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ABSTRACT

Three xenobiotics, benzene, toluene and benzoic acid (1, 5, 10 and 15 mM) were assayed as
substrates to indigenous microbial community of marine intertidal sediments sampled from a beach
near Niterois ferryboat station, at Guanabara bay, Rio de Janeiro (22° 53" 36" S and 43° 07’
30"W). The microbial population, especially the hydrocarbon degraders, was evaluated by Lowry s
protein method. Benzene had an inhibitory effect on microbial biomass when its concentration
increases from 1 to 15 mM. Considering the 15mM concentration, the benzoic acid and toluene
showed the higher biomass on the 19" and 5™ days, respectively. The presence of toluene or benzoic
acid (1-, 5-, 10- and 15 mM) in the culture medium induced a increasing on the microbial biomass
between 119 and 910%. The Lowry s protein method may be a practical and reliable alternative to
the usual microbiological methods used to estimate the microbial biomass exposed to xenobiotics.

RESUMO

O aumento de biomassa hidrocarbonoclastica em amostras de sedimentos marinhos que re-
ceberam dcido benzdico, tolueno ou benzeno, in vitro, nas concentragées de 1, 5, 10 e 15mM, foi
avaliado pelo método de Lowry para dosagem de proteinas. As amostras foram coletadas na interface
dgua/sedimento, no limite do batimento das dguas da praia adjacente a Estagdo Hidrovidria de
Niterdi, localizada na Baia de Guanabara, RJ (22° 53 36" S e 43° 07’ 30" W). Os resultados suge-
rem que o dcido benzdico e o tolueno foram utilizados como fontes de carbono e de energia pela
microbiota, pois verificou-se aumento de biomassa nas diferentes concentragdes de substratos
aromaticos adicionados. O benzeno revelou-se como o xenobidtico mais téxico a microbiota, visto
que em todas as concentragdes utilizadas ocorreu decréscimo de biomassa. A biomassa apresentou
niveis mais elevados entre o maximo de 19 dias para dcido benzdico 15mM e o minimo de 5 dias
para tolueno 15mM, com aumento percentual de 351%. Acido benzéico 5mM, tolueno ImM e SmM
aumentaram, em 7 dias, a biomassa hidrocarbonocldstica em 193%, 119% e 128%, respectivamen-
te, em relacdo aos controles. Com tolueno 10mM houve aumento de 196%, em 10 dias. O sistema
que apresentou maior aumento de biomassa foi o do dcido benzéico 10mM, com 910% em 9 dias. O
método de Lowry pard dosagem de proteinas mostrou-se adequado para quantificar a microbiota
hidrocarbonocldstica apta a biodegradar dcido benzéico e tolueno. Sendo assim, a dosagem de
proteinas poderd ser utilizada, tanto na avaliagdo, como na monitorizagdo de ambientes impactados,
pois poderdo ser acompanhados o aparecimento e a aclimatagdo de microbiota especifica, antes
que ela possa ser detectada pelos métodos microbiolégicos convencionais.

INTRODUCAO

A biodegradagdo € o me-
canismo primario pelo qual os
hidrocarbonetos e as substinci-
as aromaticas sdo eliminados do
meio ambiente (Alexander,
1981; Crapez, 1982). As comu-
nidades naturais de microorga-
nismos reconhecem as substan-
cias xenobiodticas, metabo-
lizando-as completamente, des-
de que haja exposi¢do prévia a(s)
fonte(s) poluidora(s) (Crapez et
al., 1989; Crapez et al., 1993),
condig¢des fisico-quimicas e nu-
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trientes adequados (Swindoll et
al., 1988; Rijnaarts et al., 1990).
O fenémeno de reconhecimen-
to induz a uma sele¢do inicial,
adaptag¢do, aclimatagio e proli-
feracdo de microbiota autdcto-
ne especializada. A aquisig¢do
adaptativa de vias de degrada-
¢do de substincias xenobidticas
tem sido .demonstrada em bac-
térias de diversos ecossistemas
(Barkay & Pritchard, 1988;
Madsen et al., 1991). Entdo, a
sobrevivéncia das espécies, que
compdem a microbiota, esta li-
gada a habilidade de se adapta-

rem ao estresse ambiental.

