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An ode to a bacterium
--J.B. Cotner
in commemoration of the dissertation and Ph.D. of
Andre Megali Amado

Sure, they have only one cell,

But it does not require a Ph.D. in limnology to
tell,

That these little critters worked like hell,

To manufacture this, our planet, so swell.

We all arose from the seeds they planted,

From the DNA, RNA and lipids we all take for
granted,

To the methane above us that oxygen supplanted,

And the genetic code to all that they graciously
granted.

Where would we be without their sweet impact,
It would be a world on a suicide pact,
No respiration in the oceans for sure,
And for those in the lakes, little DOM to allure.

Yes, my friends, we love them all,

From E. coli and Salmonella to which we can
fall,

To Pseudomonas and Caulobacter, all of them
small

But in their shadow we ultimately pall.

Dr. Amado, as I assume he will be called,
With this document has enthralled

And left us to know more of the bugs

That cover the Earth and have given it worth.




Dedico essa tese a minha esposa,

Bruna Q. Vargas.
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Resumo

Nas ultimas décadas, muito foi estudado sobre o processo de foto-degradacdo da
matéria organica dissolvida (MOD) e suas conseqiiéncias para a degradagdo
bacteriana. Entretanto, poucos desses estudos foram realizados na regido tropical do
planeta, onde as incidéncias das radia¢des solares sdo mais fortes ao longo de todo
ano. Os objetivos dessa tese foram estudar o processo de foto-degradagdao em lagoas
costeiras tropicais, avaliando os fatores reguladores do processo e seus padroes
sazonais. Ainda, fornecer subsidios para o entendimento dos mecanismos que
determinam as relagdes entre a foto-degradacdo e a degradagdo bacteriana da MOD.
Foram realizados inimeros experimentos de exposi¢ao de MOD a foto-degradacgéo e,
em seqiiéncia a degradagdo bacteriana, com diferentes abordagens. Foram estudados
inimeros ecossistemas tropicais, padrdes internacionais de MOD e o lago Superior
(EUA). Mostramos efeitos ambiguos da coloracdo da MOD em ambientes tropicais
nos quais a coloragdo escura pode apresentar o aumento da foto-degradacdo em
aguas mais claras e redugdo em aguas mais escuras pelo auto-sombreamento. A
coloragdo escura da MOD somada as altas intensidades solares os tropicos
resultaram nas maiores taxas de foto-degradacao ja registradas na literatura (cerca de
400 uM.C.d ™). Identificamos um padrio anual de pulsos na foto-reatividade com a
entrada de MOD nos ecossistemas, de acordo com o periodo de chuvas e pulso de
inundagdo na regido tropical. Ainda, a foto-degradacdo e a degradagdo bacteriana
podem apresentar cooperagdo pela decomposicdo de MOD aldctone e competicdo
pela MOD autdctone. Por fim, sugerimos que os efeitos da foto-degradagao da MOD
para as bactérias sdo o resultado de um balango entre a produgdo ou consumo bio-
disponiveis e pela producdo de perdxidos direta, ou indiretamente por espécies

reativas de oxigénio.



Abstract

The photochemical and microbial degradation of dissolved organic matter (DOM) has
been discussed in many studies in the last decades. However, only a few studies were
developed in the tropical region of the planet, where the sunlight intensities are the
highest over the year. The aims of this work were to evaluate the photochemical
degradation processes tropical coastal lagoons, with special attention to the regulating
factors and seasonal patterns. Besides, we aimed at a better understanding of the
mechanisms that drive the interactions between photochemical and bacterial
degradation of DOM. We performed several photochemical and microbial
degradation experiments with different approaches. We studied many tropical
ecosystems, international DOM standards and lake Superior (U.S.A.). We showed that
water color has ambiguous effects to photochemical degradation in tropical systems,
once it increases the process in clearwaters and decrease it in high humic systems due
to self-shading. The dark DOM plus the high sunlight incidence in the tropics resulted
in the highest photochemical degradation rates registered in the literature (around 400
uM.C.d"). We identified a seasonal pulse-like pattern of photo-reactivity driven by
the rainfall regime or flood pulse in the tropical region. We showed that
photochemical and bacterial degradation present complementary pathways to DOM
degradation in humic systems and compete in algal-DOM rich systems. We then
suggested that the effects of DOM photochemical degradation to bacterial responses
result from a balance between production and consumption of labil DOM molecules
and the production of hydrogen peroxides, directly or via reactive oxygen species,

such as singlet oxygen.
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Introducio



