36,5+2,1
+ds
UFC (ufc/mL) 4563 295x10 10° 365

SM: solugdo mae; ds: desvio padrao

Nas zonas fotica e afética, as diluicdes em que foi encontrada a faixa de

contagem foram constantes (10™"), com excecdo da ultima coleta no qual a faixa foi

na solugao mae.

Figura 13. Placa com as colbnias cultivadas
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O grafico 8 apresenta o perfil microbioldgico através das unidades formadoras
de coldnias do Rio Dendé em comparagao ao controle e a sazonalidade.

Na zona fética, a partir de abril/2009 houve diminuicao das UFC no decorrer
do periodo de coleta, sendo que em abril/2010 apresentou menor concentracéo de
UFC em comparacao ao controle.

Na zona afética, ocorreu a diminuicdo na concentracao de UFC no decorrer
dos periodos de coleta.

Comparando as UFC no periodo de um ano depois (abril/2009 e abril/2010)
observa-se diminuicdo nas quantidades de UFC, tanto na zona fética quanto afética.

Observa-se que ha diferengas nas quantidades de microrganismos entre as
duas zonas, em que tanto a zona foética quanto a afética apresentou em abril/2010
menor quantidade de UFC.

Quando comparado ao controle, as quantidades de UFC na zona fética foi
menor durante todo o periodo em relagdo ao controle. Entretanto, na afética

somente em abril/2010 foi menor que o controle, sendo as demais coletas com maior

quantidade.
Perfil microbiolégico - Rio Dendé
8000 7300
7000
6000
E 5000 — 3650
g 4000 2950
S 3000 ~ 1750
2000 - 700 . 1300 1000
1000 ~ 265 365
0 ; ; ; - ; e . =
CONTROLE JANEIRO/2009 ABRIL/2009 OUTUBRO/2009 ABRIL/2010
Periodo de coleta
o FOTICA m AFOTICA

Grafico 8. Tendéncia do perfil microbioldgico do Rio Dendé em comparagao ao

controle e sazonalidade.

5.3.3. Perfil das populagoes microbianas analisadas por DHPLC

Os cromatogramas foram analisados tanto entre a sazonalidade quanto em

comparagao ao controle.
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Neste primeiro momento foi analisado em sazonalidade, onde se observou
que nao houve agrupamentos semelhantes entre os periodos de coleta tanto na
zona fética quanto na afética, o que significa que os microrganismos podem ser
transitorios para cada periodo (APENDICES XI, XII, XlIlI, XIV, XV, XVI; pag. 93, 94,
95. Tabelas 13 e 14, pag. 76 e 78).

Comparando as duas zonas, somente em abril/2010 apareceu agrupamento
semelhante no tempo de retencao 3,7 min., porém na zona afética a quantidade foi
um pouco maior que na fética (APENDICES XV, XVI; pag. 95. Tabelas 13 e 14, pag.
76 e 78).

Quando comparado ao controle, a zona fética apenas um agrupamento
semelhante de microrganismos com tempo de retengédo 8.7 min. (APENDICES |, Xl,
XII, XV; pag. 88, 93, 94, 95. Tabelas 3 e 13, pag. 52 e 76).

Ja na zona afética, somente o tempo 9,3 min. aparece em abril/2009 e em
menor quantidade em relagao ao controle (APENDICES II, XlI; pag. 88, 93. Tabelas
4 e 14, pag. 52 e 78).

BARLAAN (2005) em seu estudo com espécies de bactérias marinhas
encontrou tempos de retengéo variando de 11.8 min. e 23 min. havendo flutuagdes
da populacédo bacteriana durante o periodo de amostragem. No Rio Dendé o maior
tempo de retencao encontrado foi de 12.8 min.

O Rio Dendé apresenta uma grande variedade de microrganismos que podem
ser da propria flora microbiana natural ou que sdo langados através de esgotos
domeésticos. Entretanto, possui somente uma semelhanga com os microrganismos
da Baia do Guajara na zona afética.

De acordo com Barlaan (2005), as bactérias sao diferenciadas em termos de
composic¢ao, abundancia e presenga ou auséncia de populacdes bacterianas no

decorrer das coletas.
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Tabela 13. Cddigos, tempo de retengao e UFC correspondente aos cromatogramas

do Rio Dendé — Zona fética

Cddigos | TR | JAN/2009? | ABR/2009% | OUT/2009% | ABR/2010% | CONTROLE?
2 3,7 NP NP NP 47 NP
6 7,6 NP NP NP 158 NP
9 7.9 NP NP NP 59 NP
10 8,0 NP NP 133 NP NP
14 8,6 NP NP 543 NP NP
15 8,7 NP 536 NP NP 256
17 8,9 NP NP NP NP 358
20 9,2 NP NP 39 NP NP
22 9,4 NP NP NP NP 85
27 10,0 NP NP 342 NP NP
29 10,2 NP NP 225 NP NP
34 10,8 NP NP 18 NP NP
39 11,4 NP 1343 NP NP NP
40 11,7 NP 1175 NP NP NP
41 12,0 NP 1113 NP NP NP
42 12,8 NP 18 NP NP NP