As metodologias, comu-
mente utilizadas em microbi-
ologia, para a monitorizagdo de
ambientes potencialmente im-
pactados, sdo de execugdo de-
morada, com obtengdo de resul-
tados ap6s dias de incubacgio e
ineficientes para evidenciar to-
das as bactérias viaveis in vitro
(Roszak & Colwell, 1987). Em
verdade, os métodos de nume-
ragdo do crescimento in vitro
sdo seletivos e ndo abrangem o
estudo da totalidade da comu-
nidade bacteriana (Sieburth,
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1967). Em laboratério, as bac-
térias sdo cultivadas, geralmen-
te, em meio liquido; contudo, o
meio ambiente € bem mais
complexo, sendo que a superfi-
cie do solo ou do sedimento sdo
0s maiores sitios da atividade
microbiana (van Loosdrecht et
al., 1990). No intuito de mino-
rar tais dificuldades, existe uma
tendéncia de se escolher meto-
dologias sensiveis para moni-
torar o estresse ambiental, que
detectem alteragdes metabdli-
cas iniciais em organismos ex-
postos a um amplo espectro de
substancias toxicas, mesmo em
baixas concentragdes. Os méto-
dos de dosagem de proteinas
permitem uma avaliagdo preci-
sa da variagdo de biomassa
microbiana, evitando os méto-
dos de numerag¢do e de isola-
mento. Sdo de facil execugdo
e bastantes sensiveis
(Klinkenberg & Schiewer,
1991; Melchiorri-Santolini et
al.,, 1991; Kajan et al., 1992).
Até entdo, ndo havia sido
verificada a validade desse mé-
todo para acompanhar a respos-
ta da microbiota, submetida a
agentes estressantes, em um
microcosmo. Sendo assim, foi
escolhido o método de Lowry
para determinar o impacto cau-
sado por substdncias arométi-
cas, em concentragdes xeno-
bidticas, na microbiota autdcto-
ne de sedimentos marinhos
(Lowry etal., 1951). Conhecen-
do-se a importancia dos sedi-
mentos como microhabitats para
as bactérias marinhas, realiza-
mos experimentos com amos-
tras de sedimento coletados na
praia adjacente a Esta¢do Hidro-
viaria de Niteréi, localizada na
Baia de Guanabara, RJ (22° 53’
367 S e 43°07 30”W).

MATERIAL E METODOS

As amostras de sedimen-
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to foram coletadas na interface
agua/sedimento, no limite do
batimento das dguas na praia,
em profundidade de 0-10cm,
pesadas, distribuidas em frascos
de rolha esmerilhada ¢ incuba-
das a temperatura ambiente,
tendo, como fonte de carbono,
acido benzdico, tolueno ou
benzeno, nas concentragdes de
1, 5, 10 e 15mM. Os grupos
controle continham apenas a
matéria orginica endogena do
sedimento como fonte de car-
bono e de energia.

As bactérias adsorvidas
ao sedimento foram desagre-
gadas por agitagdo mecédnica
durante trinta minutos (Doria &
Bianchi, 1982), em solugio de
NaOH 0,2N. Em seguida, fez-
se filtragdo em papel Whatman
n° 1. A biomassa bacteriana foi
estimada pela metodologia de
dosagem de proteinas (Lowry et
al., 1951), realizada em tri-
plicata, em intervalos de tem-
po regulares durante 30 dias
para cada substrato testado. Os
controles da reagdo quimica

entre as substincias aromaticas
e o reagente para dosagem de
proteinas foram utilizados

para calibrar a leitura
espectrofotométrica.
RESULTADOS

O acido benzdico e o
tolueno foram utilizados como
fontes de carbono e de energia
pela microbiota do sedimento
estudado, sendo que o aumento
da concentragd@o dos substratos
aromaticos foi seguido por au-
mento de biomassa hidrocar-
bonoclastica (Figs. 1 e 2). A
andlise estatistica pelo teste 7 de
Student evidenciou os seguin-
tes valores de p: acido
benzdico 1mM (p=0,0098"),
SmM (p=0,0030""), 10mM
(p=0,02427) e 15mM
(p<0,0001™""); tolueno 1mM
(=0,0022""), 5mM (p<0,0001"*"),
10mM (p<0,0001**") e 15mM
(p<0,00017").

O benzeno, como fonte
de carbono, revelou-se como o
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Figura 1 - Biomassa ([PTN]ug/g) e degradacgdo de tolueno (1, 5, 10 e
15mM) em sedimento marinho ao longo de 31 dias de incubagéo.
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Figura 2 - Biomassa ([PTN]ug/g) e degradagdo de 4cido benzdico (1, 5, 10
¢ 15mM) em sedimento marinho, ao longo de 30 dias de incubag&o.

