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Resumo

O presente estudo foi dividido em duas partes, a primeira objetivou a analisar a
concentracdo de HPAs e avaliar histologicamente as branquias dos animais coletados. E, a
segunda, avaliar a presenca e caracterizar as populagdes bacterianas dos mariscos e ostras,
ambos nos estuarios do Estado de Pernambuco apds o derramamento de dleo. Para isso, foram
coletadas amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) e mariscos (Anomalocardia
brasiliana), em pontos do litoral norte e sul do estado. Os tecidos moles dos animais coletados
foram analisados quanto as concentragfes totais dos hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(HPAs), e as branquias foram analisadas histologicamente. Para a segunda andlise, foram
quantificados as contagens total de bactérias aer6bias mesofilas e psicotréficas,
Sthaphylococcus aureus coagulase positivo e determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP)
de coliformes totais e termotolerantes seguindo as orientacGes analiticas do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Além disso, foram caracterizadas por
sequenciamento (usando primers universais de regides codificadoras do gene 16S rRNA)
isolados bacterianos obtidos nos diferentes pontos analisados visando a identificacdo das
espécies de bactérias presentes no ambiente. Para o primeiro estudo, foram observadas
concentragOes de HPAs diferentes entre os litorais, sendo evidenciado principalmente, pela
concentracdo total nos mariscos do litoral norte, que em média obteve 4 vezes maior
concentracdo quando comparado ao litoral sul, com os compostos de baixo peso molecular,
naftaleno e antraceno, sendo 0s principais representantes para a concentracao total. Decorrente
da exposicdo a esses compostos, foram observadas alteracdes histolégicas nas branquias dos
bivalves, sendo mais severo nos espécimes amostrados nos pontos do litoral norte. Para as
analises bacteriologicas, foi observada que as contagens das bactérias mesofilas e psicotroficas
de ambas as espécies em relacdo aos pontos de coleta permaneceram abaixo do limiar adotado
para seguranca alimentar. Para o género Staphylococcus, os resultados obtidos estédo de acordo
com a legislacdo Brasileira vigente ndo sendo encontrados Staphylococcus coagulase-positivo.
Para as contagens de coliformes totais e termotolerantes, a maior média foi observada entre os
mariscos e as ostras do litoral norte, ndo sendo identificados nas amostras coliformes
termotolerantes. Com isso, foi possivel concluir que, no ponto de vista de consumo humano,
ambas espécies de ambos os litorais, estdo aptas para consumo, segundo a legislagéo brasileira,
porém a persisténcia dos residuos dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos no ambiente
causou alteracBes nos tecidos branquiais dos bivalves, com énfase para 0s espécimes
amostrados no litoral norte, demonstrando uma alteracdo no estado de saude dos animais.

Palavras-chave: HPA, Seguranca alimentar, Molusco, Atlantico Sul Tropical.
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Abstract

The present study was divided into two parts, the first aimed to analyze the concentration of
PAHs and histologically evaluate the gills of the collected animals. And the second is to
evaluate the presence and characterize the bacterial populations of shellfish and oysters, both
in the estuaries of the State of Pernambuco after the oil spill. For this, samples of oysters
(C. rhizophorae) and shellfish (A. brasiliana) were collected from locations on the northern and
southern coasts of the state. The wet tissues of the animals were analyzed for total
concentrations of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), and the gills were analyzed
histologically. For the second analysis, total counts of mesophilic aerobic and psychotrophic
bacteria, coagulase-positive Staphylococcus aureus, and determination of the Most Probable
Number (MPN) of total and thermotolerant coliforms were quantified following the analytical
guidelines of the “Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento” (MAPA). In addition,
bacterial isolates obtained from the different points analyzed were characterized by sequencing
(using universal primers from coding regions of the 16S rRNA gene) to identify the bacterial
species present in the environment. In the first study, different PAHs concentrations were
observed along the coast, being evidenced mainly by the total concentration in the shellfish
from the north coast, which averaged four times higher compared to the south coast. The low
molecular weight compounds naphthalene and anthracene were the representatives of the total
concentration. As a result of exposure to these compounds, histological changes were observed
in the gills of the bivalves, being more severe in the specimens sampled at the northern coast
points. For the bacteriological analyses, it was observed that the mesophilic and psychrotrophic
bacteria counts of both species concerning the analyzed locations remained below the threshold
adopted for food safety. For the genus Staphylococcus, the results obtained are under the current
Brazilian legislation, with no presence of coagulase-positive Staphylococcus. For total and
thermotolerant coliform, the highest average was observed among the shellfish and oysters from
the northern coast, with no thermotolerant coliforms identified in the samples. With this, it was
possible to conclude that, for human consumption, both species are safe for eating, according
to Brazilian legislation. But the persistence of polycyclic aromatic hydrocarbon residues in the
environment caused alterations in the gill tissues of the bivalves, with emphasis on the
specimens sampled from the northern coast, demonstrating an alteration in the health of the

animals.

Key words: HPA, Food safety, Shellfish, Tropical South Atlantic.
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1 Introducédo

Em 2019, a costa do nordeste brasileiro sofreu 0 maior desastre ambiental da sua historia,
causado por um derramamento de Oleo, na bacia do Oceano Atlantico Sul e nas regides
costeiras tropicais do mundo (SOARES et al., 2020). O vazamento se estendeu por mais de
3.000 km da costa nordeste e parte da costa sudeste, atingindo em torno de 800 localidades
(MAGALHAES et al., 2021; MARINHA DO BRASIL, 2019), sendo registradas grandes
ocorréncias entre agosto de 2019 e janeiro de 2020, e pequenas reincidéncias desde entdo
(MULLER et al., 2021).

Estudos da marinha e da Petréleo Brasileiro S.A. Petrobras (Petrobras) quanto a
composi¢do do material o determinou como petréleo (GOVERNO DO BRASIL, 2019),
tornando 0 evento como o mais extenso derramamento de petréleo nas regibes marinhas
tropicais (MULLER et al., 2021). Pesquisas indicaram que o 6leo encontrado ao longo de toda
a costa tinha a mesma origem, devido a suas caracteristicas, sendo um material sélido, com
densidade superior a agua do mar e com formacdo de emulséo estavel a partir de processos
meteoroldgicos (ARAUJO et al., 2021; LOURENCO et al., 2020), sendo postulado que a
localizacdo mais provavel do derramamento foi a aproximadamente 700 km da costa (LESSA
etal., 2021).

Até atingir o litoral brasileiro, o 6leo sofreu diversos processos como evaporacao,
dissolucdo, biodegradacéo e foto-oxidacdo, que modificaram sua forma e composi¢éo. Embora
0 intemperismo sofrido aumente a eficicia da sua dispersdo, também é aumentada a
persisténcia de fragdes do 6leo bruto soltvel na coluna d'agua (KUJAWINSKI et al., 2011;
REDDY etal., 2012).

