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INTRODUCERE

Organismele procariote sunt răspândite în toate mediile de viaţă. Desigur, sedimentele

marine nu fac excepţie. De altfel, bacteriobentosul este mult mai bogat, ca densitate a

microbiotei, decât bacterioplanctonul.

Atât bacteriile de la suprafaţa sedimentelor cât şi cele din profunzimea acestora joacă

roluri foarte importante în cadrul ecosistemelor marine. Ele participă la ciclurile

biogeochimice, asigurând recircularea diferitelor bioelemente. Prin descompunerea

substanţelor organice şi eliberarea nutrienţilor, sporesc productivitatea bazinelor marine. De

asemenea, bacteriile participă la transformări fizico-chimice esenţiale în geneza diferitelor

tipuri de sedimente marine.

Din păcate, deşi au fost realizate numeroase studii asupra bacteriobentosului, puţine

lucrări au atins problema bacteriilor psamicole şi încă şi mai puţine au încercat realizarea

unor corelaţii între densitatea, biomasa şi structura comunităţilor bacteriene, pe de o parte, şi

diverşi factori de mediu (granulaţia sedimentelor, temperatura etc.), pe de altă parte.

Cuvinte-cheie: bacterii, sedimente nisipoase, densitate, biomasă, diversitate morfo-

structurală, variații sezoniere, grupe fiziologice, bioremediere.
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PARTEA I. STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII

Capitolul 1. Sedimentele nisipoase marine – generalităţi

Sedimentele de marine se pot clasifica în două mari categorii: sedimente de mică

adâncime şi sedimente de mare adâncime. Sedimentele de mică adâncime se împart în mai

multe subcategorii, importante pentru prezenta lucrare fiind sedimentele litorale. Acestea sunt

constituite preponderent din nisipuri de diferite granulaţii, coborând până la 15-40 m

adâncime (Bondar et al., 1973, p. 103).

Nisipurile pot fi definite drept sedimente mobile, cu granule distincte, aspre la pipăit şi cu

puţine particule fine coloidale. Clasificarea nisipurilor se realizează, în principal, după

granulometria lor: nisipuri foarte fine (cu un diametru mediu al particulelor de 0,016-0,12

mm), fine (0,1-0,25 mm), medii (până la 0,5 mm) și grosiere (0,5-2 mm). Peste 2 mm se

poate vorbi deja de pietrişuri (Gomoiu, 1969).

Sedimentele nisipoase nu sunt uniforme pe toată lungimea litoralului românesc, granulaţia

crescând progresiv, de la nisipuri cu granulaţie mică de origine aluvionară, în nord, până la

nisipuri medii şi chiar grosiere rezultate din fărâmiţarea cochiliilor de moluşte şi a rocilor

calcaroase, la sud de Constanţa. Există şi o variaţie pe verticală a granulaţiei, ea scăzând pe

măsura îndepărtării faţă de ţărm. Granulometria nisipurilor variază şi în timp, fiind

influenţată, de exemplu, de speciile de moluşte prezente în regiune.

Și compoziția chimică a sedimentelor variază. Cele din sectorul nordic al litoralului

românesc preponderent silicioase, iar în sud, predomină carbonatul de calciu.

Cantitatea de materie organică din sediment, poate varia între 0,4% şi 14,2%, fiind mai

abundentă în zona de spargere a valurilor (Gomoiu, 1969).

Cantitatea de oxigen dizolvat în apa interstiţială și adâncimea de pătrundere a luminii sunt

doi factori de mare importanță pentru microorganisme, ele depinzând de granulația nisipului,

de adâncimea apei și, în cazul oxigenului, de temperatura apei (Gomoiu, 1969).

Capitolul 2. Bacteriobentosul marin

2.1. Aspecte cantitative privind microbiota bentică marină

Distribuţia bacteriilor bentale este determinată de mai mulţi factori. Adâncimea la care se

găsesc în coloana de sediment influenţează accesul la nutrienți şi oxigen. Densitatea maximă

este atinsă la interfaţa dintre sediment şi apă (Pora & Oros, 1974).

Localizarea geografică a sedimentelor este şi ea importantă. În regiunile mai apropiate de

ţărm, densitatea bacteriobentosului creşte datorită cantităţii mai mari de compuşi organici
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rezultaţi prin depunerea resturilor vegetale şi animale. Se adaugă, ca factori favorizanți,

gradul ridicat de oxigenare și temperaturile mai ridicate. Ca factori nefavorabili, apar variaţii

de salinitate și temperatură și hidrodinamismul (Novitsky & MacSween, 1989, Pusceddu et

al., 2005, Mudryk & Podgórska, 2006b, Podgórska et al., 2008)

De asemenea, tipul de sediment influenţează abundenţa bacteriilor. Mâlurile, mâlurile cu

argile, sedimentele detritice sunt foarte bogate în nutrient organici, deci și în microorganisme,

spre deosebire de nisipuri.

Prin metode de numărare directă, densitățile microbiotei bentice litorale determinate de

diverși autori în diferite zone ale lumii se încadrează în limitele de circa 106-109 celule per

cm3 (Montagna, 1982, Novitsky & MacSween, 1989, Danovaro et al., 1994, Epstein et al.,

1997, Hymel & Plante, 1998, Kuwae & Hosokawa, 1999, Dietrich & Arndt, 2000, Proctor &

Souza, 2001, Luna et al., 2002, Lunau et al., 2005, Pusceddu et al., 2005, Šestanović et al.,

2005, Ferrara-Guerrero et al., 2007, Røberg et al., 2007, Podgórska et al., 2008, Šestanović et

al., 2009), cu variaţii circadiene şi sezoniere (Šestanović et al., 2005, Ferrara-Guerrero et al.,

2007, Šestanović et al., 2009).

Trebuie menţionat faptul că dintre celulele bacteriene vizualizate prin metode de numărare

directă rareori mai mult de 60% sunt vii (Luna et al., 2002), iar cele cultivabile pot reprezenta

sub 1‰ (Khiyama & Makemson, 1973).

Bacteriile colonizează doar o mică parte din suprafaţa sedimentelor (sub 1%), preferând

spaţii adăpostite (fisuri, crăpături) faţă de abraziune, mișcările apei şi consumatori.

Depunerile de detritus favorizează, evident, colonizarea microbiană (Weise & Rheinheimer,

1977, DeFlaun & Mayer, 1983, Novitsky & MacSween, 1989, Mudryk & Podgórska, 2006b).

2.2. Grupe fiziologice de procariote şi activitatea lor metabolică în sedimentele

marine

În ceea ce priveşte ecologia microbiotei sedimentelor, trebuie precizat că parametrii

diverşilor factori de mediu (lumină, oxigen, diferite substraturi organice şi anorganice) suferă

variaţii puternice pe verticală, putând apărea diferenţe foarte mari la distanţe de ordinul

milimetrilor. O deosebită importanţă o reprezintă gradienţii oxigenului. Astfel, în cadrul

sedimentelor se poate distinge o zonă superioară, aerobă, o zonă de tranziţie oxic-anoxică

bine definită şi zona anaerobă. Grosimea acestor zone variază în funcţie de granulometria

sedimentului, cantitatea de materie organică prezentă, prezenţa sau absenţa cianobacteriilor

sau microalgelor, de turbiditatea apei, sau microtopografia suprafeţei sedimentelor (care
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poate fi modificată de dinamismul apei sau de animale; Brune et al., 2000, Kogure & Wada,

2005).

La interfaţa dintre apă şi sedimente se întâlnesc cele mai mari densităţi bacteriene din

întregul domeniu bental, datorită acumulării unor cantităţi mari de substanţe organice și

gradului ridicat de oxigenare. Aici este sediul principal al activității degradative.

Polizaharidele complexe (celuloza, lignina, chitina), oligozaharidele, lipidele și, mai ales,

aminoacizii sunt resurse trofice pentru microbiota heterotrofă (Pora & Oros, 1974, Mudryk et

al., 2005, Mudryk & Podgórska, 2006a). Majoritatea bacteriilor bentice au o versatilitate

trofică redusă, fiind specializate pe un număr restrâns de substraturi organice (Khiyama &

Makemson, 1973).

Zona anaerobă a sedimentelor se poate subdivide şi ea în straturile superioare, cu potenţial

redox pozitiv şi cele inferioare, cu potenţial redox negativ. În straturile superioare, nitraţii,

ionul manganic (Mn4+) şi cel feric (Fe3+) reprezintă principalii acceptori finali de electroni

utilizaţi de către bacteriile anaerobe în procesele respiratorii. Compuşii reduşi ai acestor

acceptori ajung apoi la interfaţa oxic-anoxică, unde alte bacterii îi reoxidează.