xenobidtico mais téxico a
microbiota do local estudado,
visto que, nas concentragdes 1,
5,10 e 15mM, ocorreu decrés-
cimo de biomassa no bioensaio
realizado. Na concentragdo de
ImM, foram obtidas 49,3 ugg
'de proteinas em 9 dias; com
5mM, 48,0 pugg!' de proteinas
em 14 dias; com 10mM, 46,7
pge' de proteinas em 16 dias e
com 15mM, 45,8 pngg' de pro-
teinas em 12 dias (Tabela 1).
A biomassa microbiana,
caracterizada na populagido
hidrocarbonocléstica, apresen-
tou niveis mais elevados entre
o maximo de 19 dias para Aci-
do benzdico 15mM e o minimo
de 5 dias para tolueno 15mM
(Figs. 1 e 2). O aumento
percentual da biomassa
hidrocarbonoclastica para os
dois substratos citados foi de
351% em relagdo aos controles
de cada experimento. Os
substratos acido benzdico
SmM, tolueno 1mM e 5mM fo-
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ram utilizados como fontes de
carbono, aumentando, em 7
dias, a biomassa hidrocar-
bonoclasticaem 193%, 119% e
128%, respectivamente, em re-
lagdo aos controles. Com
tolueno 10mM, houve aumen-
to de 196% de biomassa espe-

cifica em 10 dias (Fig.1). O sis-
tema que apresentou maior au-
mento de biomassa hidrocar-
bonoclastica foi o do acido
benzdico 10mM, com o
percentual de 910% em 9 dias
(Fig. 2). Apos o provavel esgo-
tamento das fontes de carbono,
todos os sistemas entraram em
declinio, com sensivel queda na
concentragdo de proteinas, in-
dicando a substituigdo da popu-
lagdo hidrocarbonoclastica por
outras heterotroficas, que se
nutriram da matéria orgénica
acumulada com a morte das
bactérias da primeira fase.

Acido benzéico 1mM foi
utilizado como fonte de carbo-
no, mas a sua concentragao nao
permitiu aumento significativo
de células bacterianas; esse re-
sultado so foi obtido a partir da
concentragio de SmM (Fig. 2).
O crescimento de biomassa
com tolueno 1mM foi
significativo.

O aumento de biomassa
bacteriana, quantificada pela
dosagem de proteinas, foi
verificada desde o segundo dia
de incubagdo, tanto para o aci-
do benzdico, como para o
tolueno, nas concentragdes
testadas.

Tabela 1 - Biomassa (*[PTN] pg/g) e degradag@o de benzeno (1,5, 10 e
15mM) em sedimentos marinhos ao longo de 31 dias de incubagdo.

TEMPO DE

INCUBACAO CONTROLE ImM SmM 10mM  15mM
(dias) [PTN]* [PTN]® [PTN]*  [PTN]* [PTN]*
0 324 324 32,4 32,4 32,4
2 41,9 34,9 36,0 37.5 37,9
5 34,1 36,3 44,5 382 40,6
7 40,0 34,8 42,9 41,2 44,0
9 34,5 49,3 40,0 38,5 41,4
12 36,1 334 39,2 45,3 45,8
14 37,1 37,2 48,0 40,0 45,0
16 37.1 35,6 423 46,7 40,7
19 42,5 48,4 40,3 43,3 42,5
21 29,3 304 34,8 37,2 41,0
26 31,0 33,8 40,6 32,1 32,7
28 30,4 33,8 37,2 30,4 30,4
31 37,2 30,4 30,4 27,0 30,4
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CONCLUSAO

O método de Lowry foi
eficaz para quantificar a
biomassa microbiana em
microcosmos de sedimento
marinho, contendo aromaticos
como fontes de carbono e de
energia. Ao contrario de méto-
dos classicos de crescimento in
vitro, 0o aumento de biomassa ja
foi determinado desde as pri-
meiras 48 horas de incubagio.
Este resultado estd em acordo
com o observado por Spain &
Van Veld (1983), que estudaram
o tempo de aclimatagdo de co-
munidades microbianas ao

p-nitrofenol, medindo a respi-
racgio celular através de precur-
sor radioativo.

A microbiota aclima-
tada, estimulada pela presenca
de aromaticos em concentra-
¢Oes xenobidticas, tem potenci-
al de biodegradagdo para acido
benzodico e tolueno nas concen-
tracdes de 1, 5, 10 e 15mM
(Spain et al., 1980; Crapez,
1982; Crapez et al., 1989;
Crapez et al., 1993). Sendo as-
sim, o aumento de biomassa,
aferido pelo método de Lowry
e na presenga de substdncias
letais aos organismos, indica
que popula¢des microbianas

autdctones especializadas ja
ocorrem em numero significa-
tivo no ambiente e que, conta-
minado, tem capacidade de se
autodepurar.

O método também evi-
denciou que os sedimentos nao
continham microbiota aclima-
tada para degradar benzeno nas
concentragdes testadas. A
aclimata¢do simultidnea da
microbiota para moléculas es-
truturalmente correlatas, como
descrito por Wiggins &
Alexander (1988) e Alexander
(1994), ainda ndo foi estabe-
lecida no ambiente estudado.
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