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Qualidade microbiológica da água da área de preservação 
ambiental: Fazenda Guajuviras – Canoas (RS) 

As áreas úmidas compreendem vários ecossistemas, dentre eles, os banhados, que são locais estratégicos para conservação devido à sua alta diversidade biológica 
e produtividade resultante das relações estabelecidas entre a água, solo, vegetação e fauna. A Área de Proteção Ambiental (APA) Fazenda Guajuviras está localizada 
no município de Canoas (RS) e compreende cerca de 560ha. O objetivo desse estudo foi analisar os níveis de contaminação por bactérias heterotróficas e do grupo 
coliforme, traçar o perfil bioquímico e identificar alguns isolados bacterianos presentes em dois banhados da APA Guajuviras. Para tanto, as coletas foram realizadas 
em março de 2015, sendo que cada banhado foi dividido em quatro quadrantes, de onde foram coletadas amostras de 250mL de água. O banhado 2 foi o que 
apresentou os maiores níveis tanto para coliformes totais como para termotolerantes. Na quantificação das bactérias heterotróficas, os maiores níveis encontrados 
foram no quadrante norte do banhado 1 e 2. Foram isoladas oito linhagens bacterianas destes banhados. Das linhagens bacterianas obtidas destes banhados, foi 
possível a identificação, a partir do sequenciamento do gene 16S rRNA, de oito isolados de dois gêneros: Pseudomonas sp. e Serratia sp., e de mais três espécies: 
Bacillus subtilis, Lactococcus garvieae e Pseudomonas fluorescens. 
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Microbiological water quality of the environmental preservation 
area: Fazenda Guajuviras - Canoas (RS) 

Wetlands comprise several ecosystems, including wetlands, which are strategic places for conservation due to their high biological diversity and productivity 
resulting from the relationships established between water, soil, vegetation and fauna. Fazenda Guajuviras Environmental Protection Area (APA) is located in the 
municipality of Canoas (RS) and comprises about 560ha. The objective of this study was to analyze the contamination levels by heterotrophic bacteria and coliform 
group, to trace the biochemical profile and to identify some bacterial isolates present in two APA Guajuviras baths. To this end, the collections were performed in 
March 2015, and each bath was divided into four quadrants, from which 250mL of water samples were collected. Wetland 2 presented the highest levels for both 
total and thermotolerant coliforms. In the quantification of heterotrophic bacteria, the highest levels found were in the northern quadrant of plated 1 and 2. Eight 
bacterial strains were isolated from these plated. From the bacterial strains obtained from these baths, it was possible to identify, by sequencing the 16S rRNA 
gene, eight isolates of two genera: Pseudomonas sp. and Serratia sp., and three other species: Bacillus subtilis, Lactococcus garvieae and Pseudomonas fluorescens. 
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INTRODUÇÃO  
 

Os banhados, ou áreas úmidas, são regiões temporariamente ou permanentemente alagadas onde 

destaca-se a alta diversidade biológica existente, sendo considerados os ecossistemas mais produtivos do 

mundo (MALTCHIÊLK, 2003), e estão distribuídas em praticamente todas as regiões (JUNGBLUT et al., 2012). 

Esses ambientes abrigam uma variedade de espécies da flora e da fauna, e muitas comunidades microbianas 

(THATOI et al., 2013). As bactérias que habitam esses ecossistemas desempenham papéis ecológicos 

importantes, como nos ciclos biogeoquímicos, na degradação de contaminantes orgânicos e na distribuição 

de uma ampla gama de condições físicas e químicas em ambientes naturais (CONG et al., 2014; ZHANG et al., 

2016). 

De acordo com a Convenção de Ramsar, as áreas úmidas incluem ‘áreas de pântanos, charco, turfa 

ou água, natural ou artificial, permanente ou temporária, com água estagnada ou corrente, doce, salobra ou 

salgada, incluindo áreas de água marítima com menos de seis metros de profundidade na maré baixa’. Além 

de regular o regime hídrico de vastas regiões, essas áreas funcionam como fonte de biodiversidade em todos 

os níveis tróficos, cumprindo também o papel relevante de caráter econômico, cultural e recreativo, e ao 

mesmo tempo atendendo às necessidades de água e alimentação para inúmeras espécies (BRASIL, 1996). 