În straturile inferioare, reduse, sulfaţii şi dioxidul de carbon reprezintă principalii acceptori

finali de electroni utilizaţi în respiraţia anaerobă. Acidul sulfhidric şi metanul produse de

către bacteriile sulfat-reducătoare şi metanogene sunt oxidate în straturile cu potenţial redox

pozitiv (Hansen & Blackburn, 1991, Brune et al., 2000).

Microbiota sedimentelor prezintă o mare importanţă din punct de vedere ecologic. În

primul rând, majoritatea acestor bacterii sunt implicate în descompunerea substanţei organice

rezultate prin depunerea de resturi vegetale şi animale. Ele eliberează nutrienţi care vor sta la

baza lanţurilor trofice bentale şi pelagice, jucând un rol important în productivitatea bazinelor

marine şi oceanice (Pora & Oros, 1974).

Microorganismele bentice produc modificări chimice esenţiale pentru formarea şi evoluţia

diferitelor tipuri de sedimente marine, mai ales prin precipitarea carbonatului de calciu şi prin

formarea humusului. Unele sunt implicate în geneza zăcămintelor de hidrocarburi şi a

depozitelor feromanganoase

În ansamblu, se poate spune că microbiota bentală menţine echilibrul dinamic al

chimismului sedimentelor marine şi al maselor de apă învecinate (Pora & Oros, 1974).
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2.3. Caracterstici morfo-structurale și taxonomice ale microbiotei sedimentelor

marine litorale

Din punct de vedere al morfologiei, în sedimentele litorale se întâlnesc diferite tipuri de

celule procariote: coci, cocobacili, bacili, vibrioni, celule filamentoase, discoidale etc. Există

atât forme solitare cât şi coloniale.

Există diverşi factori care influenţează distribuţia grupelor morfologice bacteriene:

hidrodinamismul, variaţiile sezoniere, granulometria sedimentului, cantitatea de nutrienți,

acțiunea selectivă a consumatorilor (Novitsky & MacSween, 1989, Šestanović et al., 2005,

Šestanović et al., 2009). Formele coloniale (agregate sau filamentoase) sunt de regulă rare,

întâlnite mai ales la cianobacterii sau la unele bacterii sulfat-reducătoare. În sedimentele

apărate de hidrodinamism, pot apărea şi biofilme (DeFlaun & Mayer, 1983, Novitsky &

MacSween, 1989, Mudryk & Podgórska, 2006b).

Privind dimensiunile, predomină în nisipurile litorale procariotele de talie mică, cu un

biovolum celular mediu în jurul a 0,1 m3 (Kuwae & Hosokawa, 1999, Mudryk &

Podgórska, 2006b, Podgórska et al., 2008).

Marea majoritate a bacteriilor bentice sunt ataşate de granulele de sediment, doar o mică

parte trăind în apa interstiţială (Khiyama & Makemson, 1973, Mudryk & Podgórska, 2006b).

De aceea, ele prezintă structuri specifice pentru adeziunea la substrat – glicocalix, filamente

polizaharidice sau alte mecanisme, încă puțin cunoscute (Weise & Rheinheimer, 1977,

Moriarty & Hayward, 1982, Novitsky & MacSween, 1989, Mudryk & Podgórska, 2006b).

Referitor la repartiţia bacteriilor marine în funcţie de structura peretelui celular, s-a

demonstrat că predomină net bacteriile Gram negative (70-90%; Khiyama & Makemson,

1973, Moriarty & Hayward, 1982).

Metodele genetice de investigare a populaţiilor microbiene naturale au permis

determinarea diversităţii taxonomice a microbiotei sedimentelor marine, şi chiar identificarea

unor taxoni noi pentru ştiinţă.

Referitor la distribuţia diferitelor grupe taxonomice în sedimentele costiere, diverşi autori

au obţinut date variate, în general predominând grupele de proteobacterii (Alpha-, Beta-,

Gamma-, Deltaproteobacteria), grupul taxonomic Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides,

frecvente fiind și planctomicetele și bacteriile Gram pozitive (Llobet-Brossa et al., 1998,

Gillan et al., 2005, Muşat et al., 2006, Tănase, 2009, Kunihiro et al., 2012). Arhebacteriile

sunt relativ puțin numeroase (Tănase, 2009).
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Capitolul 3. Potențialul de bioremediere al sedimentelor marine în cazul poluării cu

uleiuri minerale sau vegetale

Bioremedierea reprezintă procesul de reconstrucție ecologică prin care microbiota naturală

este utilizată pentru a reduce concentrația, într-un anumit mediu, sau toxicitatea unor

poluanți, prin biodegradarea lor (Korda et al., 1997). Deși prezintă anumite limitări,

bioremedierea rămâne o modalitate extrem de atractivă de reconstrucție ecologică, datorită

costurilor sale scăzute (Doboș & Puia, 2010).

Una dintre cele mai frecvente și mai periculoase forme de poluare a ecosistemelor marine

o constituie deversarea de produse petroliere. Petrolul și produsele derivate sunt amestecuri

complexe conținând diferite tipuri de hidrocarburi: alcani, cicloalcani, alchene, hidrocarburi

aromatice și poliaromatice, asfaltene, hidrocarburi sulfurate. Unele microorganisme posedă

căi metabolice prin care astfel de compuși pot fi oxidați (de obicei aerob), de regulă cu

formarea de acizi grași. În general, fiecare dintre speciile sau tulpinile de microorganisme

hidrocarbon-oxidante este specializată strict pe un număr restrâns de hidrocarburi (Atlas,

1981, Korda et al., 1997, Harayama et al., 1999, Okoh, 2006, Das & Chandran, 2011).

Diverși factori de mediu pot influența modul în care decurge procesul de bioremediere:

starea fizică a poluantului, solubilitatea acestuia, suprafața disponibilă pentru interacțiunea

între acesta și microorganisme, concentrația sa, eventualele poluări anterioare (care

favorizează microbiota hidrocarbon-degradativă), temperatura, nutrienții (azot, fosfor),

oxigenul, salinitatea și presiunea hidrostatică (Atlas, 1981, Leahy & Colwell, 1990, Van

Hamme et al., 2003, Okoh, 2006, Doboș & Puia, 2010, Hazen, 2010, Das & Chandran, 2011).

Pornind de la cunoașterea principiilor procesului și a factorilor favorizanți sau inhibitori,

bioremedierea naturală poate fi dirijată de către om în sensul unei eficiențe superioare, prin

biostimulare (adaosul de nutrienți în mediu) sau bioaugumentare (adaosul de organisme

degradative). S-a demonstrat că biostimularea poate da rezultate foarte bune în diverse medii.

Tehnicile de stimulare includ suplimentarea surselor de azot și fosfor, oxigenarea artificială

(unde este cazul) și adiția de surfactanți (Atlas, 1981, Korda et al., 1997, Van Hamme et al.,

2003, Doboș & Puia, 2010, Hazen, 2010).

Sedimentele marine litorale sunt unul dintre mediile cele mai des afectate de poluarea cu

hidrocarburi, efectele acesteia diferă în funcție de tipul de sediment (IPIECA, 2000)

Similare ca efecte cu acest tip de poluare sunt și contaminările cu mixturi lipidice de

origine biologică (în special vegetală), din ce în ce mai frecvente odată cu utilizarea pe scară

tot mai extinsă a acestor uleiuri în producția de biocombustibili și în alte ramuri industriale.
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Uleiurile vegetale (mai ales cele de floarea-soarelui, rapiță, in, palmier) reprezintă una dintre

cele mai frecvente surse de poluare în multe state ale lumii (Al-Darbi et al., 2005, Aluyor et

al., 2009).

Uleiurile vegetale diferă mult în ceea ce privește compoziția lor și mai ales raportul între

acizii grași saturați și nesaturați și lungimea catenelor acestora. Compoziția, alături de diverși

factori de mediu, determină rata de biodegradare a acestora (Aluyor et al., 2009).
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PARTEA A II-A. CONTRIBUȚII PERSONALE LA STUDIUL

CANTITATIV ȘI CALITATIV AL MICROBIOTEI BENTICE

LITORALE

Scopul și obiectivele lucrării

Prezenta lucrare are ca scop studierea, în termeni cantitativi și calitativi, a microbiotei

sedimentelor nisipoase de pe litoralul românesc al Mării Negre pentru atingerea următoarelor

obiective:

1. Determinarea caracteristicilor microbiotei bentice (densitate, biomasă, diversitate morfo-

structurală) din sedimente nisipoase din diferite stații de-a lungul litoralului românesc.

2. Determinarea relației dintre granulația sedimentelor și caracteristicile microbiotei pe care

o găzduiesc.