1. Historico dos estudos do processo de foto-degrdacdo:

Apbs o pioneiro trabalho de Whipple, publicado em 1899, registrando o
fendmeno da foto-degradacao ou “photo-bleaching” (STROME & MILLER, 1978),
diversos estudos a cerca dos efeitos da radiacdo luminosa, sobretudo da radiagdo
ultravioleta, sobre a matéria organica dissolvida (MOD) comegaram a ser realizados
ainda no inicio do século, com a finalidade de promover o tratamento de agua. Desde
entdo, até mais recentemente, estudos véem mostrando o papel dessas radiagdes no
clareamento de aguas residuais e na melhora na qualidade das mesmas (MORAN &
ZEPP, 1997). Mais recentemente, outras abordagens como a degradacdo de oleos e
compostos fendlicos (TURUNEN et al., 1999; ANDREOZZI et al., 2000; KUBAT et
al., 2000), também foram estudadas em fun¢do da industrializagdo e acidentes com

petroleiros.

A partir da década de 70, retornou-se entdo, ao enfoque das radia¢des solares e
da foto-degradagdo da matéria organica dissolvida (MOD) no processo de
decomposicao e ciclagem de nutrientes (STROME & MILLER, 1978; GELLER,
1986). Ja na década de 90, o tema foto-oxidag@o passou a ter maior apelo, diante da
tematica da reduc¢ao da camada de ozonio, aumento das radiagdes ultravioleta B e
acumulo de CO; na atmosfera (Figura 2). Dessa forma, diversos estudos enfocando a
relacdo entre o carbono organico dissolvido (COD), a produc¢ao de didxido de carbono
e as radiagOes ultra-violeta comecaram a ser desenvolvidos (LINDELL et al., 1995;
GRANELI et al., 1996; LINDELL, 1996; GRANELI et al., 1998) bem como os
efeitos dessas radiagdes sobre toda a biota (BOTHWELL et al., 1994; BOELEN et al.,
2001; WANGBERG et al., 2001; YAKOVLEVA & TITLYANOV, 2001; ROHDE,
2005). Atualmente, a chuva acida, também resultante da atividade industrial, passou a

ser considerada, uma vez que alteracdes no pH alteram também, as condic¢des



quimicas da agua e da matéria organica dissolvida (MOD), podendo assim, alterar o
processo de foto-oxidacdo da mesma (GENNINGS et al., 2001; ANESIO &

GRANELI, 2003).

2. Estado arte dos estudos a cerca do processo de foto-degradacdo e suas
relacoes com a degradacdo bacteriana:

Para avaliar o perfil dos estudos feitos acerca da foto-degradagdo da MOD ou
COD ao longo das tultimas décadas, realizamos uma pesquisa buscando na base de
dados da “Web of Science” (www.isiknowledge.com) trabalhos relacionados ao tema.
Assim, fizemos uma busca direcionada em 20 jornais cientificos de grande circulagdo
relacionados ao assunto, como por exemplo, limnologia, oceanografia, ciclos
biogeoquimicos, ecologia microbiana, fotoquimica, entre outros (Science, Nature,
Limnology and Oceanography, Biogeochemistry, Hydrobiologia, Archiv fur
Hydrobiologie, Aquatic Microbial Ecology, Microbial Ecology, FEMS Microbial
Ecology, Ecology, Ecology Letters, Canadian Journal of Fisheries and Aquatic
Sciences, Freshwater Biology, Marine Chemistry, Photochemical & Photobiological
Sciences, Aquatic Sciences, Photochemistry and Photobiology, Amazoniana, Global
Change Biology, Journal of Great Lakes Research).

Combinando as revistas selecionadas e a busca da palavra-chave “solar
radiation” ou “sunlight” foram encontrados 321 registros entre os anos de 1945 e
2005. Avaliando esses registros pelos anos de publicacdo, fica claro o aumento de
quase 80 % no numero de publica¢des na década de 90 em relagdo as anteriores (Fig.
1). Esse aumento parece ser resultado direto dos encontros internacionais voltados a
discussao do tema “Aquecimento Global” (Rio-92, Kyoto-97), uma vez que a

intensificacdo dos estudos foi registrada a partir da segunda metade da década de 90



(Fig. 2). E importante ressaltar, avaliando os graficos das figuras 1 e 2, que a média
anual de estudos acerca desse tema ndo apresenta tendéncia crescente apos o ano