As áreas úmidas fornecem serviços ecossistêmicos vitais, retendo grandes volumes de água, dos 

quais os humanos dependem fortemente e se expõem. Ao mesmo tempo, as áreas úmidas fornecem aos 

ambientes aquáticos as condições ideais para a sobrevivência de certas bactérias, protozoários, vírus e 

helmintos, bem como seus hospedeiros, reservatórios e vetores (COOLS et al., 2013). 

A contaminação de corpos hídricos naturais por microrganismos patogênicos tornou-se um problema 

de saúde pública mundial (KELLER et al., 2013). Muitos patógenos entéricos podem sobreviver no meio 

ambiente por semanas, seja na coluna d’água ou adsorvidos em partículas, e podem se acumular nos 

sedimentos. 

As bactérias indicadoras fecais são o principal indicador da qualidade da água (SAVICHTCHEVA et al., 

2006), e a principal representante de contaminação fecal na água é a bactéria Escherichia coli. Embora a 

grande maioria das estirpes de E. coli não sejam patogênicas, alguns estudos epidemiológicos relataram uma 

forte correlação entre as densidades de Escherichia coli na água e o risco de doença gastrointestinal (CABELLI 

et al., 1982; WIEDENMANN et al., 2005; MARION et al., 2010), fornecendo suporte para o uso desta bactéria 

como um indicador de contaminação fecal em sistemas de água doce.  

A Área de Proteção Ambiental (APA) Fazenda Guajuviras está localizada no município de Canoas (RS) 

e compreende cerca de 560ha, onde se localizam diferentes ambientes naturais e antrópicos (FORNECK, 

2011). O objetivo desse estudo foi analisar a qualidade ambiental da água quanto aos níveis de contaminação 

por bactérias heterotróficas e do grupo coliforme, traçar o perfil bioquímico e identificar os isolados 

bacterianos presentes em dois banhados da APA Fazenda Guajuviras Canoas (RS). 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Área de estudo 
 

As coletas foram realizadas em dois banhados da APA Fazenda Guajuviras em março de 2015, 

localizada no município de Canoas (figura 1). Cada banhado foi dividido em quatro quadrantes (norte, sul, 

leste e oeste), de onde foram coletadas amostras de 250mL de água, à profundidade de 30 cm da superfície, 

em frascos de cor âmbar, previamente esterilizados e identificados, totalizando oito amostras. As amostras, 

devidamente identificadas, foram conduzidas sob refrigeração até o Laboratório de Microbiologia da 

Universidade LaSalle, onde foram imediatamente processadas. 

 

 
Figura 1: Localização da APA Fazenda Guajuviras  no município de Canoas (RS). 

 
Coliformes totais e termotolerantes 
 

A partir de cada amostra bruta, foram feitas diluições seriadas até a diluição 10-5. Para a quantificação 

de coliformes totais e termotolerantes, foi utilizada a técnica do Número Mais Provável (NMP), onde foi 

aplicado 1mL de cada diluição em 5 séries de 5 tubos contendo 9mL do substrato cromogênico (Colilert®). 

Esses tubos foram incubados por 24h a 35°C em banho Maria. Os tubos com mudança da cor original para 

amarelo foram considerados positivos para coliformes totais. Para a confirmação dos coliformes 

termotolerantes, os tubos positivos foram submetidos à luz ultravioleta sendo considerados positivos 

aqueles com emissão de fluorescência. Os resultados dessas diluições foram avaliados através de 

combinações de contagem de tubos com resultado positivo e comparação com a tabela de Número Mais 

Provável (NMP). 

 
Bactérias heterotróficas 
 

Para a quantificação de bactérias heterotróficas, placas contendo Ágar Padrão para Contagem (Plate 

Count Agar- PCA) foram divididas em oito setores onde foram aplicadas alíquotas de 30µL de cada diluição, 

pela técnica de Dropplate, conforme Hoben et al. (1982), com quatro repetições, as placas foram incubadas 

a 35oC por 24h. Para obtenção dos isolados bacterianos, foi utilizado o meio não seletivo Ágar Infusão de 

Cérebro e Coração (Brain Heart Infusion- BHI) e aleatoriamente foram escolhidas algumas colônias que 

apresentaram diferentes morfotipos e estocadas em placas a 4°C. 