O petroleo bruto é uma complexa combinagdo que contém uma multiplicidade de toxinas,
com aproximadamente 17.000 compostos organicos com volatilidade, solubilidade e toxicidade
diferentes (ALLAN; SMITH; ANDERSON, 2012). Tais compostos sdo formados unicamente
por carbono e hidrogénio, conhecidos como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
que geralmente s&o introduzidos no ambiente marinho por varios processos, como a combustdo
de matéria organica, maturacdo da matéria organica sob o gradiente geotérmico
(hidrocarbonetos de petrdleo) e a degradagdo a curto prazo dos precursores biogénicos
(BAUMARD et al., 1998).

A maioria das entradas de HPAs no ambiente marinho estéo ligados a atividade humana,
no caso dos compostos presentes no petroleo, apds dissipar, emulsionam, tornando as goticulas
de 6leo incapazes de re-coalescer, aumentando-se a probabilidade de interagdes das microgotas

com organismos planctdnicos ou organismos sésseis que se alimentam de pequenas particulas,
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como os moluscos bivalves (GRAHAM et al., 2010), razéo pela qual, estes organismos séo
amplamente adotados em estudos ecotoxicoldgicos (CANESI et al., 2012).

Os bivalves, por serem animais filtradores, possuem a capacidade de acumular diferentes
tipos de substancias do meio ambiente (STREHSE; MASER, 2020), com relatos de espécies
que acumulam HPAs solubilizados em agua através de suas branquias, ou pela ingestdo da
fragdo granulométrica fina (<62 pm) do sedimento e a posterior absor¢ao pelo trato digestivo
(OROS; ROSS, 2005). Além disso, estes organismos sdo especialmente susceptiveis a
poluentes transportados pela dgua, sendo também, capazes de bioacumular contaminagdo
bacteriana e de poluicdo organica (HELMHOLZ et al., 2016; PINTO, 2012).

No caso dos HPAs, a acumulacdo se da através da bioacumulacdo e biomagnificacdo, o
que causa riscos a satude humana (WANG et al., 2015), enquanto para a contaminagéo organica
(bactérias e demais poluentes organicos), a concentracdo ocorre principalmente pela
caracteristica filtradora com seletividade para pequenas particulas, como o fitoplancton,
zooplancton, virus, bactérias e matéria inorganica presentes no ambiente (OLIVEIRA et al.,
2011a).

Analises feitas pouco tempo apds o acidente (outubro de 2019 a janeiro de 2020) mostraram
niveis consideraveis de metais como mercurio (Hg), arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb),
e zinco (Zn) na agua do mar, e HPAs como: naftaleno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno e
acenaftaleno na d&gua do mar, peixes e mariscos (bivalves), em niveis acima dos recomendados
na resolucdo brasileira para consumo destes organismos (SOARES et al., 2021).

A toxicidade mais preocupante dos HPAs é sua carcinogenicidade, pois devido a sua
hidrofobicidade, sdo transportados para dentro das células, levando a inducdo da expressao
génica do grupo enzimatico do citocromo, no qual sdo metabolizados com possibilidade de
ligacdo ao DNA, tornando-se mutagénicos/carcinogénicos (HONDA e SUZUKI, 2020). Por
esta caracteristica, os HPAs séo considerados poluentes altamente toxicos com capacidade de
desregular o sistema enddcrino, além de sua facil disseminacdo no ambiente, perpetuacédo e
bioacumulacdo (GARCIA et al., 2014).

Os riscos toxicoldgicos envolvidos séo graves, agudos e cronicos, decorrente das fracoes
toxicas do petrdleo associadas a compostos aromaticos que podem culminar com a morte apos
a exposicao, que por sua vez, pode ocorrer por ingestdo, absorcdo por meio da pele integra e
inalacdo (PENA et al., 2020). Dezessete HPAs foram listados como mais graves em uma
possivel em relacdo de exposicdo e efeitos adversos a saude humana, por apresentarem efeitos,

citotoxicos, genotdxicos/mutagénicos e carcinogenicidade (WHO, 1998). Sendo benzo[a]
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pireno, naftaleno, criseno, benz[a]antraceno, benzo[k] fluoranteno e benzo[b]fluoranteno
alguns dos pertencentes a esta lista (MALLAH et al., 2022).

Similarmente, para a biota marinha, ha estudos atestando alteragdes sobre varios processos
fisiologicos das espécies de peixes e invertebrados, representando uma grande ameaga potencial
aos ecossistemas marinhos (HONDA; SUZUKI, 2020; SUZUKI et al.,, 2018), sendo
demonstrado que a exposic¢do a alguns HPAs pode resultar em falha na fertilizacdo (JEONG,;
CHO, 2005), danos oxidativos (PITTURA et al., 2018; YAZDANI, 2020) e genotoxicidade
(SARKER et al., 2018).

Além de contaminantes inorganicos, bivalves tem a capacidade de acumular diferentes
microrganismos (PARK et al., 2018), tornando-0s importantes transmissores de patdgenos
(CAMPOS et al., 2017), assim, a qualidade microbiana dos moluscos muitas vezes se
correlaciona significativamente com a populacdo humana e usos da terra em corpos d’agua
adjacentes (VAN DOLAH et al., 2008). Neste sentido, coliformes fecais sdo indicadores
aplicados comumente para a avaliagdo da qualidade dos moluscos e sdo usados avaliar a
caracteristicas das aguas onde os moluscos sdo capturados (GYAWALI; HEWITT, 2020;
HOOD; NESS; BLAKE, 1983; OLIVEIRA et al., 2011b).

Nacionalmente, os padrdes microbioldgicos de qualidade alimentar sdo regulados pela
Resolucdo do Conselho Nacional de Satde da Agéncia de Vigilancia, Resolu¢do RDC n° 12/01
da ANVISA, no qual estdo previstas as andlises e limites m&ximos aceitaveis para Escherichia
coli (bactéria predominante do grupo de coliformes termotolerantes), Staphylococcus
coagulase positiva e Salmonella sp. em produtos alimentares, incluindo o pescado (ANVISA,
2001). Em todo o mundo, existe varios registros de doencas associadas ao consumo de bivalves
devido a microrganismos ou biotoxinas (POTASMAN; PAZ; ODEH, 2002).

Dentre as espécies avaliadas durante e ap6s os episodios do derramamento de 6leo
(MAGALHAES et al., 2022; SOARES et al., 2021, 2020), destacam-se o0s bivalves
Anomalocardia brasiliana, e Crassostrea rhizophorae, por serem espécies amplamente
exploradas nos estuarios ao longo da costa brasileira (FERREIRA; DUARTE; SILVA, 2019),
tornando-as relevante a estudos que utilizem de monitoramento dos niveis locais de

contaminacédo por HPAs e grupos bacterianos patogénicos a satde publica.
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1.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de HPAs e caracterizar as populacGes bacterianas de Anomalocardia
brasiliana e Crassostrea rhizophorae nos estuarios do Estado de Pernambuco ap6s o

derramamento de 6leo.