3. Studierea variațiilor sezoniere ale abundenței, biomasei și diversității morfo-structurale a

bacteriilor bentice, în relație cu anumiți factori de mediu (concentrația pigmenților

clorofilieni – expresie a densității producătorilor primari, temperatura apei).

4. Determinarea densității estimative a unor grupe funcționale microbiene implicate în unele

cicluri biogeochimice importante de la nivelul sedimentelor marine.

5. Studiul impactului poluării cu hidrocarburi asupra caracteristicilor cantitative și a

diversității morfo-structurale a microbiotei bentice, prin experimente de tip microcosmos.

6. Evaluarea potențialului de bioremediere al microbiotei bentice în cazul contaminării cu

amestecuri de hidrocarburi sau uleiuri lipidice, prin estimarea densității potențialilor

degradatori.

7. Determinarea influenței adaosului de nutrienți azotați și fosfați asupra eficienței

procesului de bioremediere prin experimente pe microcosmosuri de laborator.

Capitolul 4. Materiale şi metode

4.1. Prelevarea şi fixarea probelor

4.1.1. Determinarea caracteristicilor microbiotei din sedimente nisipoase de diferite

granulaţii de pe litoralul românesc al Mării Negre

Probele, constând în carote de sediment, au fost prelevate din opt staţii de-a lungul

litoralului românesc, pe 24 septembrie 2010, de la circa 0,5 m adâncime. Staţia I este

localizată în Vama Veche, staţia II în Mangalia, staţia III în Neptun, staţia IV în Costineşti,
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staţia V în Eforie-Nord, staţia VI în Constanţa, staţia VII în Mamaia şi staţia VIII pe plaja

Vadu (fig. 1). De asemenea, au fost colectate mostre de nisip pentru studiile granulometrice.

Probele au fost prelevate utilizând carotiere improvizate, din fiecare carotă, cei 5 cm3

superficiali (corespunzând unei adâncimi de 17,5 mm) fiind preluaţi pentru analiză,

suspendați în formalină tamponată (4% concentraţie finală) și păstrați prin refrigerare la +4°C

(Fry, 1990, Epstein et al., 1997, Luna et al., 2002).

Fig.1. Localizarea staţiilor de prelevare a probelor (septembrie 2010; imagine Google Earth -

http://www.google.com/earth/index.html).

4.1.2. Evoluţia microbiotei bentice în microcosmosuri cu sedimente marine de

diferite  granulaţii

Nisipul marin pentru microcosmosuri a fost colectat de pe câteva plaje din Constanţa,

spălat cu Tween 80 (1 mg/L final), sterilizat la 105°C, sortat în funcţie de dimensiunea

granulelor, utilizând un dispozitiv granulometric Endecotts Minor și distribuit în patru

recipiente de plastic de 1 L, astfel: microcosmosul A – granule cu diametrul de 0-200 µm,

microcosmosul B – 200-400 µm, C – 400-800 µm, iar D – 800-1 000 µm.  S-a adăugat apă de
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mare, până la un volum total de circa 700 cm3, iar microcosmosurile au fost acoperite cu folie

transparentă şi păstrate la temperatura camerei, la iluminaţie naturală.

Probele au fost prelevate din două în două săptămâni (până la zece săptămâni), prelevarea,

fixarea şi stocarea lor efectuându-se la fel ca şi la punctul anterior.

4.1.3. Determinarea variaţiilor sezoniere ale caracteristicilor microbiotei bentice

litorale

Fig. 2. Localizarea staţiilor de prelevare a probelor sezoniere (imagine Google Earth).

Probe constând în carote de sediment au fost prelevate lunar de pe trei plaje (din etajul

mediolitoral) din oraşul Constanţa (notate drept Staţiile A, B şi C; fig. 2), începând din aprilie

2011. Staţiile A și B, prezintă ambele sedimente grosiere, dar expuneri ușor diferite, iar staţia

C este într-un golf adăpostit şi cu pantă lină, cu un sediment fin. Prelevarea, fixarea şi

stocarea probelor s-au efectuat la fel ca şi la punctul anterior.
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4.1.4. Determinarea variaţiei sezoniere a concentraţiei pigmenţilor clorofilieni din

sediment

Lunar, odată cu prelevarea carotelor pentru analiza microbiologică, din staţiile A şi C

(vezi punctul 4.1.3) au fost prelevate carote separate pentru determinarea concentraţiei

pigmenţilor clorofilieni (începând din august 2011). Pentru analiză s-au utilizat cei 3 cm3

superficiali din fiecare carotă, stocaţi la -20°C (Roelfsema, 1999).

4.1.5. Estimarea densității unor grupe fiziologice microbiene din sedimentele litorale

Pentru experimentele vizând cultivarea și estimarea numărului microorganismelor din

anumite grupe fiziologice specifice, inclusiv a celor capabile de degradarea hidrocarburilor

sau a unor mixturi lipidice (vezi punctele 4.6 și 4.7.2), au fost utilizate ca inocul carote de

sediment mediolitoral superficial, de câte 5 cm3 fiecare, prelevate la fel ca și cele de la

punctul 4.1.1, dar nefixate, inocularea efectuându-se imediat după recoltare. Carotele au fost

prelevate din stațiile A și C de la punctul 4.1.3.

4.2. Analiza granulometrică a sedimentelor

Probele de sediment au fost uscate şi, ulterior, analizate utilizând un dispozitiv

granulometric Endecotts Minor, cu site de 1 000, 800, 400, 200, 180, 125, 90 şi 53 µm. A fost

determinată masa fiecărei fracţii, după care a fost calculată proporţia procentuală.

4.3. Analiza microscopică

4.3.1. Dislocarea celulelor aderate pe granulele de sediment

Pentru dislocarea microorganismelor atașate de substrat, în vederea analizei microscopice

suspensiile de sediment au fost diluate, incubate cu Tween 80 (1 mg/L final) timp de 15

minute şi vortexate la 2 400 r.p.m. timp de 5 minute (protocol adaptat după Epstein & Rossel,

1995, Kuwae & Hosokawa, 1999, Bennett et al., 2006).

4.3.2. Cuantificarea directă a celulelor microbiene

Microorganismele au fost vizualizate prin microscopie de epifluorescenţă, utilizând

SYBR Green I, un fluorocrom care dă o fluorescenţă verde puternică în urma legării de acizii

nucleici, colorând atât celulele moarte, cât şi pe cele vii (Noble & Fuhrman 1998).

Protocolul utilizat a fost adaptat după Noble & Fuhrman (1998). Suspensiile de sediment

au fost diluate până la o densitate celulară optimă, incubate 15 minute cu SYBR Green I
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(1:10 000 final), filtrate prin sucţiune pe membrane filtrante Millipore de 0,2 µm şi examinate

microscopic (la o mărire de 1 000×), utilizând şi un micrometru ocular tip grilă.

Au fost numărate manual celulele fluorescente, excluzând particulele fluorescente

anorganice şi structurile evident eucariote (prin dimensiuni şi morfologie) şi a fost calculată

densitatea celulară medie pentru fiecare probă.

4.3.3. Cuantificarea biomasei microbiene

Dimensiunile microorganismelor observate au fost măsurate cu ajutorul micrometrului și

s-a calculat biovolumul fiecărei celule, forma unei celule fiind aproximată cu cea a unui

cilindru cu capete emisferice (Fry, 1990).

Pentru a determina biomasa uscată pe baza biovolumului a fost utilizată formula de

conversie a lui Loferer-Krößbacher et al. (1998).

4.3.4. Diferenţierea bacteriilor Gram pozitive şi Gram negative prin microscopie de

epifluorescenţă

Iodura de hexidiu este un fluorocrom cu fluorescenţă roşu-oranj, care nu poate străbate

pereţii bacteriilor Gram-negative. Utilizând simultan SYBR Green I şi iodură de hexidiu (10

mg/L, 15 minute incubare), celulele bacteriene apar colorate diferenţiat (Mason et al., 1998,

Forster et al., 2002).

Celulele au fost împărţite pe categorii morfo-structurale, în funcţie de atât de caracterul

Gram, cât şi de morfologie (coci – celule sferice, bacili şi forme filamentoase – cele cu o

lungime de peste cinci ori mai mare decât lăţimea; Šestanović et al., 2005).