Com o objetivo de traçar o perfil bioquímico da comunidade bacteriana heterotrófica presente nos 

dois banhados, os isolados foram submetidos a provas bioquímicas a partir do cultivo nos seguintes meios 
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de cultura: caldo lactosado, caldo verde brilhante, ágar citrato, ágar DNAse, ágar eosina azul de metileno 

(EMB), ágar MacConkey, meio SIM, caldo uréia, ágar vermelho violeta, ágar verde brilhante, ágar xilose lisina 

desoxicolato (XLD) e ágar ferro tríplice açúcar (TSI). Os isolados bacterianos foram inoculados nos respectivos 

meios de cultura e incubados de acordo com as recomendações dos fabricantes. 

 
Extração do DNA total e amplificação do fragmento do gene 16S rRNA 
 

Os isolados bacterianos foram lavados com tampão TES (Tris pH 8.0 10mM, EDTA 25mM, NaCl), e 

ressuspendidos em tampão TE (Tris pH 8.0 10mM, EDTA 25mM). A lise celular foi realizada com lisozima 

20mg ml−1 a 37°C e sódio dodecil-sulfato 4%. As extrações foram feitas com fenol/clorofórmio, seguida de 

precipitação com etanol como descrito por Sambrook et al. (2001). A qualidade e integridade do DNA foram 

verificadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Um fragmento do gene 16S rRNA foi amplificado das 

amostras em um termociclador Veriti 96 ThermalCycler (ApliedBiosystem) em 25ul de reação contendo 

0,1mM de cada primer, 1mM MgCl2 (Invitrogen), 10mM de cadadNTP (AmershamBiosciences) e 1U Taq DNA 

polimerase (Invitrogen). 

A sequência do gene 16S rRNA quase completa (1500pb) foi amplificada utilizando os primers 5'AGA 

GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’ (STACKEBRANDT et al., 1993) e 5’AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC 3’ (EDWARDS 

et al., 1989). As reações foram realizadas com um ciclo inicial de desnaturação a 94°C por 5min, seguido por 

30 ciclos de amplificação, sendo cada ciclo composto por: 1 fase de desnaturação com duração de 1min a 

94°C, 1 fase de anelamento de 1min a 49°C e uma fase de extensão de 1min a 72°C. A extensão final foi de 

um ciclo a 72°C por 5min. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1% corado com Blue Green 

LoadingDye I (LGC biotecnologia). 

 Os fragmentos obtidos dos isolados bacterianos foram sequenciados em uma orientação no 

laboratório ACTGene do Centro de Biotecnologia da UFRGS no sequenciador automático ABI-PRISM 3500 

GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems). As sequências obtidas foram comparadas com as disponíveis no banco 

de dados GenBank através do programa BLASTN (National Center for Biotechnology Information. As 

sequências de oito isolados bacterianos obtidos neste estudo foram depositadas no banco de dados com os 

números de acesso MG978193 a MG978200. 

 
Construção do dendrograma 
 

Para a análise do perfil bioquímico, uma matriz binária foi construída onde 0 indicou a ausência do 

perfil e 1 a presença. A similaridade/dissimilaridade bioquímica entre os isolados foi medida pelo coeficiente 

de Jaccard, o qual não considera as similaridades negativas. A matriz foi analisada pelo programa PAST 

(Paleontological Statistics) e o dendrograma obtido pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method 

with Arithmetic Averages) (HAMMER et al., 2001). 
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DISCUSSÃO TEÓRICA 
 

A análise do índice de coliformes realizada pela técnica do número mais provável (NMP), evidenciou 

que a amostra coletada no quadrante sul do banhado 1 superou os demais quadrantes tanto na 

contaminação de coliformes totais (>1600NMP/100mL), quanto termotolerantes (17NMP/100mL), conforme 

mostrado na tabela 1. No banhado 2, os maiores índices para coliformes totais foram constatados nas 

amostras dos quadrantes norte e leste, (NMP >1600/100mL). Com relação aos coliformes termotolerantes o 

maior índice foi verificado na amostra do quadrante leste (600NMP/100mL), conforme a tabela 1. 

 
Tabela 1: Contagem de coliformes totais e termotolerantes nos banhados 1 e 2 da APA Fazenda Guajuviras. 