1.2  Obijetivos especificos

e Avaliar a concentragdo de HPAs nas amostras de Anomalocardia brasiliana e
Crassostrea rhizophorae coletadas nos litorais norte e sul do estado de Pernambuco, ap6s
o derramamento de 6leo;

e Avaliar respostas histopatolégicas em branquias de Anomalocardia brasiliana e
Crassostrea rhizophorae coletadas nos litorais norte e sul do estado de Pernambuco, apds
o0 derramamento de 0leo;

e Determinar a contagem de grupos bacterianos patogénicos a salde publica: contagem
total de bactérias aerdbias mesofilas (CTB), de Sthaphylococcus coagulase positiva, do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes e de bactérias
psicrotroficas em amostras de A. brasiliana e C. rhizophorae nos litorais norte e sul do
estado de Pernambuco;

e Identificar molecularmente as bactérias isoladas das amostras de A. brasiliana e

C. rhizophorae coletadas nos litorais norte e sul do estado de Pernambuco.
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2 Artigo Cientifico

Os resultados obtidos durante o trabalho experimental desta dissertacdo estdo apresentados nos
artigos intitulados “Avaliagdo da presenca de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HPASs) e alteraces histologicas em Anomalocardia brasiliana e Crassostrea rhizophorae
de Pernambuco apdés derramamento de o6leo” e “Avaliacido e caracterizacio das
populacdes bacterianas de Anomalocardia brasiliana e Crassostrea rhizophorae em
estuarios de Pernambuco apdés derramamento de 6leo.”

2.1 Artigo 1 - Avaliacdo da presenca de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS) e
alteracdes histologicas em Anomalocardia brasiliana e Crassostrea rhizophorae de

Pernambuco apds derramamento de dleo

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista - Marine Pollution Bulletin.
Todas as normas de redacdo e citacdo, deste capitulo, atendem as estabelecidas
pela referida revista (https://www.sciencedirect.com/journal/marine-pollution-
bulletin)
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Avaliacdo da presenca de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS) e alteracdes
histologicas em Anomalocardia brasiliana e Crassostrea rhizophorae de Pernambuco apo6s
derramamento de 6leo

Resumo

O presente estudo objetivou analisar as concentragdes dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) nas populacdes dos mariscos Anomalocardia brasiliana e ostras
Crassostrea rhizophorae trés anos apés o derramamento de 6leo de 2019, assim como a
avaliacdo histopatoldgica dos tecidos branquiais das populaces alvo. Foram amostrados
individuos de ambas as espécies (n = 60) em pontos do litoral norte e sul do estado de
Pernambuco. Foi constatada a permanéncia dos residuos do &leo, sendo evidenciado
principalmente pela concentracdo total dos HPAs nos mariscos do litoral norte, que em obteve
média 4 vezes maior comparacao com o sul. Dentre os HPAs analisados, 0s compostos de baixo
peso molecular naftaleno e antraceno, foram os principais contribuintes para a concentracéo
total. A exposicdo a esses compostos, provocou alteracdes histolégicas nas branquias dos
bivalves, sendo mais severo nos espécimes amostrados no litoral norte. Demonstrando uma

alteracdo a saude dos bivalves, principalmente no litoral norte do estado.

Palavras-chave: Bivalve, Animal Aquatico, Contaminacdo, Histopatologia.

Introducéo
Em 2019, o nordeste brasileiro foi acometido pelo que foi considerado o0 mais extenso e

grave desastre ambiental ja registrado na histéria do pais, causado por um derramamento de
6leo que se estendeu por mais de 3.000 km da costa nordeste e parte da costa sudeste
(MAGALHAES et al., 2021; MULLER etal., 2021; SOARES et al., 2020). Este desastre afetou
mais de 40 areas marinhas protegidas e ecossistemas ameacados, como mangues, recifes de
corais, estuarios e praias arenosas (BRUM; CAMPOS-SILVA; OLIVEIRA, 2020).

Pesquisas indicaram que o 6leo encontrado na costa, determinado como petréleo bruto,
apresentava caracteristica solida, com densidade superior a &gua do mar e com formacéo de
emulséo estavel a partir de processos meteoroldgicos (ARAUJO et al., 2021; LOURENCO et
al., 2020; GOVERNO DO BRASIL, 2019). Tais processos possibilitaram a modificagédo da
forma e composicdo do oleo facilitando a sua dissolucdo. Proporcionalmente, a fracdo de
compostos de dleo bruto dissolvidos em comparacdo com a sua massa total é relativamente

pequena, porém é facilmente dispersa (MULLER et al., 2021).
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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), compostos formados unicamente
por carbono e hidrogénio e estdo entre os componentes altamente tdxicos liberados pelo
petrdleo bruto (Gao et al., 2019). Quimicamente estaveis podem resistir a degradacdo quando
alocados em sedimentos e séo considerados poluentes altamente toxicos com propriedades, que
podem causar efeitos adversos efeitos sobre as funcgdes fisioldgicas devido a sua alta toxicidade,
resultando em alta mortalidade de organismos aquaticos devido a suas propriedades
genotoxicas, cancerigenas e/ou mutagénicas (GARCIA et al., 2014;).

Andlises feitas meses apos o acidente atestam a presenca de HPAs como: naftaleno,
fenantreno, fluoranteno, fluoreno e acenaftaleno na agua do mar, peixes e moluscos (bivalve),
em niveis acima dos recomendados na resolucdo brasileira (MAGALHAES et al., 2022;
SOARES et al., 2021). Neste cenario, moluscos bivalves sdo especialmente susceptiveis aos
poluentes presentes na dgua (HELMHOLZ et al., 2016; PINTO, 2012), pois devido a sua
caracteristica filtradora, possuem a capacidade de acumular diferentes tipos de substancias do
meio ambiente (STREHSE; MASER, 2020), havendo relatos de consideravel bioacumulacéo
de HPAs em bivalves coletados em areas afetadas por 6leo (MARTINS et al., 2013; OROS;
ROSS, 2005).

Neste sentido, esses moluscos tém sido amplamente adotados em estudos
ecotoxicolégicos (CANESI et al., 2012) e uma das formas utilizadas para avaliacdo da presenca
de poluentes em um corpo hidrico, tem sido a analise das branquias dos animais, que constituem
uma interface primaria entre o animal e 0 ambiente para a absorcdo de contaminantes (JOSHY
et al., 2022). Em Pernambuco, os mariscos Anomalocardia brasiliana e a ostra Crassostrea
rhizophorae sdo as espécies marinhas mais exploradas comercialmente e consumidas na costa
(BOEHS et al., 2010; ZEIDAN; LUZ; BOEHS, 2012) tornando-as relevante a estudos que

monitorem os niveis de contaminacdo por HPAS e suas consequéncias.

Material e métodos
Coleta e acondicionamento das amostras

Foram coletadas amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) e mariscos
(Anomalocardia brasiliana), medindo respectivamente entre 5,52 + 0,67 mm e 2,70 £ 0,20mm,
nos Litorais Norte (LN) e Sul (LS) de Pernambuco entre os meses de marco e junho de 2022.
As coletas dos mariscos foram realizadas no estuério do rio Capibaribe (Recife — PE, Litoral
Norte) e do Rio Formoso (Rio Formoso — PE, Litoral Sul), e das ostras nos estuarios do Canal
de Santa Cruz (Itapissuma- PE, Litoral Norte) e do Rio Formoso (Rio Formoso — PE, Litoral
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Sul) Figura 1. Pontos de coleta nos Litorais Norte e Sul de Pernambuco (Brasil).Figura 1).
Estes locais foram determinados com base nos locais usados para a coleta de moluscos bivalves
pelo comité de crise do derramamento de 6leo em Pernambuco (UFRPE, 2020).