TR: tempo de retencao (min.); NP: ndo presente; 4UFC

Na tabela 13, observa-se que o controle apresentou agrupamentos

semelhantes com o Rio Dendé (8.7 min.). Em abril/l2009 os agrupamentos

microbianos foram opostos a abril/2010, sendo que em abril/2009 houve tempos de

retencdo menores (ndo ultrapassando 7.9 min.), enquanto que em abril/2010 os

agrupamentos apareceram apos 11,4 min., sendo que neste periodo (abril/2010)

nenhum semelhante ao controle. Em outubro/2009 aparecem populacdes que nao

foram detectadas em outras coletas e nem no controle, significando que este pode

nao pertencer a propria flora microbiana e nesta época. Somente o tempo de

retencdo 8.7 min. aparece em duas coletas (abril/2009 e controle), porém em menor

concentragédo no controle. Ha ocorréncia de microrganismos distintos do controle.
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Grafico 9. Dendograma de similaridade das UFC (zona fética) do Rio Dendé
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Para compor o gréafico relacionou-se a UFC com o tempo de retengao
correspondente a cada codigo. Como se observa no grafico 9, houve a
discriminagdo dos agrupamentos representados pelos codigos 39 (11.4min.), 40
(11.7 min.) e 41 (12.0 min.) referentes ao periodo de abril/2009 (tabela 13, pag. 76)

devido apresentarem maiores concentragoes de UFC.

Grafico 10. Dendograma de similaridade das UFC (zona fética) do Rio Dendé no

decorrer dos periodos de coleta em comparacao ao controle
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O grafico 10, observa-se a similaridade entre abril/2010 e o controle, pois

apresentaram concentragcdes de UFC proximos, e discriminou abril/2009 devido
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apresentar maior numero de UFC e distante aos demais periodos de coleta, fato

este ocasionado pelo carreamento de material organico oriunda da cidade

provocada pelo maior indice pluviométrico na regido (ANEXO I, pag. 96).

Tabela 14. Codigos, tempo de retengao e UFC correspondente aos cromatogramas

do Rio Dendé — Zona afdtica

Cddigos | TR | JAN/2009? | ABR/2009% | OUT/2009% | ABR/2010% | CONTROLE?
2 3,7 NP NP NP 73 NP
3 4,0 NP NP 12 NP NP
4 4,9 NP NP 120 NP NP
5 7.4 NP NP NP 217 NP
8 7.8 NP NP NP 75 NP
11 8,2 NP 678 NP NP NP
12 8,3 NP NP NP NP 1927
13 8,5 NP 767 NP NP NP
14 8,6 NP NP NP NP 1394
15 8,7 NP NP 53 NP NP
16 8,8 NP NP NP NP 3679
21 9,3 NP 141 NP NP 299
23 9,5 NP 189 NP NP NP
28 10,1 NP 436 NP NP NP
30 10,3 NP 737 NP NP NP
31 10,4 NP NP 208 NP NP
33 10,7 NP NP 607 NP NP

TR: tempo de retengao (min.); NP: ndo presente; aUFC

Na tabela 14 observa-se agrupamentos distintos entre os periodos de coleta,

incluindo o controle, o que pode significar que os microrganismos sao transitérios

para cada periodo. Somente o tempo de retencao 9,3 min. aparece em abril/2009 e

em menor quantidade em relagdo ao controle.
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Grafico 11. Dendograma de similaridade das UFC (zona afética) do Rio Dendé
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Observa-se no grafico 11, a separagdo em dois grupos principais, sendo

discriminado o agrupamento representado pelo cédigo 16 (8.8 min.) referente ao

controle (tabela 14, pag. 78) devido apresentar maior concentracao de UFC.

Grafico 12. Dendograma de similaridade das UFC (zona afética) do Rio Dendé no

decorrer dos periodos de coleta em comparacéo ao controle
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O grafico 12, observa-se a similaridade entre abril/2010 e outubro/2009, pois

apresentaram quantidades de UFC similares e discriminou o controle devido

apresentar maior concentracdo de UFC, fato este ocasionado pela matéria organica

oriunda de galhos que se deposita no fundo da Baia
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6. CONCLUSOES

O biomonitoramento da qualidade de agua é um instrumento importante para
avaliacdo ambiental que consiste em acompanhamento microbiolégico sistematico,
com duragao de no minimo 2 anos, em regides consideradas de risco.

A quantificagdo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) ndo pode ser
utilizada para analise de alteragao ambiental, principalmente quando n&o se tem um
histérico da area em estudo.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Desnaturante (DHPLC) se mostrou
uma técnica viavel para caracterizagdo de agrupamentos microbianos, entretanto
sem a identificagdo das espécies microbianas ndo se pode avaliar o grau de
poluigao.

Entre as diversas anadlises multivariadas, a Analise de Agrupamento
Hierarquico foi a que melhor descreveu os resultados obtidos a partir das
quantidades de Unidades Formadoras de Colbnias

Dessa forma, este trabalho apresenta um aspecto relevante no sentido da

adaptacao do uso da flora microbiana aquatica como bioindicadores
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7. RECOMENDAGOES

Os microorganismos aquaticos apresentam indicativo de grande potencial
bioindicador, com algumas restricdes como numero de repetigdes, a identificagdo da
flora microbiana, identificacdo e quantificagao da acao antropica.

Ajustando essas variaveis as UFC podem ser utilizadas como parametro de
analise dos microorganismos como bioindicadores de alteragdo ambiental.

E juntamente com este biomonitoramento, deveria incluir a identificagdo das
especies microbianas presentes para uma possivel constru¢cdo de um banco de

dados da microbiota da regido Amazoénica.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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