Quadrante 
Coliformes Totais 

(NMP/100ml) 
Coliformes Termotolerantes (NMP/100ml) 

Banhado 1 Norte 350 11 
Banhado 1 Sul >1600 17 
Banhado 1 Leste 41 6 
Banhado 1 Oeste 600 11 
Banhado 2 Norte >1600 6 
Banhado 2 Sul 600 7 
Banhado 2 Leste >1600 600 
Banhado 2 Oeste 250 6 

 
Contagem de bactérias heterotróficas 
 

Os resultados obtidos a partir do cultivo em PCA revelaram que ambos banhados apresentaram os 

valores mais elevados de bactérias heterotróficas no quadrante norte do banhado 1 (5,7x103) e banhado 2 

(3x103) e os menores no oeste do banhado 1 (6,5x102) e do banhado 2 (1,6x103), conforme a tabela 2. No 

banhado 2 foi observada maior regularidade na distribuição de bactérias heterotróficas entre os quadrantes, 

em relação ao banhado 1. Esses resultados apontaram pouca variação entre os banhados, a exceção do 

quadrante oeste do banhado 1. Apesar dos resultados indicarem que os maiores índices de coliformes 

tenham sido encontrados no quadrante sul, a contagem de heterotróficos foi mais expressiva no quadrante 

norte, sendo o sul o quadrante onde foi verificado o segundo menor índice de heterotróficos. 

 
Tabela 2: Contagem de bactérias heterotróficas nos banhados 1 e 2 da APA Fazenda Guajuviras. 

Quadrante UFC/mL 
Banhado 1 Norte 5,7x103 

Banhado 1 Sul 1,1x103 
Banhado 1 Leste 2,3x103 
Banhado 1 Oeste 6,5x102 
Banhado 2 Norte 3x103 

Banhado 2 Sul 2x103 
Banhado 2 Leste 1,8x103 
Banhado 2 Oeste 1,6x103 

 
Isolamento das colônias e perfil bioquímico dos isolados bacterianos selecionados 
 

A partir do crescimento de colônias no meio BHI, foram escolhidas aleatoriamente as que 

apresentaram diferentes morfotipos. Foram obtidos vinte e seis isolados no total, sendo treze caracterizados 

como Gram negativos e treze como Gram positivos. Os resultados dos testes bioquímicos dos isolados 
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provenientes dos dois banhados investigados foram utilizados para a construção do dendrograma de 

similaridade de Jaccard (figura 2). 

No dendrograma podemos observar a formação de dois grandes grupos, um reunindo os isolados 

1N1, 1N2, 1N3, 1S1, 1S2, 2L2, 2L3 e 201 e outro formado por 1L4, 1L1, 2N2, 2S2, 202, 1L5, 1L6, 2S1, 103, 2N1, 

1L2, 1S3, 1S4 e 1L3. Enquanto os isolados 2L1, 101, 102 e 1N4 apresentaram baixa similaridade em relação 

aos dois grandes grupos. Os maiores índices de similaridade foram verificados entre 1N1 e 1N2, 1L5 e 1L6 

(100%). 

 
Figura 2: Dendrograma do perfil bioquímico dos isolados bacterianos obtidos dos banhados da APA Fazenda 

Guajuviras. 
 
Identificação da espécie e/ou gênero a que pertencem os isolados 
 

A partir do sequenciamento foi possível a identificação de oito isolados de três gêneros: Bacillus sp., 

Pseudomonas sp. e Serratia sp., e de mais três espécies: Bacillus subtilis, Lactococcus garvieae e 

Pseudomonas fluorescens. Dessas oito bactérias identificadas, sete eram provenientes do banhado 1, e 

apenas uma do banhado 2. Pseudomonas fluorescens foi encontrada no banhado 1 e 2, como consta na 

tabela 3. 

 
Tabela 3: Identificação dos isolados bacterianos obtidos dos banhados da APA Fazenda Guajuviras. 

 
A análise e monitoramento da qualidade microbiológica dos ecossistemas aquáticos ajuda a entender 

o impacto e as consequências da contaminação ambiental (KELLER et al., 2013). Neste estudo foi constatada 

a contaminação por coliformes totais e termotolerantes em todos os pontos coletados dos banhados da APA 

Guajuviras. O banhado 1 era localizado nas proximidades da entrada da APA, com a presença de cavalos e 

animais domésticos, esperava-se que esse banhado apresentasse os maiores índices de contaminação por 

bactérias do grupo coliforme. Enquanto o banhado 2 por estar localizado em uma área de acesso dificultado 

Isolado Identificação 
1L1 Bacillus subtilis 
1L4 Bacillus sp. 
1L6 Serratia sp. 
1N2 Pseudomonas fluorescens 
1N4 Pseudomonas sp. 
1S3 Lactococcus garvieae 
1S4 Lactococcus garvieae 
2S1 Pseudomonas fluorescens 
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devido ao fato de encontrar-se em meio à vegetação arbórea em recuperação, a expectativa era que esse 

banhado apresentasse os menores índices de contaminação bacteriana. 