4.3.5. Diferențierea celulelor bacteriene în funcție de integritatea plasmalemei

Iodura de propidiu este un fluorocrom cu o fluorescenţă roşu-portocalie puternică, care

pătrunde numai în celulele cu integritate membranară compromisă (celule moarte la data

recoltării). Se poate utiliza împreună cu SYBR Green, pentru a distinge celulele cu

plasmalema integră (cel mai probabil, celule viabile) de cele moarte (20 mg/L, incubare 15

minute; Grégori et al., 2001, Falcioni et al., 2006).
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4.4. Cuantificarea pigmenţilor clorofilieni din sedimente

Protocolul utilizat a fost preluat după Roelfsema (1999). Extracţia pigmenţilor s-a

efectuat cu soluţie de acetonă 90% şi amestecul a fost centrifugat la 3 000 r.p.m. timp de 25

de minute.

Supernatantul a fost analizat prin spectrofotometrie, iar concentraţia principalilor

pigmenţi clorofilieni (A, B, C) a fost determinată conform ecuațiilor tricromatice ale lui

Jeffrey & Humphrey (1975, cit. de Namsaraev, 2009).

4.5. Determinarea corelațiilor între diferiți parametri

Pentru a determina existenţa unor corelaţii între diferitele caracteristici ale microbiotei

analizate, precum şi între acestea şi factori de mediu, a fost calculat coeficientul de corelaţie

Pearson (Dale, 1974, Paulson, 2008, Šestanović et al., 2009). Valorile apropiate de 1 sau -1

indică existenţa unei corelaţii semnificative, pozitive sau, respectiv, negative. Valorile

apropiate de 0 indică o slabă corelare a celor două mărimi.

Pentru a verifica corelațiile între o caracteristică a microbiotei (densitate, biomasă) și un

set de variabile independente a fost utilizată regresia multiplă (Dale, 1974, Paulson, 2008,

Šestanović et al., 2009).

4.6. Estimarea densității unor grupe fiziologice microbiene din sedimentele litorale

Pentru a determina densitatea și distribuția unora dintre principalele grupe fiziologice

microbiene au fost prelevate și utilizate ca surse de inoculare carote de sediment provenite de

pe două plaje din Constanța, una cu nisip grosier și una cu sedimente fine (stațiile A și C de la

punctul 4.1.3; prelevarea s-a realizat în aprilie-mai 2012).

Au fost avute în vedere microorganismele fixatoare de azot, amonificatoare, nitrificatoare

și denitrificatoare, pentru ciclul azotului, precum și cele sulfat-reducătoare.

În cazul diazotrofelor aerobe s-a utilizat un mediu lichid de cultură lipsit de compuși cu

azot, cu sucroză (Hanson & Gundersen, 1976, Zuberer & Silver, 1978, Tejera et al., 2005,

Torpee, 2009) și clorură de trifeniltetrazoliu (TTC; 0,01%), ca indicator al activității

metabolice microbiene (Kutty, 2009). Incubarea s-a realizat aerob, la temperature camerei și

lumină naturală.

Amonificatorii au fost cultivați pe mediu cu peptonă (incubare aerobă), utilizând reactivul

Nessler ca indicator al prezenței amoniului (Gołaś et al., 2008).
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Pentru microorganismele nitrificatoare (mai precis, pentru nitritbacterii, care oxidează

aerob compușii amoniului) s-a utilizat un mediu de cultură cu sulfat de amoniu (incubare

aerobă), înregistrându-se reacțiile negative cu reactivul Nessler (Burton & Prosser, 2001,

Gołaś et al., 2008).

Pentru denitrificatori, s-a utilizat un mediu cu extract de vită, peptonă și KNO3 (incubare

anaerobă; Britton & Greeson, 1987). Ca indicator a fost utilizat albastrul de bromtimol (10

g/L; Saitoh et al., 2003)..

La sulfat-reducătoare, inocularea s-a făcut pe un mediu cu tioglicolat de sodiu (incubare

anaerobă), observându-se depunerea sulfurilor (Hines & Buck, 1982, Chandrika et al., 1990).

În toate cazurile estimarea numărului acestor microorganisme s-a realizat printr-o metodă

de tip Most Probable Number (MPN), utilizând software-ul gratuit MPN Calculator

(http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/ index.html).

4.7. Evaluarea potențialului de bioremediere al microbiotei bentice litorale

4.7.1. Efectul poluării cu hidrocarburi asupra microbiotei bentice litorale

Pentru a evalua impactul poluării cu hidrocarburi asupra microbiotei sedimentelor

nisipoase marine, au fost efectuate experimente pe microcosmosuri similare celor de la

punctul 4.1.2 (circa 500 cm3 de sediment în fiecare și acoperit un strat subțire de apă marină

sterilă). Primul a servit drept martor, iar în celălalt s-a adăugat motorină (20 g/L),

amestecăndu-se cu sedimentul. Microcosmosurile au fost păstrate la temperatura camerei, la

lumină naturală.

Carote de sediment fost prelevate și fixate conform metodei prezentate la punctul 4.1.1,

astfel: în microcosmosul martor – la data montării, la 8 și respectiv 14 zile, iar în

microcosmosul contaminat – imediat înaintea deversării și din două în două zile, timp de

două săptămâni.

Microorganismele au fost vizualizate prin microscopie de epifluorescență, utilizând SYBR

Green și iodura de hexidiu, cuantificate și repartizate în clase morfo-structurale.

4.7.2. Estimarea densității microorganismelor capabile să degradeze hidrocarburi și

uleiuri vegetale

În prezentul studiu au fost cuantificate microorganismele bentice care pot utiliza drept

unică sursă de carbon hidrocarburile prezente în următoarele mixturi: eter de petrol
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(conținând în principal compuși cu cinci sau șase atomi de carbon), benzină (hidrocarburi din

gama C4-C12), motorină (C10-C15) și ceară de parafină (C20-C40).

În ceea ce privește uleiurile vegetale, au fost utilizate ca substraturi uleiul de floarea-

soarelui, cel de măsline și cel de in.

Estimarea densității s-a realizat printr-o metoda MPN, utilizănd mediul de cultură

Bushnell-Haas (Horowitz & Atlas, 1977, Wrenn & Venosa, 1996, Ramsay et al., 2000, Kutty,

2009), suplimentat cu TTC (Kutty, 2009) și mixturile de hidrocarburi (0,5%, Walker &

Colwell, 1976, Horowitz & Atlas, 1977, Adoki, 2007), respectiv uleiurile vegetale (1%, Al-

Darbi et al., 2005). În cazul hidrocarburilor volatile (eter de petrol) sau a celor solide (ceară

de parafină), s-a utilizat forma solidă a mediului Bushnell-Haas (cu agaroză 2%).

Ca sursă de inoculare au fost utilizate carote de sediment prelevate, în luna septembrie

2011, din stațiile A și C de la punctul 4.1.3.

4.7.3. Influența nutrienților asupra bioremedierii sedimentelor poluate cu

hidrocarburi – experimente de tip microcosmos

Un factor important care favorizează remedierea naturală a ecosistemelor contaminate cu

hidrocarburi îl reprezintă cantitatea de nutrienți. De aceea, adiția de azotați și fosfați este o

metodă frecvent utilizată pentru stimularea procesului.

În acest studiu, au fost utilizate microcosmosuri concepute în mod similar celor de la

punctul 4.7.1. (500 cm3 nisip, acoperit cu un strat de 100 cm3 apă de mare sterilă). În fiecare

microcosmos s-a amestecat în sediment motorină (20 g/L). Microcosmosurile au fost păstrate

la temperatura camerei, la iluminare naturală.

Microcosmosul numărul 1 a servit drept martor, celorlalte fiindu-le adăugate concentrații

diferite de nutrienți anorganici (menținându-se un raport constant între azotat și fosfat;

Heitkamp & Cerniglia, 1989, Röling et al., 2002), după cum urmează: microcosmosul 2 – 5

mg/L NH4NO3 și 0,5 mg/L KH2PO4; microcosmosul 3 – 25 mg/L NH4NO3 și 2,5 mg/L

KH2PO4; microcosmosul 4: 50 mg/L NH4NO3 și 5 mg/L KH2PO4; microcosmosul 5 – 100

mg/L NH4NO3 și 10 mg/L KH2PO4; microcosmosul 6 – 200 mg/L NH4NO3 și 20 mg/L

KH2PO4.

Evoluția procesului de bioremediere a fost urmărită prin prelevarea, la fiecare șapte zile,

de sediment superficial (carote de 3 cm3) și determinarea concentrației de hidrocarburi totale

(TPH), prin metoda lui Nwaogu et al., 2008 (uscare la 50°C, extracție, evaporarea solventului

la 50°C în vase precântărite, cântărirea reziduului), folosind, însă, drept solvent, cloroformul
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(Kalėdienė et al., 2003, Ezekiel et al., 2011). S-a calculat cantitatea de hidrocarburi per gram

de sediment uscat, exprimată în părți per milion (ppm).