Figura 1. Pontos de coleta nos Litorais Norte e Sul de Pernambuco (Brasil).
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Imediatamente apds a retirada do ambiente, os animais foram acondicionados em
embalagens de aluminio (previamente mufladas a 450°C por 4 horas) lacradas e mantidas em
gelo gel em caixas isotérmicas, a temperatura entre 4 e 10 °C. Para a determinacdo dos HPAs,
foram coletadas 5 amostras por ponto. Para a analise histologica foram coletados 15 animais de
cada ponto. As amostras foram processadas dentro do limite de 24 horas para que fosse mantida
a integridade das mesmas.

Anélise do Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

As amostras coletadas, cada uma contendo 12 animais com um peso mole médio de 1,06
+ 0,05 e 2,20 £ 0,82 para mariscos e ostras respectivamente, foram homogeneizadas em solugéo
salina peptonada 0,1%. Aliquotas do tecido (1,0g) foram extraidas com liquido pressurizado
utilizado o equipamento ASE 300 (Thermo Scientific, Bremen, Germany), com pressdo de
extragdo foi 1500 psi e temperaturas de 80°C. Em cada amostra foi adicionado com 100 ng do
padrdo subrrogado (p-terphenyl-Dis4 - AccuStandard) para controle da fragdo de
hidrocarbonetos aromaéticos, os solventes utilizados foram diclorometano LiChrosolv® e

metanol LiChrosolv®, do fabricante Merck. A montagem das células de volume 60 ml foi feita



COSTA, G K A. Avaliacdo da presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e caracterizacdo... 19

com 5 g de silica gel na base, amostra de tecido e preenchida com terra diatomécea, intercalando
cada camada com filtros de celulose.

ApOs extracdo, os extratos foram concentrados e submetidos a fracionamento por
cromatografia liquida em coluna de vidro (1,3 cm de didmetro interno e 30 cm de altura)
empacotada com Na>SOj4 anidro, 7 g de alumina desativada a 2% e 10 g de silica desativada a
5%. A coluna foi eluida com 50 mL de hexano para a retirada dos hidrocarbonetos alifaticos e,
posteriormente, foi obtida a fracdo de aromaticos pela eluicdo de 75 mL de mistura
diclorometano:hexano (1:1). O extrato aromatico foi concentrado a 1 mL em evaporador de
amostras e fluxo de N.. Foi adicionado como padréo interno (100 ng) a mistura de HPA
deuterados, contendo: (i) naftaleno-d8, (ii) acenafteno-d10, (iii) fenantreno-d10, (iv) criseno-
di2 e; (v) perileno-d12 (Internal Standard, AccuStandard).

A quantificacdo de HPAs foi realizada por cromatografia a gas (Thermo Trace-GC)
acoplado a espectrémetro de massas (Thermo ISQ), baseada no método da US-EPA 8270-D
(EPA, 2014). Foi utilizada uma curva de calibracdo com base na adi¢do de padréo interno (100
ng) e 10 niveis de concentragdo (1, 2, 5, 10, 20,50, 100, 200, 400 and 1000 ng mL™") dos
16 HPAs prioritérios (naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3- c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno), como
estabelecido pela “United States Environmental Protection Agency” (US-EPA,2007).

Anélise Histopatoldgica

Para a realizacdo da anélise histopatoldgica, 15 animais de cada ponto tiveram suas
branquias retiradas cuidadosamente com bisturi. As branquias foram imersas em solucédo
fixadora Davidson AFA por 70 horas e, em seguida, transferidas para etanol a 70%, para sua
preservacao definitiva, e posterior preparo das laminas histoldgicas, coradas em hematoxilina
e eosina (HE) seguindo os protocolos de Bell e Lightner (1988).

Andlise estatistica
Os dados amostrados foram previamente analisados quanto a homogeneidade e normalidade
pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Para a analise estatistica, visando a
comparacdo entre os pontos de coleta foi utilizada o teste U de Mann-Whitney (ZAR,
2013).Todos os dados foram analisados com o auxilio do software IBM SPSS Statistics versao
25.0.0.0.



COSTA, G K A. Avaliacdo da presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e caracterizacéo... 20

Resultados e discussao

A presenca dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) foi positiva nos
diferentes pontos de coleta analisados. Os HPASs totais (>:38HPA - soma de 38 compostos
parentais e alquilados) obtiveram diferenga significativa para a espécie A. brasiliana,
apresentando valor médio 4 vezes maior no litoral norte em comparagdo com o sul, ndo sendo
detectada diferenca estatistica para C. rhizophorae, em ambos os litorais.

Similarmente, para a soma dos 16 HPAs prioritarios (>.16HPA), foi determinado um
valor médio maior nos mariscos do litoral norte (

Figura 2), que obteve mais que o dobro da concentracdo encontrada no litoral sul. Para

a ostra C. rhizophorae ndo foi encontrada diferenca entre os pontos de coleta.

Figura 2. Concentracdo total de HPAs (média + desvio padrdo) nas espécies de bivalves
amostrados na costa de Pernambuco, expressas em ng.g* de peso timido.
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Letras diferentes mostram diferenca significativa (p<0,05)

Embora ndo existam dados locais sobre a contaminacdo por HPAs que antecedam o
derramamento de 6leo de 2019, em estudo com amostragem feita entre novembro de 2019 e
janeiro de 2020, Magalhées et al. (2022) reportaram valores médios de > 37HPA (soma de 37
compostos parentais e alquilados) para o litoral norte e sul de Pernambuco, para ostras (C.
rhizophorae) de 50,0 e 194,89 ng.g™ e, para mariscos (A. brasiliana), 172,09 e 141,25 ng.g*

respectivamente. Ainda neste mesmo estudo, para a . 16HPA foi encontrado nas ostras 29,89 e
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25,08 ng.g' e, nos mariscos, 38,32 ng.g?! e 40,48 ng.gl, nos litorais norte e sul,
respectivamente.

Comparando os resultados com os encontrados no presente estudo, € possivel observar
uma diminuicdo nos valores médios das concentraces de HPA, expressa em ambos os indices.
Thompson et al. (2017), em uma anéalise das concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos em bivalves de uma baia canadense, reportou niveis elevados de contaminacéo e
toxicidade apos derramamentos de diesel que voltaram aos niveis basais cinco meses ap0os cada
acidente. Na costa pernambucana (Brasil), devido a auséncia de estudos prévios ao acidente
ambiental ocorrido em 2019, ndo se faz possivel tal inferéncia, embora tenha sido constatada a
diminuicdo das concentracfes de HPAs no presente estudo, passados dois anos do estudo feito
por Magalhdes et al. (2022).