De acordo com Ringuelet (1962), os banhados são definidos como “corpos d’água permanentes ou 

temporários, sem uma bacia bem definida, de contorno ou perímetro indefinido e sem sedimentos próprios, 

apresentando vegetação emergente abundante e poucos espaços livres. Ainda, podem formar uma paisagem 

em mosaico, contendo vários outros habitats em seu interior, sendo considerado macro-habitats”. 

Desse modo fatores como a incidência solar, a chuva e a vegetação podem ter favorecido a formação 

de microambientes, que de alguma forma pode ter influenciado os resultados de coliformes totais e 

termotolerantes. Nesse caso, o banhado 2 apresentou os valores maiores de contaminação por coliformes 

totais e termotolerantes. Nossos resultados contrariam os referidos por Martins (2013) que ao analisar os 

dois banhados da APA Fazenda Guajuviras relatou maior contaminação por bactérias do grupo coliforme no 

banhado 1. 

Dessa forma reforçando a possibilidade de outros fatores que não a presença de animais de criação, 

como principais responsáveis pela contaminação. Ghaderpour et al. (2014) analisou o nível de bactérias 

indicadoras fecais e a presença de bactérias potencialmente patogênicas em águas superficiais e sedimento 

de uma área úmida na Malásia. Foram detectados coliformes totais e a bactéria Escherichia coli na superfície 

da água de todos os locais amostrados. 

Em relação ao perfil bioquímico das bactérias podemos observar que embora os isolados não tenham 

formado ou constituído agrupamentos distintos para cada banhado, os maiores índices de similaridade foram 

obtidos entre isolados de um mesmo banhado, com tendência de agrupamento por quadrante (1O1, 1O2, 

1N1, 1N2, 2L2, 2L3, 1L4, 1L1, 1L5, 1L6, 1S3 e 1S4). Podemos destacar também uma ligeira tendência dos 

isolados bacterianos provenientes do sul e norte (1N3, 1S1, 2N2 e 2S2) em apresentarem elevados índices 

de similaridade com mais de 85%. Apesar do isolado 2L1 ter apresentado o menor índice de similaridade dos 

demais, observou-se uma pequena tendência de agrupamento entre os isolados do quadrante leste (2L2, 

2L3, 1L4, 1L1, 1L5 e 1L6). Enquanto o isolado do quadrante oeste se mostrou com um comportamento 

distinto dos demais. 

No presente estudo, foram identificados entre os isolados bacterianos três gêneros distintos, são 

eles: Bacillus sp., Pseudomonas sp. e Serratia sp., e três espécies: Bacillus subtilis, Lactococcus garvieae e 

Pseudomonas fluorescens. As bactérias do gênero Bacillus sp. são geralmente saprófitas, e não patogênicas 

para os animais. O habitat principal desses micro-organismos é o solo, onde muitas espécies são secretoras 

de metabólitos secundários (SANSINEA et al., 2016).  Lactococcus garviae é responsável por septicemia 

hiperaguda e hemorrágica em peixes, ele foi um dos patógenos aquáticos mais graves, causando grandes 

perdas econômicas tanto em animais aquáticos selvagens quanto em animais de criação em todo o mundo 

(VENDRELL et al., 2006). 

Pseudomonas fluorescens é uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete, e é amplamente 

distribuída na natureza incluindo solo, água e plantas (XIANG et al., 2018). Os resultados do presente estudo 
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indicam que as águas da APA Guajuviras estão contaminadas com algumas bactérias potencialmente 

patogênicas, podendo levar à contaminação de peixes e outros vertebrados que habitam nesses ambientes. 

 
CONCLUSÕES 
 

Os resultados indicaram a contaminação por coliformes totais e termotolerantes nos oito pontos 

analisados dos banhados da APA Fazenda Guajuviras, e também uma alta densidade de bactérias 

heterotróficas, com exceção do quadrante oeste do banhado 1. Os maiores índices de contaminação tanto 

por coliformes totais e termotolerantes foram verificados no banhado 2. No estudo foi possível a 

identificação de três gêneros distintos nas áreas de banhado Bacillus sp., Pseudomonas sp. e de Serratia sp. 

e de mais três espécies: Bacillus subtilis, Lactococcus garvieae e Pseudomonas fluorescens. 
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