De asemenea, au fost cuantificate microorgansimele hidrocarbon-oxidante din fiecare

microcosmos (după 35 de zile de la începerea experimentului), conform metodei prezentate la

punctul 4.7.2. Microorganismele izolate astfel au fost cercetate și prin microscopie de

epifluorescență (cu SYBR Green și iodură de hexidiu).

Capitolul 5. Rezultate și discuții

5.1. Caracteristicile microbiotei din sedimente nisipoase de diferite granulaţii de pe

litoralul românesc al Mării Negre

5.1.1. Granulometria sedimentelor

Sedimentul prelevat din staţiile I, III şi IV este cel mai grosier, la polul opus aflându-se

stațiile VIII și, mai ales, II (fig. 3).
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Fig. 3. Proporţia diferitelor fracţii ale sedimentelor prelevate de-a lungul litoralului românesc

(µm).

5.1.2. Densitatea și biomasa populațiilor microbiene

Între cele opt staţii densitatea microbiană a variat între 4,62-9,64 × 107 celule/cm3

sediment, cu o medie de 7,15 × 107 celule/cm3 (fig. 4).

Aceste valori se încadrează în limitele de variaţie ale densităţii microbiotei sedimentelor

litorale (circa 106-109 celule per cm3), comparabile celor obținute de diverși autori în

sedimente litorale din diverse părți ale lumii (Montagna, 1982, Novitsky & MacSween, 1989,

Danovaro et al., 1994, Epstein et al., 1997, Torréton et al., 1997, Hymel & Plante, 1998,

Kuwae & Hosokawa, 1999, Dietrich & Arndt, 2000, Proctor & Souza, 2001, Lucas et al.,

2003, Lunau et al., 2005, Pusceddu et al., 2005, Šestanović et al., 2005, Ferrara-Guerrero et
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al., 2007, Hewson et al., 2007, Røberg et al., 2007, Podgórska et al., 2008, Šestanović et al.,

2009).
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Fig. 4. Abundența și biomasa microbiană uscată per cm3 sediment în fiecare stație.

Se observă o tendinţă de corelare a negativă a densităţii bacteriene cu granulaţia

sedimentului, fapt semnalat de numeroşi autori (Novitsky & MacSween, 1989, Kuwae &

Hosokawa, 1999). Acest lucru se datorează suprafeţei mai mari disponibile şi cantităţii mai

ridicate de materie organică din sedimentele fine. Totuşi, corelaţia nu este absolută şi nici

proporţională, ceea ce sugerează existenţa şi a altor factori de mediu care determină

distribuţia microorganismelor.

Biomasa a prezentat variaţii semnificative de la o staţie la alta (fig. 4), între 3,03 și 6,39

µg/cm3 sediment, urmând, în general, variaţiile abundenței . Raportat la densitatea celulară,

aceste rezultate sunt similare celor obținute obținute de de Danovaro et al. (1994), Luna et al.

(2002), Pusceddu et al. (2005), Šestanović et al. (2005) sau Ferrara-Guerrero et al. (2007).

Biovolumul celular mediu a fost de 0,12 µm3 (0,10-0,13 µm3), valori similare celor

determinate de Kuwae & Hosokawa (1999) sau Mudryk & Podgórska (2006b).

5.1.3. Distribuția principalelor grupuri morfologice microbiene

Bacilii (incluzând cocobacilii și puținii vibrioni) au constituit majoritatea celulelor

bacteriene observate (58-65%; fig. 5). Proporţia a fost diferită în cele opt staţii, tendinţa fiind

aceea de sporire a numărului lor odată cu scăderea granulației. Formele filamentoase au fost

rare, la fel și cele coloniale (în concordanță cu cu observaţiile făcute de Novitsky &

MacSween, 1989). Trebuie menţionat că studii de microscopie electronică efectuate pe

sedimente litorale au demonstrat existenţa unor bacterii discoidale, a căror formă nu poate fi

înregistrată corect prin microscopia de epifluorescenţă (Mudryk & Podgórska, 2006b).
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Fig. 5. Proporţia procentuală a principalelor grupe morfologice bacteriene.

5.1.4. Integritatea membranară a celulelor microbiene
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Fig. 6. Proporția procentuală a bacteriilor cu plasmalemă integră (IP-negative).

58-70% dintre microorganismele cuantificate au dat o reacție negativă cu iodura de

propidiu (IP), având, deci, membrane celulare intacte. În general, sedimentele mai fine au

prezentat un procent mai mic de celule viabile, în timp ce valorile cele mai ridicate au fost

determinate în stația I (cu cea mai mare granulație; fig. 6).

Aceste procentaje sunt mult mai ridicate decât cele determinate, de exemplu, de Luna et

al. (2002), în sedimente mâloase și nisipuri fine, ceea ce susține ideea că există o corelație

negativă între granulometria sedimentului și proporția bacteriilor viabile.
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5.2. Evoluţia microbiotei bentice în microcosmosuri cu sedimente marine de diferite

granulaţii

După primele două săptămâni densitatea celulelor bacteriene a atins valori de 7,7-22,5 ×

107 celule/cm3 sediment (fig. 7). Aceste valori sunt similare celor determinate în probe

naturale de sediment (vezi punctele 5.1.2., 5.2.1.). Așadar, colonizarea sedimentelor sterile de

către microorganisme poate fi foarte rapidă (în condițiile lipsei hidrodinamismului și a

variațiilor termice). Creşterea încetineşte ulterior, apărând o tendinţă de stabilizare a densităţii

microbiotei.

Biovolumul celular mediu s-a situat între 0,069-0,1 µm3. Majoritatea celulelor observate

au fost bacili şi cocobacili, cocii reprezentând cel mult o treime din total în toate probele

analizate, iar formele filamentoase fiind în număr foarte redus.
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Fig. 7. Evoluţia în timp a densităţii microbiene în fiecare microcosmos.

Se observă existenţa unei corelaţii între densitatea microbiană și caracteristicile

granulometrice ale sedimentului. Existenţa acestei corelaţii şi modul în care se manifestă ea

constituie subiectul unor opinii divergente în literatura de specialitate, mergând de la o relație

aproape invers proporțională între abundența bacteriană și diametrul sau suprafața granulelor

de sediment (Dale, 1974, DeFlaun & Mayer, 1983) și până la absenţa oricărei relaţii

predictibile, alţi factori (temperatură, bacteriovori) fiind determinanţi (Cammen, 1982).

În cazul prezentului experiment, în condiţii de mediu controlate (temperaturi constante,

absenţa hidrodinamismului), se observă o corelaţie negativă evidentă (coeficientul de

corelație Pearson mediu este de -0,97), dar neproporţională (un motiv posibil ar fi forma

granulelor de nisip; în realitate aceasta este variabilă, iar suprafaţa nu poate fi calculată în

funcţie de diametru). Cea mai apropiată ecuație de regresie (cu un coeficient de determinare

de numai 76%) ar fi următoarea:
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A = 26,75 – 0,017 × ϕ

unde A = abundența microbiană (×107 celule/cm3), iar ϕ = diametrul mediu al particulelor

de sediment (µm)

În ceea ce privește dimensiunile medii ale celulelor, ele variază independent de

granulometrie (coeficient Pearson de -0,18).

5.3. Variații sezoniere ale caracteristicilor microbiotei bentice litorale

5.3.1. Densitate celulară și biomasă

Densitatea microbiană înregistrată a variat între 4,32-12,64 × 107 celule/cm3 sediment (fig.

8), densități de asemenea comparabile celor din literatura de specialitate.

Densitățile cele mai ridicate au fost constatate în lunile calde ale anului (mai-octombrie),

iar cele minime iarna, mai ales în luna februarie 2012 (cu o perioadă de îngheț).
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Fig. 8. Evoluţia densităţii și biomasei uscate microbiene în fiecare staţie (perioada aprilie

2011-martie 2012).

Dacă staţiile A şi B sunt similare din acest punct de vedere, staţia C prezintă densităţi

microbiene mult mai ridicate (datorită diferențelor de granulometrie și hidrodinamism;

Novitsky & MacSween, 1989).

Biomasa a prezentat variaţii semnificative de la o staţie la alta şi de la o lună la alta (fig.

8), între 1,63 şi 6,99 µg/cm3 sediment.

Biovolumul celular mediu a fost de 0,096 µm3, limitele de variaţie fiind de 0,07-0,14 µm3,

pentru fiecare probă. Variaţiile sale nu urmează un model şi nu se corelează cu alte mărimi

determinate în prezentul studiu.