O destino ambiental dos HPAs nos cenarios de mudanca de concentracfes presentes no
ambiente é importante, tendo que eles sdo a maior classe de carcindgenos quimicos conhecidos
atualmente. Os possiveis destinos para os compostos incluem volatilizacdo, oxidacgdo,
bioacumulagéo, lixiviacéo, degradacdo microbiana, adsor¢do a particulas do solo (KASTNER,
2008). Em meio aquoso, uma quantidade significativa dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos é biodegradavel (KADRI et al., 2017), porém, os compostos de mais de trés anéis
aromaticos sao altamente hidréfobos e tendem a se ligar a matéria organica depositando-se nos
sedimentos (GALLEGO BLANCO, 2012).

Zhang et al. (2009), em uma analise de residuos de HPA nos sedimentos e moluscos em
areas costeiras maritimas no norte da China, relata concentragfes (3.10HPA) mais elevadas no
sedimento que nos tecidos dos moluscos analisados. O presente estudo apenas relata a mudanca
das concentragdes nos tecidos dos bivalves, porém, devido a alta probabilidade de alocacéo dos
residuos em outros organismos e no sedimento do assoalho costeiro, faz-se necessario analises
que monitorem a médio e longo prazo, as concentracdes residuais presentes no ambiente.

As agéncias estadunidenses, "Food and Drug Administration” (FDA) e a "National
Oceanic and Atmospheric Administration” (NOAA) possuem um protocolo especializado para
avaliacdo de frutos do mar para consumo humano ap6s um derramamento de 6leo. Neste
protocolo os HPAs sdo divididos em duas categorias, ndo cancerigenos, que inclui naftaleno,
fluoreno, antraceno, fenantreno, fluoranteno, pireno, e seus respectivos homologos alquilados,
e, cancerigenos, compostos por benz[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenz[a,h]antraceno, e indeno[1,2,3-cd]pireno (NOAA-
FDA, 2010). Na perspectiva de satde animal, Martins et al. (2013) em um estudo dos danos no
DNA e efeitos oxidativos dos HPAs em branquias de bivalves, revelou que mesmo os HPAS
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considerados ndo cancerigenos para 0s humanos possuem um risco pro-mutagénico para 0s
moluscos.

No presente estudo, para o marisco A. brasiliana, as concentra¢Ges encontradas de todos
0s HPAs analisados no litoral norte foram numericamente superiores ao litoral sul, com
diferencas significativas para os hidrocarbonetos ndo cancerigenos, naftaleno, antraceno e
pireno e, 0s cancerigenos, benzo[e]pireno e benzo[a]pireno. Para a C. rhizophorae, os valores
médios de ambas as localidades foram proximos, sem diferencas estatisticamente significativas
(Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo média e desvio padrdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) em espécimes de A. brasiliana e C. rhizophorae coletadas na costa de Pernambuco,
expressas em ng.g”* de peso imido.

A. brasiliana C. rhizophorae
HPAS Litoral Norte Litoral Sul Litoral Norte Litoral Sul
(ng.g'h) (ng.g'h) (ng.g'h) (ng.g'h)
Né&o cancerigenos
Naftaleno 9,76 + 3,052 235+ 351P 2,41 + 2,242 2,84 +3,862
Acenaftileno 0+0¢ 0+0¢ 0+0? 0+0?
Fluoreno 0,10 +0,22¢ 0+0¢ 0+0? 0+0?
Antraceno 4,39 + 0,318 3,00+ 1,71P 2,33+1,332 2,15+1,302
Fenantreno 0,54 +0,50¢ 0+0¢ 0,20+0,44¢ 0+0?
0,74 + 0,572 0+0P 0,30+0,41¢ 0,13+0,29¢
Fluoranteno
Pireno 0,93+0,89¢ 0,08+0,17° 0+0¢% 0+0¢%
Cancerigenos
Benzo[ﬁlamrace 0,13+0,29° 0+0° 085+078°  111+0,339
Criseno 0,35+0,32% 0+0? 1,91+ 0,67% 2,22 + 0,452
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Benzo[b]fluoran

0,09+0,19° 0£0? 2,02 +0,382 2,14 + 0,592

teno
Benzol[e]pireno 3,08+0,312 1,02+1,41° 1,07 +0,61° 1,08 + 0,322

Benzo[k]fluoran 0,82+1.84° 0+0° 0+02 0+02

teno
Benzo[a]pireno 4,54+0,372 1,53+2,11° 0,71+£0,472 0,56 £0,512
Dibenzo[a,hjant 00° 00° 023+031%  011+0,26°

raceno
ndenoll23- 1y »1a1660 052+ 1170 011%025°  0,38+0,36°

c,d]pireno

Benzol[f’r;g"]pe“ 173+ 0,24° 146+ 022°  069+042°  043+040°

!Letras diferentes na mesma linha para a mesma espécie mostram diferenca significativa (p<0,05)

Os compostos naftaleno e antraceno foram o0s principais contribuintes para a
concentracdo total de 16 HPAs de ambas as espécies. Tais resultados, sdo similares com o0s
achados de Soares et al. (2021), que relatou o naftaleno como o principal composto da > 16HPA
em bivalves coletados no estado de Sergipe, entre outubro de 2019 e janeiro de 2020. Mas
diferem dos achados por Magalhdes et al. (2022) na costa pernambucana, onde 0s compostos
mais frequentes nas amostras foram fenantreno, fluoranteno e pireno.

De toda forma, os resultados do presente estudo, assim como os citados, confirmam que
existe uma maior prevaléncia de HPAs de baixo peso molecular em animais expostos a
derramamento de 6leo, devido a menor eficacia de metabolizacdo, quando comparados como
0s HPAs de maior peso molecular (ROMERO et al., 2018).

Devido a capacidade de bioacumulacdo dos moluscos, 0s hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos que interagem com os tecidos dos animais produzem uma variedade de lesdes, com
a capacidade de ligar-se a superficie celular e interferir com os processos biolégicos mediados
pela membrana celular, sendo, portanto, compostos irritantes e causam respostas inflamatdrias
localizadas (NEFF et al., 1987).

Os bivalves, particularmente, tém uma atividade baixa ou indetectavel de sistemas
enzimaticos que metabolizam produtos quimicos toxicos, como os HPAs (LIONETTO et al.,
2001). As branquias possuem suas estruturas de filamentos e lamelas que proporciona uma area
de superficie muito grande para contato direto e continuo com contaminantes na agua. Os

efeitos desta interacdo podem ser compreendidos e identificados por meio da histopatologia,
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que fornece informac6es sobre a salde geral dos animais e as mudancas especificas causadas
pela presenca de contaminantes nos tecidos.

Al-Hashem (2017), no seu estudo com a ostra Pinctada radiata descreve branquias
normais como possuidoras de duas longas “laminas” ramificadas, que séo individualmente
dobradas para criar uma lamela descendente e ascendente formando quatro dobras. Ao longo
de todo o comprimento, a branquia percorre o espaco interlamelar, que em locais € dividido
pelas divisdrias ou septos interlamelares em uma série de compartimentos verticais chamados
de tubos de &gua.