În general, există doi factori care reglează biovolumul mediu al bacteriilor: cantitatea de

nutrienți organici disponibilă (care favorizează creșterea în dimensiuni a microorganismelor)
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și activitatea protistelor bacteriovore (care fie bacteriile de talie foarte redusă, fie pe cele de

talie mare, mai puțin accesibile bacteriovorilor). Efectele acestor factori variază în funcție de

tipul de mediu. Dacă în mediul planctonic, unii autori au observat o ciclicitate sezonieră a

biovolumului mediu, cu valorile maxime în lunile calde, Šestanović et al. (2005, 2009) au

semnalat, în nisipuri fine infralitorale, o ciclicitate inversă, cu biovolumele maxime iarna.

5.3.2. Distribuția principalelor grupuri morfo-structurale bacteriene

Bacteriile observate au fost clasificate în funcţie de caracterul Gram (caracter cu valoare

taxonomică dat de structura peretelui celular) și morfologie (fig. 9).

Majoritatea celulelor cuantificate au fost Gram negative (70-86%), ceea ce concordă cu

datele din literatura de specialitate (Khiyama & Makemson, 1973, Moriarty & Hayward,

1982). Proporţia bacteriilor Gram pozitive a fost semnificativ mai mare în sedimentele mai

grosiere (staţiile A şi B) faţă de cele fine şi în lunile reci ale anului faţă de cele calde.

Fig. 9. Proporţia procentuală a principalelor grupe morfo-structurale bacteriene în fiecare

staţie (aprilie 2011-martie 2012).
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Din punct de vedere al morfologiei, predominanţi au fost bacilii (56-72%). Proporţia

cocilor este mai ridicată în sedimentele mai grosiere şi în perioadele reci, contrar observaţiilor

efectuate de alţi autori (Novitsky & MacSween, 1989, Šestanović et al., 2005, Šestanović et

al., 2009). Formele filamentoase au fost relativ rare în toate probele studiate.

5.3.3. Evoluția sezonieră a concentrației pigmenților clorofilieni în sedimentele

litorale

Între staţiile A şi C au existat diferenţe foarte mari în ceea ce priveşte concentraţia

clorofilelor. În perioada studiului (august 2011-iulie 2012) cantitatea totală de clorofile a

variat între 0,11-0,41 µg/cm3 sediment, în staţia A, şi 0,15-2,64 µg/cm3, în staţia C, cu

valorile maxime în lunile de toamnă, iar minimele ulterior perioadei de îngheț (februarie-

martie 2012).
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Fig. 10. Concentraţia pigmenţilor clorofilieni (staţiile A şi C, august 2011-iulie 2012).

Distribuţia diferitelor tipuri de clorofilă este prezentată în fig. 10. Clorofila A este comună

tuturor organismelor fotosintetizante oxigenice, clorofila B este specifică algelor verzi şi

plantelor superioare, iar clorofila C mai multor grupuri de alge, dintre care cele mai

importante în acest context sunt diatomeele. Cantitatea de pigmenţi asimilatori este un indiciu

al productivităţii primare din sedimente şi al cantităţii de materie organică disponibile; ea

provine atât de la microfitobentos, cât şi din depunerea planctonului sau descompunerea

macroalgelor. În cazul prezentului studiu, clorofilele A şi C sunt predominante, iar

concentraţiile lor sunt relativ corelate, confirmând rolul principal al diatomeelor în producţia

primară din sedimentele litorale (García-Robledo et al., 2010).
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5.3.4. Corelații între caracteristicile microbiotei și condițiile de mediu

Tabelul 1 prezintă valorile coeficientului Pearson pentru diferite perechi de mărimi

determinate.

Abundenţa şi biomasa microorganismelor au prezentat corelaţii pozitive semnificative cu

temperatura apei și cu concentraţia clorofilelor. Aşadar, dezvoltarea microorganismelor este

favorizată în perioadele mai calde ale anului şi în cele cu o dezvoltare accentuată a

microfitobentosului şi, în principal, a diatomeelor. Dimensiunile medii ale celulelor se

corelează, însă, foarte slab cu temperatura şi practic deloc cu alte caracteristici ale microbiotei

şi ale mediului studiate.

Tabel 1. Matricea de corelaţie Pearson pentru mărimile studiate: A = abundenţa microbiană,

V cel. = biovolumul celular mediu, B = biomasa microbiană, % coci = procentul bacteriilor

sferice, % Gram+ = procentul bacteriilor Gram pozitive, Chl A/B/C = concentraţia clorofilei

A/B/C, Total Chl = concentraţia totală a clorofilelor, Temp. = temperatura apei la recoltare

(cf. http://www.meteoconstanta.ro.).

A V cel. B % coci
%

Gram+
Chl A Chl B Chl C

Total

Chl
Temp.

A 1,00 0,25 0,79 -0,74 -0,70 0,64 0,39 0,61 0,61 0,71

V cel. 1,00 0,76 0,06 -0,22 0,29 -0,09 0,09 0,15 0,35

B 1,00 -0,42 -0,61 0,77 0,38 0,69 0,70 0,76

% coci 1,00 0,73 -0,50 -0,37 -0,44 -0,49 -0,86

%

Gram+
1,00 -0,40 -0,49 -0,50 -0,52 -0,84

Chl A 1,00 0,54 0,72 0,80 0,27

Chl B 1,00 0,83 0,88 0,05

Chl C 1,00 0,98 0,13

Total

Chl
1,00 0,16

Temp. 1,00

Condiţiile de mediu nefavorabile (temperaturi scăzute, producţie primară scăzută) par să

favorizeze bacteriile Gram pozitive pe cele cu forme sferice (atât sezonier cât şi între staţii cu

granulometrie diferită). În ceea ce priveşte bacteriile Gram pozitive, explicația este legată,

probabil, de capacitatea de a genera forme de rezistenţă de tipul endosporilor. În cazul
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cocilor, este vorba, cel mai probabil, de dimensiuni. Cea mai mare parte a cocilor observaţi

au avut diametre de circa 0,25 micrometri. Aparent, în condiţiile lipsei de nutrienţi, bacteriile

pot lua forme criptobiotice, cu dimensiuni foarte reduse (Velimirov, 2001).

Relațiile strânse între microbiota sedimentelor și microfitobentos, în termeni cantitativi și

ai diversității, au fost constatate și de alți autori, precum Šestanović et al. (2009) sau Kunihiro

et al. (2012), între cele două existînd schimburi permanente de compuși nutritivi organici și

anorganici. Gonzalez-Acosta et al. (2006) au constatat o corelație pozitivă (R = 0,6) între

temperatura apei și densitatea bacteriilor heterotrofe cultivabile în sedimente tropicale.

Evoluţia concentraţiei clorofilelor, în perioada studiată, nu se corelează cu temperaturile

apei, urmând un ciclu sezonier propriu, cu valori maxime în lunile de toamnă.

Rezultatele arată că variațiile abundenței și biomasei microbiotei bentice pot fi puse în

mare parte pe seama variațiilor temperaturii și densității producătorilor primari, cei doi factori

având ponderi apropiate.

5.4. Estimarea densității unor grupe fiziologice microbiene din sedimentele litorale

Tabelul 2 prezintă numărul estimativ al microorganismelor din fiecare grupă studiată per

cm3 de sediment.

Tabel 2. Numărul estimativ de microorganisme cultivabile (× 103) per cm3 de sediment din

fiecare grup fiziologic studiat, în cele două stații.

Grup fiziologic Stația A Stația C

Fixatoare de azot 3,7 11

Amonificatoare 5,3 16

Nitrificatoare 3,7 8

Denitrificatoare 4,4 8,8

Sulfat-reducătoare 3,5 170

În cazul fixatoarelor de azot, metoda utilizată permite cuantificarea exclusiv a

microorganismelor aerobe sau care tolerează oxigenul. Cele mai comune sunt speciile

genurilor Azotobacter și Azospirillum, și uneori Campylobacter, Beggiatoa, unele

cianobacterii etc. (Capone, 1988, Herbert, 1999), toate fiind Gram negative și, de regulă,

baciliforme, grup morfo-structural net predominant în probele analizate (cu o medie de peste

67% pentru cele două stații).
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În diverse tipuri de sedimente marine, diferiți autori au cuantificat densități variate ale

bacteriilor fixatoare de azot (aerobe și anaerobe), de la sub 102 până la peste 104 bacterii/g

(Hanson & Gundersen, 1976, Zuberer & Silver, 1978, Kannan, 2004).

Microorganismele amonificatoare cultivabile au reprezentat sub 0,02% din totalul

bacteriilor cuantificabile direct. În general, abundența acestor bacterii variază de la un tip de

sediment la altul, în funcție de cantitatea de azot organic disponibilă (Herbert, 1999): de la

sub 103 la peste 106 bacterii/g (Podgórska & Mudryk, 2007, Kannan, 2004, Brambilla, 2006).