Macroscopicamente, os animais analisados ndo apresentaram alteracdes, entretanto, em
ambas as espécies foram identificados danos nas estruturas branquiais. Foi quantificado o
percentual de amostras que possuiam a estrutura totalmente comprometida, e foi encontrado
um maior percentual no litoral norte para ambas as espécies, onde mais de 70% dos animais
analisados ndo possuiam as estruturas branquiais integras. Os espécimes amostrados no litoral
sul, apresentaram menos severidade nas lesbes e menor percentual de individuos com as

estruturas degeneradas (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de estruturas branquiais ndo integras de A. brasiliana e C. rhizophorae
coletadas no litoral pernambucano.

Local Litoral Norte Litoral Sul
A. brasiliana 772 10°
C. rhizophorae 73,332 42,86°

Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p<0,05)

Para as amostras coletadas no litoral norte, foi possivel observar a degeneracédo
completa dos filamentos das branquias (Figura 3B e 3D), com perda das juncdes interlamelares.
O mesmo pdde ser observado de forma mais branda para as amostras coletadas no litoral sul,

onde foi possivel identificar as estruturas lamelares (Figura 3A e 3C).

Figura 3. Estruturas das lamelas branquiais de ostras e mariscos coletados no litoral
pernambucano (A) Lamelas de A. brasiliana coletadas no litoral sul, (B) Lamelas de A.
brasiliana coletadas no litoral norte, (C) Lamelas de C. rhizophorae coletadas no litoral sul,
(D) Lamelas de C. rhizophorae coletadas no litoral norte.
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Os resultados s&o similares aos relatados em estudos sobre a influéncia da exposigéo a
HPAs nas branquias dos bivalves (AL-HASHEM, 2017; AL-HASHEM; BEHBEHANI, 2016).
Além disso, os sinais histopatologicos descritos tendem a influenciar grandemente a salde
animal por perturbar a homeostase e o funcionamento adequado de processos biolédgicos vitais,
como desintoxicacdo, respiracdo e osmoregulacdo (AU, 2004) .

Em suma, mesmo apds trés anos do derramamento do 6leo na costa pernambucana, 0s
dados apresentados demonstram a permanéncia dos residuos do Oleo, evidenciada
principalmente pela presenca dos HPAs de baixo peso molecular naftaleno e antraceno, porém
em menor concentracdo, quando comparada a estudos anteriores. Como consequéncia, é
possivel observar através das mudancas histoldgicas observadas nas branquias das espécies
estudadas a contaminagdo por hidrocarbonetos policiclicos arométicos esté afetando a saude
dos bivalves, principalmente no litoral norte do estado.
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2.2  Artigo 2 - Avaliacgéo e caracterizagao das populacGes bacterianas de Anomalocardia
brasiliana e Crassostrea rhizophorae em estuarios de Pernambuco ap6s derramamento de

oOleo.

Artigo cientifico a ser encaminhado a Revista — Jounal of Food Safety.
Todas as normas de redacdo e citacdo, deste capitulo, atendem as estabelecidas
pela referida revista (https://onlinelibrary.wiley.com/journal/17454565)
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Avaliacdo e caracterizacdo das populacdes bacterianas de Anomalocardia brasiliana e
Crassostrea rhizophorae em estuarios de Pernambuco ap6s derramamento de 6leo.”

Resumo
Os bivalves Anomalocardia brasiliana e Crassostrea rhizophorae estdo presentes em

abundancia na costa pernambucana. Apds o derramamento de 6éleo ocorrido em 2019, estas
espécies tornaram-se relevante para estudos que monitorem os niveis de contaminacdo nos
recursos pesqueiros locais. Tendo isso, o presente estudo objetivou a avaliar a presenca e
caracterizar as populacdes bacterianas potencialmente patogénicas de ambas as espécies nos
estuarios do Estado de Pernambuco ap6s o derramamento de dleo. Para isso, foram amostradas
5 duzias de ostras (C. rhizophorae) e mariscos (A. brasiliana), em pontos do litoral norte e sul
do estado de Pernambuco. Foram quantificados as contagens total de bactérias aerdbias
mesofilas e psicotroficas, Sthaphylococcus coagulase postiva e determinacdo do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes, seguindo as orientacdes analiticas do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Além disso, foram
caracterizadas por sequenciamento (usando primers universais de regides codificadoras do gene
16S rRNA) isolados bacterianos obtidos nos diferentes pontos visando a identificacdo das
espécies de bactérias presentes no ambiente. Foram observadas diferencgas entre as contagens
das bactérias mesofilas e psicotroficas de ambas as espécies em relagdo aos pontos de coleta,
embora estas estivessem abaixo do limiar adotado para seguranca alimentar. Para o género
Staphylococcus, os resultados obtidos estdo de acordo com a legislacdo Brasileira vigente, ndo
sendo encontrados Staphylococcus coagulase-positiva. Para as contagens de coliformes totais e
termotolerantes, a maior media foi observada entre os mariscos e as ostras do litoral norte, ndo
sendo identificados nas amostras coliformes termotolerantes. Para o0 sequenciamento, 0 género
Bacillus foi o mais abundante para ambas as espécies. Com base nos resultados, é possivel
afirmar que mediante a legislacdo brasileira as amostras observadas estdo aptas

microbiologicamente para consumo humano.

Palavras-chave: Seguranca alimentar, Qualidade microbioldgica, Molusco, Pernambuco.
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Introducéo
A contaminagdo dos recursos marinhos é uma ameaca a satde publica, particularmente

quando relacionada a organismos filtradores, como os moluscos bivalves (DORE et al., 2010),
por terem a capacidade de acumular diferentes microrganismos, tornando-o0s importantes
transmissores de patdgenos (CAMPOS et al., 2017; PARK et al., 2018).

A qualidade microbiologica dos bivalves esta diretamente relacionada com a qualidade
sanitaria das condi¢Bes ambientais onde estdo inseridos. Fontes de contaminacdo nestes locais,
geralmente resultam de alteragcbes no ambiente. Na costa brasileira, as principais causas de
mudangas ambientais, sdo a ocupacdo desordenada de encostas costeiras, especulacdo
imobiliaria, exploracdo de recursos energéticos e atividades relacionadas, que resultam na
descarga de produtos domeésticos e efluentes industriais (GIANGASPERO et al., 2014;
SOARES et al., 2015; SOUZA et al., 2012)

Em todo o mundo, surtos de doencas de origem alimentar associadas ao consumo de
moluscos foram relatadas, com a maioria dos casos estando atrelados ao consumo de ostras,
mariscos e mexilhdes (ALFANO-SOBSEY et al, 2012; BELLOU; KOKKINQOS;
VANTARAKIS, 2013; WALL et al., 2011), havendo uma intensificacdo dos casos de
intoxicagdo alimentar decorrentes do consumo de moluscos crus ou parcialmente cozidos
(MMA 2018; MACEDO et al., 2016).

Para um controle sanitéario eficiente, visando o consumo de moluscos bivalves, o
monitoramento microbioldgico rotineiro das populac6es se faz necessario, sendo essencial a
deteccdo dos microrganismos em concentracdes baixas, a fim de evitar riscos para a higiene e
a saude publica (KACAR, 2011).

As espécies de mariscos Anomalocardia brasiliana e a ostra Crassostrea rhizophorae
sdo consideradas as espéecies marinhas mais exploradas comercialmente e consumidas na costa
brasileira (BOEHS et al., 2010; ZEIDAN; LUZ; BOEHS, 2012) constituindo-se como espécies

candidatas ao monitoramento da microbiota.

Material e métodos
Coleta e acondicionamento das amostras

Foram coletadas amostras de ostras (Crassostrea rhizophorae) e mariscos
(Anomalocardia brasiliana), com comprimento medio de 5,52 £ 0,67 mm e 2,70 = 0,20mm
respectivamente, em pontos dos Litorais Norte (LN) e Sul (LS) de Pernambuco, entre 0s meses

de marco e junho de 2022. As coletas dos mariscos foram realizadas no estuario do rio
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Capibaribe (Recife — PE, Litoral Norte) e do Rio Formoso (Rio Formoso — PE, Litoral Sul), e
das ostras, nos estuarios do Canal de Santa Cruz (Itapissuma- PE, Litoral Norte) e do Rio
Formoso ((Rio Formoso — PE, Litoral Sul) (Figura 4).

Figura 4. Pontos de coleta nos Litorais Norte e Sul de Pernambuco (Brasil)
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Imediatamente ap0s a retirada do ambiente, os animais foram acondicionados em caixas
isotérmicas, a temperatura entre 4 e 10 °C até o processamento, que ocorreu dentro do limite

de 24 horas para que fosse mantida a integridade das mesmas.

Analise microbiolédgica e molecular

Para avaliacdo microbiologica, foram determinadas a contagem total de bactérias aerdbias
mesofilas e psicotroficas, a contagem de Sthaphylococcus aureus coagulase positivo e o
NUmero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes, seguindo as orientagdes
analiticas da Instru¢cdo Normativa n°62/2003 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2003). A determinagéo de contagem de bactérias
psicrotréficas foi feita de acordo com (DA SILVA et al., 2018).

Igualmente estas mesmas amostras foram semeadas em agar triptona de soja (TSA) com

posterior incubagé@o a 30°C por 48 horas, visando a selecdo de isolados. Para tal, cada placa
teve 3 col6nias com morfologias distintas selecionada aleatoriamente. O DNA gendmico foi

entdo extraido usando o Kit Wizard® genomic DNA purification (PromegaTM Corporation,
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EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. A quantificagdo do DNA extraido foi feita
através de espectrofotdmetro (Nanovue PlusTM, Biochrom, EUA) utilizando uma absorbancia
de 260 nm e a pureza segundo a razao A260/A280 nm (DHALIWAL, 2013). A qualidade do
DNA foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de
etidio (0,5 pg/mL), na qual foi confirmada a integridade do DNA.

Posteriormente foi efetuada a amplificagdo dos amplicons, usando primers universais
de regides codificadoras do gene 16S rRNA (Tabela 3), e em seguida, o produto foi purificado
utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PromegaTM Corporation, EUA)
de acordo com o protocolo do fabricante. Os amplicons purificados foram submetidos a uma
nova amplificacdo utilizando o primer forward ou reverse. As amostras foram sequenciadas
pelo sequenciador automéatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA). A
identificacdo das bactérias foi realizada através da comparacdo das sequéncias obtidas,
utilizando a ferramenta BLAST, com base nos dados do National Center for Biotechnology

Information (NCBI), seguindo a metodologia descrita por Roselet (2008).

Tabela 3. Sequéncias de dos primers das regides codificadoras do gene 16S.

Primer Sequéncia do Primer (5” - 3”) Referéncia
16S-27f AGAGTT TGATCM TGG CTC AG  (LANE, 1991)
16S-907r CCGTCAATTCMTTTRAGTTT (LANE, 1991)

Anélise estatistica
Os dados amostrados foram previamente analisados quanto a homogeneidade e
normalidade pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Para a anélise
estatistica, visando a comparacdo entre os pontos de coleta foi utilizada o teste U de
Mann-Whitney (ZAR, 2013).Todos os dados foram analisados com o auxilio do
software IBM SPSS Statistics verséo 25.0.0.0.

Resultados e discussao

A contagem de bactérias mesofilas, e o subgrupo das bactérias psicotroficas (bactérias
que crescem em alimentos sob refrigeragdo de 0°C a 7°C) néo diferencia os tipos bacterianos,
sendo utilizado para a obtencao de informag6es gerais sobre a qualidade sanitéria dos produtos,

pois relaciona a presenca de elevadas populacGes de bactérias como indicativo de deficiéncias
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sanitarias (DA SILVA et al., 2018). No presente estudo, houve diferenga estatisticamente
significativa entre as contagens das bactérias mesdfilas e psicotroficas de ambas as espécies em
relacdo aos pontos de coleta (P>0,05). A espécie A. brasiliana, obteve as maiores médias de
UFC/g para as bactérias mesofilas nos dois os pontos estudados, com 11,69x10° e 1,29x10°

para os litorais norte e sul, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Contagem bacteriana das mesofilas, psicotréfica e do género Staphylococcus nos
diferentes pontos de coleta.

Local Mesofilas Psicotroficas Staphylococcus
A. brasiliana

Litoral Norte a . .
(105 UFC/g) 11,69 + 10,05 0+0 3,24 £ 2,13

Litoral Sul

b b a
(105 UFoTg) 1,29 +0,78 1,23+ 0,90 2,14 0,99

C. rhizophorae

Litoral Norte a . .
(x10° UFClg) 0,19+ 0,09 0,21+0,11 4,64 + 3,85
Litoral Sul

b b b
(x10° UFC/g) 0,90 £ 0,59 0,39+0,27 0,60 + 0,37

“Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p<0,05)

Em uma andlise sobre a qualidade microbiolégica de  ostras
Crassostrea brasiliana e sururu Mytella falcati da Baia de Sepetiba no Rio de Janeiro,
Nascimento et al. (2011), constataram contagens de bactérias meséfilas e psicrotréficas na
ordem de 10% UFC/g. Em um outro estudo, com o mexilh&o Perna perna também capturado no
Rio de Janeiro, Andrade et al. (2022), observou contagens para as bactérias mesofilas de 1.1 x
10*. Os bivalves, por serem filtradores, apresentam contagens bacterianas que refletem o estado
microbioldgico do ambiente, sendo entdo, diferente em cada localidade.

No Brasil, a contagem de bactérias mesdéfilas ndo € adotada como parametro sanitario
nos alimentos, mas para a Comissdo Internacional de Especificacbes Microbiologicas para
Alimentos (ICMSF), as contagens ndo devem surpassar o valor maximo de 10’ CFU/qg,
determinando que, acima deste valor, o consumo do molusco torna-se inviavel (ICMSF, 2018).
As contagens observadas no presente estudo, foram abaixo do limiar adotado pela ICMSF.