Microorganismele amonificatoare joacă un rol important în circuitul azotului în

ecosistemele marine, convertind compușii organici azotați în săruri de amoniu, mai ușor

accesibile producătorilor primari. Printre cele mai comuni taxoni microbieni implicați se

regăsesc specii ale genurilor Pseudomonas, Vibrio, Serratia (Gram-negative), Bacillus,

Clostridium, numeroase actinomicete (Gram-pozitive), precum și unii fungi (Herbert, 1999).

Analiza microscopică a bacteriilor dezvoltate pe mediul pentru amonificatoare a arătat o

predominanță netă a bacteriilor Gram pozitive (baciliforme și filamentoase).

Bacteriile nitrificatoare (capabile de oxidarea amoniului – nitritbacterii) au prezentat

densități de ordinul a 103/cm3 și o proporție relativ similară în cadrul microbiotei totale în

ambele stații studiate. În funcție de condițiile locale, abundența acestor bacterii poate varia

între 101 și 106 bacterii/g (Henriksen & Kemp, 1988, Isnansetyo et al., 2011).

Oxidarea amoniului funcționează în principal drept cale de eliminare a azotului din mediu.

Nitrații produși sunt utilizați de bacteriile denitrificatoare, care îi convertesc în produși

volatili. Printre principalii factori care influențează nitrificarea se află gradul de oxigenare al

sedimentelor, cantitatea de hidrogen sulfurat și competiția cu alte organisme pentru cantitatea

de amoniu disponibilă  (Herbert, 1999).

Marea majoritate a microorganismelor nitrificatoare cunoscute sunt bacterii Gram-

negative, la fel ca și peste 64% dintre cele cultivate și observate în prezentul studiu. Cele mai

comune genuri sunt Nitrosomonas, Nitrosovibrio, Nitrosococcus etc. (Henriksen & Kemp,

1988, Herbert, 1999). De multe ori, bacteriile nitrificatoare formează consorții cu heterotrofe

Gram pozitive (Achuthan et al., 2006), ceea ce explică numărul relativ ridicat al acestui tip de

bacterii, observat în imaginile microscopice.

Microorganismele denitrificatoare au prezentat densități similare și o proporție similară în

cele două stații. Pentru comparație, diverși autori au determinat 101-106 denitirificatori/g, în

diverse tipuri de sedimente marine (Heitzer & Ottow, 1976, Sugahara et al., 1988, Shieh &

Yang, 1997, Kannan, 2004).
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Cele mai răspândite bacterii denitrificatoare aparțin genului Pseudomonas, dar există și

specii denitrificatoare de Achromobacter, Aeromonas, Agrobacterium, Alcaligenes,

Chromobacterium, Flavobacterium, Hyphomicrobium (Gram-negative), Bacillus,

Streptomyces (Gram-pozitive; Takeuchi, 2005, Rezaee et al., 2010). Majoritatea bacteriilor

observate în acest experiment au fost Gram pozitive, baciliforme sau filamentoase.

Concluzionând, microorgansimele implicate în toate fazele ciclului biochimic al azotului

sunt prezente în sedimentele litorale. Pe primul loc ca densitate sunt cele amonificatoare, mai

ales în nisipurile fine. Totuși, de regulă, raportul între bacteriile amonificatoare și alte grupe

implicate în acest ciclu este mult mai mare (de exemplu, la Kannan, 2004, sau Podgórska &

Mudryk, 2007). Acest fapt pare a indica fie o posibilă dependență a microbiotei sedimentelor

studiate de activitatea amonificatoare din coloana de apă, în ceea ce privește sursa de amoniu,

fie circulația preferențială a azotului sub forma altor compuși ușor metabolizabili, cum ar fi

ureea și acidul uric (Herbert, 1999, Podgórska & Mudryk, 2007).

Privind numărul estimativ al bacteriilor sulfat-reducătoare cultivabile, au existat diferențe

mari între cele două stații. Dacă în stația A, raportate la densitatea totală, ele ar reprezenta sub

0,006%, în stația C, proporția lor atinge 0,17%. În general, aceste bacterii ating densități de

102-106 bacterii/cm3 în sedimentele litorale (Hines & Buck, 1982, Chandrika et al., 1990,

Bussmann & Reichardt, 1991, Phuong et al., 2006).

Majoritatea sulfat-reducătorilor cunoscuți aparțin grupului taxonomic Deltaproteobacteria

(Gram-negative), cele mai frecvente în sedimentele marine fiind genurile Desulfovibrio,

Desulfobacter, Desulfobacterium, (baciliforme sau vibrioide) și Desulfococcus (în general

sferice). Desulfotomaculum, Desulfosporosinus și alte câteva genuri înrudite cuprind sulfat-

reducătoare Gram-pozitive, baciliforme, și ele frecvente în sedimentele marine (Bussmann &

Reichardt, 1991, Castro et al., 2000, Phuong et al., 2006). În cadrul prezentului experiment,

majoritatea bacteriilor observate (59%) au fost Gram negative și baciliforme, urmate de

bacilii Gram pozitivi și cocii Gram negativi.

5.5. Potențialul de bioremediere al microbiotei bentice litorale

5.5.1. Efectul poluării cu hidrocarburi asupra microbiotei bentice litorale

Dacă în microcosmosul martor densitatea și structura microbiotei bentice au rămas relativ

constante pe parcursul experimentului, adiția de motorină a avut efecte semnificative asupra

microorganismelor din celălalt microcosmos. În primul rând, se observă o scădere majoră a

abundenței bacteriene în primele patru zile de la contaminare (cu circa 28%; fig. 11).
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Microbiota și-a revenit treptat, la sfârșitul celor două săptămâni înregistrându-se densități

apropiate de cele inițiale. Structura microbiotei din microcosmosul poluat a suferit și ea

modificări, în principal prin sporirea semnificativă numărului bacteriilor Gram pozitive

baciliforme (fig. 12; a se vedea și punctul 5.5.3).

Fig. 11. Evoluția densității populației microbiene în cele două microcosmosuri.

a) b)

Fig. 12. Evoluția proporției procentuale a diferitelor grupe morfo-structurale bacteriene: a)

microcosmos martor; b) microcosmos contaminat.

Diverși autori, studiind impactul pe termen scurt al poluării cu hidrocarburi asupra

microbiotei din diverse medii, au observat scăderi masive ale densității celulare în primele

zile, ca urmare a acțiunii toxice a contaminanților, urmate de reveniri la valorile normale, în

urma selectării microorganismelor hidrocarbon-tolerante, de regulă după intervale de 2-3

săptămâni (Delille & Vaillant, 1990, Delille & Delille, 2000, Akpoveta et al., 2011).

Contaminarea cu produse petroliere afectează, evident, și compoziția taxonomică a

microbiotei (Røberg et al., 2011). Amploarea acestor modificări poate varia, de la variații
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nesemnificative până la unele majore, în principal în funcție de concentrația poluantului

(Alexander & Schwarz, 1980, Carman et al., 1996, Akpoveta et al., 2011).

5.5.2. Densitatea microorganismelor capabile să degradeze hidrocarburi și uleiuri

vegetale

Până la 0,01% din totalul microorganismelor din sedimentele studiate pot utiliza

hidrocarburile drept unică sursă de carbon, iar 0,002-0,025% pot face acest lucru cu uleiuri

vegetale (este vorba strict de microorganismele cultivabile; tabelul 3). În stația A predomină

net microorganismele ce oxidează hidrocarburi ușoare (benzina: C4-C12), în timp ce în stația

C, cu sediment fin, sunt mai frecvenți degradatorii de hidrocarburi superioare (C10-C40).

Aceste densități sunt similare celor determinate de alți autori în sedimente litorale

necontaminate din diverse părți ale lumii: 101-105 MPN/g (Walker & Colwell, 1976, Roubal

& Atlas, 1977, Higashihara et al., 1978, Venkateswaran et al., 1991, Delille & Delille, 2000,

Ramsay et al., 2000, Swannell et al., 2000, Braddock et al., 2004, Røberg et al., 2007,

Chikere et al., 2009).

În ceea ce privește uleiurile vegetale, uleiul de măsline a fost utilizat ca substrat de cel mai

mare număr de microorganisme. Un număr redus de organisme s-au dezvoltat pe mediu cu

ulei de in, deși există cercetări care arată că acesta ar fi mai ușor degradabil decât cel de

floarea-soarelui, de exemplu (Pereira et al., 1998, cit. de Al-Darbi et al., 2005).

Tabel 3. Numărul estimativ de microorganisme capabile să degradeze hidrocarburi și uleiuri

lipidice vegetale (× 103) per cm3 de sediment pentru fiecare stație studiată.