Para o género Staphylococcus, as ostras apresentaram diferenca significativa entre os
pontos de coleta. O litoral norte obteve o maior valor médio, 4,64x10° UFC/g, em contraste

com a contagem observada no litoral sul, 0,60x10° + 0,37 UFC/g. Para os mariscos, ndo houve
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diferenca estatistica, com os valores medios das contagens sendo 3,24 + 2,13 e 2,14 + 0,99
para o litoral norte e sul, respectivamente (Tabela 4Tabela 4Tabela 4).

Todos os isolados testados foram classificados como pertencentes ao grupo coagulase-
negativo, que sugere a auséncia de Staphylococcus aureus, estando de acordo com a legislacéo
Brasileira vigente que delimita a margem de tolerancia para Staphylococcus coagulase-positiva
como 10° UFC/g (BRASIL, 2014).

Os resultados encontrados diferem dos achados por Andrade et al. (2022), onde as
contagens de Staphylococcus coagulase-positiva variaram de 1,7 x 10> CFU/g a 3,4 x 10°
CFUlg, e, por Silva et al. (2021), em um estudo com mexilhdes Perna perna no estado do
Espirito Santo, que reportou uma densidade de S. aureus variando de 1,28 x 10? a 4,35 x 103
UFC/g.

Para as contagens de coliformes totais, no presente estudo, as concentracfes médias dos
coliformes totais variaram entre os pontos, sendo a maior média entre os mariscos (A.
brasiliana) e as ostras (C. rhizophorae) do litoral norte, provavelmente devido a maior
proximidade de centros urbanos e seus efluentes (Tabela 5Tabela 5). Ndo foram identificados

nas amostras coliformes termotolerantes.

Tabela 5. Contagem de coliformes totais nos diferentes pontos de coleta.

Local Coliformes Totais Intervalo de confianga
(NMP/qg) (95%)
A. brasiliana
Litoral Norte >1100 420 -
Litoral Sul 93 18 420
C. rhizophorae
Litoral Norte 240 42 1000
Litoral Sul <3,0 - 9,5

Inicialmente, as contagens de coliformes eram indicadores de contaminagdo por
material fecal, e por consequéncia a possivel presenca de patdgenos entéricos como a
Salmonella (KORNACKI; GURTLER; STAWICK, 2015). Atualmente, a correlagdo direta
entre altos numeros de E. coli, coliformes termotolerantes e coliformes totais em alimentos com
contaminacéo fecal ndo é mais valida, em grande parte, por ndo serem habitantes obrigatorios
do trato intestinal de animais de sangue quente, e pela presenca natural em uma série de
reservatorios ambientais diferentes (DA SILVA et al., 2018).
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Outros estudos, como o0 de Andrade et al. (2022) e Silva et al. (2021), encontraram
variages de 9 x 10 a 4,6 x 10 NMP/g e 28 a >1.600 NMP /g respectivamente, com a presenca
de coliformes termotolerantes, diferindo dos resultados encontrados no presente estudo.

De toda forma, a legislacdo brasileira permite, para moluscos bivalves, a presenca de
coliformes termotolerantes na concentracdo de 5x10 UFC/g, estando entdo as amostras de
acordo com a legislacao nacional (BRASIL, 2019).

O sequenciamento permite a diferenciacdo das espécies bacterianas a partir das
diferengas na composic¢do dos pares de base (ERCOLINI, 2004), e fornece uma viséo da
estrutura da populacdo principalmente, a abundéncia relativa da principal comunidade
bacteriana (LA VALLEY et al., 2009). No presente estudo, dos 15 isolados de cada ponto de
coleta, 11 espécies bacterianas foram identificadas, sendo o género Bacillus mais abundante em

ambas as espécies, e para 0s mariscos, 0 Unico género identificado (Figura 5).

Figura 5. Abundancia relativa da composi¢do da comunidade bacteriana de A. brasiliana e
C. rhizophorae.
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Litoral Norte Litoral Sul Litoral Norte Litoral Sul

No ambiente marinho, as bactérias sdéo um componente importante do ciclo do carbono
(AZAM; LONG, 2001; MOU et al., 2008), dentre elas, muitas espécies, como as do género
Alcanivorax sdo capazes de metabolizar hidrocarbonetos como uma fonte de energia (DE
LORENZO, 2006; KIMES et al., 2014). Assim, em cenarios como o do derramamento de 6leo
a populacéo das bactérias capazes de decompor o 6leo apresenta um enorme crescimento (DE
LORENZO, 2006).
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As cepas de Bacillus caracterizam grupos bacterianos filogeneticamente e
fenogeneticamente heterogéneos. Eles sdo ubiquos no ambiente marinho e podem tolerar
condicdes adversas, tais como alta temperatura, pressdo, salinidade, e pH (RAMPELOTTO,
2010), entretanto, as cepas de Bacillus precisam de abundante nutricdo e espaco para ter um
crescimento amplo, por esta razdo competem com outros organismos, chegando a produzir
compostos bioativos potentes para lutar contra seus concorrentes ou para fuga da micropredacao
(PAUL et al., 2007; SAYEM et al., 2011).

Dentro do cenério adverso que é um ambiente contaminado por Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs), como ocorrido, na costa nordeste apds o derramamento de 6leo
de 2019 (MAGALHAES et al., 2022; SOARES et al., 2020), é provavel que através da fuga da
micro predacdo, as cepas do género Bacillus colonizaram os tecidos dos bivalves, tornando-os
mais abundantes.

Para as ostras do litoral norte, além das espécies do género Bacillus, foi encontrado a
presenca de Enterococcus faecalis (identidade de 95,92%) e, para as ostras do litoral sul, além
do género Bacillus, também foi identificada a presenca de Escherichia coli (identidade de
99,2%) (Figura 5). Contudo, as porcentagens de identidade, ndo sao suficientes para confirmar
a presenca desses microrganismos; mas podem ser usadas como indicadores, devido a
capacidade filtradora dos bivalves que podem acumular esses microrganismos.

Tendo isso, é possivel afirmar que para ambos os litorais avaliados, as espécies
Anomalocardia brasiliana e Crassostrea rhizophorae, estdo aptas para consumo humano

perante a legislacdo brasileira.
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3 Consideracoes finais

e Houve uma diminuicdo das concentracdes dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
apos trés anos do derramamento do 6leo na costa pernambucana;

e Perdura a permanéncia dos HPAs de baixo peso molecular naftaleno e antraceno;

e E possivel observar mudancas histologicas nas branquias dos bivalves estudados, sendo
mais severo no litoral norte pernambucano;

e As contagens das bactérias meséfilas e psicotroficas observadas foram abaixo do limiar
adotado internacionalmente para a seguranga alimentar;

e A auséncia de Staphylococcus coagulase-positiva e coliformes termotolerantes, esta de
acordo com a legislacdo Brasileira vigente;

e Os moluscos, de ambos os litorais avaliados, perante a legislacéo brasileira, estdo aptos

para consumo humano.
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