Substrat Stația A Stația C

Eter de petrol (0,5%) 0 0,6

Benzină (0,5%) 6,5 3,3

Motorină (0,5%) 1,2 2,4

Ceară de parafină (0,5%) 0,6 4

Ulei de floarea-soarelui (1%) 1,8 16

Ulei de măsline (1%) 8,1 23

Ulei de in (1%) 1,7 4,5
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5.5.3. Influența nutrienților asupra bioremedierii sedimentelor poluate cu

hidrocarburi

În toate microcosmosurile, cantitatea inițială de motorină adăugată a reprezentat 20 000

ppm. Teste preliminare au arătat că, în cazul metodei utilizate, fracțiile volatile, imposibil de

determinat din cauza evaporării, reprezintă până la 34% din masa motorinei.

Rezultatele obținute arată că o adiție moderată de nutrienți de 5-25 mg/L NH4NO3,

respectiv 0,5-2,5 mg/L KH2PO4 (microcosmosurile 2 și 3; fig. 13) duce la o degradare rapidă

și eficientă la nivelul coloanei de apă. Per ansamblu, însă, cea mai rapidă scădere a cantității

de hidrocarburi s-a înregistrat în microcosmosul martor.

Se știe că azotul și fosforul constituie adesea factori limitativi ai biodegradării

hidrocarburilor (Atlas, 1981). Experimente de biostimulare efectuate în diverse medii au

demonstrat rolul favorizant pe care îl poate avea adiția, între anumite limite, de compuși

azotați și fosfați în accelerarea procesului (Horowitz & Atlas, 1977, Atlas, 1981, Leahy &

Colwell, 1990, Harayama et al., 1999, Swannell et al., 2000, Röling et al., 2002, Adoki, 2007,

Obahiagbon et al., 2009, Hazen, 2010, Okoro, 2010, Das & Chandran, 2011, Efeovbokhan et

al., 2011).
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Fig. 13. Evoluția concentrației hidrocarburilor totale în sedimentele din microcosmosuri.

Totuși, există situații în care biostimularea cu azotați și fosfați poate fi puțin sau deloc

eficientă (Röling et al., 2002, Heitkamp & Cerniglia, 1989, Leahy & Colwell, 1990,

Syafruddin et al., 2010).

În experimentul de față, adiția de azot și fosfor anorganic a dus la o creștere semnificativă

a numărului de microorganisme potential degradative (tabelul 4), însă a inhibat procesul de
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biodegradare în sine. Astfel de efecte au fost întâlnite și de alți cercetători (Fayad & Overton,

1995, Walworth et al., 2007, Syafruddin et al., 2010). Principala cauză a inhibării

bioremedierii, în mediile acvatice, ar fi eutrofizarea (Korda et al., 1997, Röling et al., 2002),

ducând la o dezvoltare excesivă a producătorilor primari. În absența unui hidrodinamism

semnificativ, aceasta ar provoca anoxie la nivelul sedimentelor, iar pe de altă parte, bacteriile

capabile să oxideze hidrocarburi s-ar reorienta spre o sursă de hrană mai ușor asimilabilă.

Tabel 4. Numărul estimativ de microorganisme capabile să degradeze hidrocarburi (× 103)

per cm3 în sedimentele din microcosmosuri (după 35 de zile).

Microcosmos 1 1

Microcosmos 2 0,9

Microcosmos 3 2,6

Microcosmos 4 2,1

Microcosmos 5 8,8

Microcosmos 6 11

Așadar, cel puțin în cazul sedimentelor puțin expuse hidrodinamismului, utilizarea

azotaților și fosfaților ca biostimulanți poate afecta negativ degradarea produselor petroliere.

În această situație, prioritară ar fi mai degrabă bioventilarea sau alte metode de oxigenare

(Syafruddin et al., 2010).

Analiza microscopică a arătat că, dintre bacteriile hidrocarbon-oxidante cultivabile, cel

mai mare grup morfo-structural l-au constituit bacilii Gram pozitivi (cu o medie de 45,8%),

urmați îndeaproape de cei Gram negativi (42%). Dintre bacteriile hidrocarbon-degradative

întâlnite cel mai frecvent în mediile acvatice, în prima categorie ar intra speciile genurilor

Nocardia, Arthrobacter, Brevibacterium și Bacillus. În cea de-a doua categorie, ar intra

genurile Alcanivorax, Pseudomonas, unele enterobacterii, Achromobacter, Alcaligenes,

Flavobacterium și unele cianobacterii (Atlas, 1981, Leahy & Colwell, 1990, Harayama et al.,

1999).
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CONCLUZII

1. Sedimentele nisipoase prelevate din diverse stații de-a lungul litoralului românesc au

prezentat diferite densități ale populației microbiene, toate de ordinul a 107-108 celule/cm3

(valorile extreme întâlnite fiind de 4,32-12,64 × 107 celule/cm3).

2. Biomasele microbiene din sedimentele studiate au înregistrat valori cuprinse între 1,63 și

6,99 µg/cm3.

3. Bacteriile baciliforme Gram negative sunt dominante în sedimentele litorale (38-60%), iar

biovolumul mediu celular variază între 0,07 și 0,14 µm3. Din totalul celulelor cuantificate,

între 30 și 42% aveau integritatea membranei celulare afectată (nu erau viabile la data

recoltării probelor).

4. Atât observațiile asupra probelor naturale, cât și experimentele de tip microcosmos au

confirmat existența unei relații negative între caracteristicile cantitative ale microbiotei

bentice și granulația sedimentelor în care se găsesc, fără ca această relație să fie una absolută

sau proporțională.

5. Granulometria influențează și distribuția diferitelor grupe morfo-structurale bacteriene

(proporția bacteriilor sferice tinde să crească odată cu granulația sedimentului) și procentajul

celulelor viabile (mai mare în sedimentele grosiere).

6. În condițiile microcosmosurilor de laborator, colonizarea bacteriană a sedimentelor sterile

decurge extrem de rapid (densități similare celor naturale pot fi atinse în numai două

săptămâni), ceea ce pare a indica o origine planctonică a majorității microorganismelor

bentice.

7. S-a demonstrat existența unor variații sezoniere ale densității, biomasei și compoziției

microbiobentosului litoral. Densitatea celulară și biomasa au prezentat corelații pozitive

semnificative cu temperatura apei și cu concentrația pigmenților clorofilien i din sediment (ca

indicator al densității producătorilor primari).

8. Condițiile de mediu nefavorabile (temperaturi scăzute, producții primare scăzute,

sedimente cu granulație mai mare) sunt asociate cu o creștere a procentului bacteriilor Gram

pozitive și al cocilor Gram negativi de talie mică.

9. Concentrația pigmenților clorofilieni este și ea dependentă de caracteristicile

sedimentului, iar raportul dintre diferitele tipuri de clorofile confirmă rolul diatomeelor ca

principali producători primari la nivelul sedimentelor litorale.
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10. Prin metoda MPN s-a reușit izolarea și estimarea densității unor microorganisme

implicate în diferite faze ale ciclului biochimic al azotului din sedimentele litorale: fixatoare

de azot aerobe, amonificatoare, nitritbacterii și denitrificatoare. Densitatea relativ scăzută a

amonificatoarelor pare să indice existența unor surse alternative de amoniu la nivelul

sedimentelor. Analiza microscopică a arătat că bacteriile fixatoare de azot și cele

nitrificatoare cultivabile sunt predominant Gram negative, în timp ce amonificatoarele și

denitrificatoarele sunt mai ales Gram pozitive.

11. Densitatea bacteriilor sulfat-reducătoare (predominant Gram negative) diferă mult în

funcție de tipul de sediment, atingând valori foarte ridicate în nisipurile fine și slab oxigenate.

12. Deși evident afectată de contaminarea experimentală cu hidrocarburi, revenirea relativ

rapidă a microbiotei bentice, ca și prezența unor microorganisme capabile să degradeze

diferite tipuri de amestecuri de hidrocarburi (în general cu densități de ordinul a 102-103

bacterii/cm3, în funcție de tipul de sediment și de hidrocarbură consumată) sau uleiuri

vegetale (până la peste 104 bacterii cultivabile per cm3) indică un important potențial de

bioremediere în cazul acestui tip de poluare.

13. Experimentele de tip microcosmos au arătat că, deși adiția de nutrienți azotați și fosfați

duce la o creștere a densității microorganismelor potențial degradative de hidrocarburi,

aceasta nu se traduce neapărat într-o degradare mai rapidă, efectul putând fi chiar advers. De

aceea, în cazul biostimulării trebuie să se țină cont și de alți factori, cum ar fi gradul de

oxigenare al sedimentelor.
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