2000.
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Figura 1: Numero de artigos por década com as palavras-chave “solar radiation”
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Outra abordagem interessante em relacdo aos mesmos dados, ¢ que o numero de
trabalhos realizados em paises da regido temperada do globo terrestre ¢ extremamente
maior do que os trabalhos realizados em paises da regiao tropical (Fig. 3). Isso revela
que a disponibilidade de recursos limita a quantidade dos estudos nos paises em
desenvolvimento (em sua maioria, localizados na regido tropical). Como
conseqiiéncia, a falta de pesquisa sobre o processo de foto-degradagdo em ambientes
tropicais revela um grande problema para o conhecimento do processo. A regido
tropical do globo apresenta maior intensidade de radiacdo solar incidente sobre a
superficie terrestre em relagdo as regides temperadas e polares (GRANELI et al.,
1998). A intensidade das radiagdes solares incidentes sobre a MOD ¢ um dos
principais fatores reguladores do processo de foto-oxidagdo (BERTILSSON &
TRANVIK, 2000). Apesar disso, as teorias geradas sobre o tema da foto-oxidagdo
estdo limitadas as observacOes feitas em ecossistemas localizados nas regides

temperadas, nos quais aquelas intensidades ndo sdo as maximas para o planeta.

2% Figura 3: Propor¢cdo de ecossistemas
temperados e tropicais registrados nos
trabalhos publicados com as palavras-
chave “solar radiation” ou ‘“sunlight”,
apresentados nas buscas de figura 1.
98% Total de 333 ecossistemas em 321

trabalhos.
O Temperado @ Tropical
Inimeros estudos ja mostraram que o processo de foto-degradagdo pode
interferir, positiva ou negativamente, no processo de degradacdo bacteriana e, vice-

versa (e.g. LINDELL et al., 1995; NIETO-CID et al., 2006). Logo, o conhecimento



dessas relagoes torna-se indispensavel, uma vez que esses dois processos sao 0s mais
relevantes para a decomposicdo da MOD na coluna d’agua de ecossistemas aquaticos
(JONSSON et al., 2001). Entretanto, apesar do alto nimero de trabalhos envolvendo a
foto- ¢ a bio-degradagdo simultaneamente (31 trabalhos até¢ 2005; busca com as
palavras “decomposition/degradation” e “bacterial’ e “photochemical’), apenas um
estudo visou descrever os padrdoes gerais dessas relagdes (TRANVIK &
BERTILSSON, 2001). Logo, esse estudo passou a ter importancia central nos estudos
posteriores, pois os orienta no sentido da busca dos mecanismos que conduzam esses
padrdes gerais. Por isso, utilizamos uma ferramenta de busca do site “Web of Science”
denominada “view related records” (em Portugués significa: ver registros
relacionados), com o intuito de avaliar a evolucdo do padrdo proposto (teoria) ao
longo dos anos. Essa ferramenta faz a ligacao entre um trabalho especifico, com todos
os outros que foram citados ou citaram o mesmo, ¢ analisa as citagdes que todos esses
trabalhos tiveram em comum. Essa busca revelou um total de 2377 registros, sendo
838 em 19 revistas especificas (Limnology and Oceanography, Marine Chemistry,
Aquatic Microbial Ecology, Biogeochemistry, Hydrobiologia, Microbial Ecology,
Applied Environmental Microbiology, Canadian Journal of Fisheries and Aquatic
Sciences, Freshwater, Nature, Archiv fur Hydrobiologie, Aquatic Sciences, FEMS
Microbiology Ecology, Ecology, Ecosystems, Global Change Biology, Journal of
Great Lakes Research, Journal of Plankton Research, Merine Ecology Progress
Series).

Como resultado, foi encontrado um aumento de mais de 300 % no niamero de
trabalhos entre 1993 e 1997, que atingiram a estabilidade com um patamar anual em
torno de 50 trabalhos por ano, a partir do ano 2000 (Fig. 4). Esse padrao mostra que a

discussao mundial sobre o aquecimento global, em meados da década de 90 (Rio92 ¢



Kyoto97) impulsionou as pesquisas sobre o tema, mas que a partir do ano de 2000,
outros problemas globais como, por exemplo, a perda de diversidade bioldgica,

podem ter passado a dividir espago no cenario cientifico mundial.
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Figura 4: Numero de artigos relacionados com TRANVIK & BERTILSSON

(2001), categorizados por ano.

3. Degradacdo da matéria orgdnica dissolvida em ecossistemas aqudticos: o
papel da foto-degradacio:

A partir da década de 90, em funcdo da necessidade explicar as causas e
conseqiiéncias do aquecimento global, houve a intensificagao dos estudos do ciclo do
carbono na Terra. Os ecossistemas aquaticos passaram a receber especial atengio,
pois 0s oceanos recobrem a maior parte do planeta e, junto com os ecossistemas
aquaticos continentais, sdo importantes veiculos de transporte do carbono terrestre
para a atmosfera (COLE et al., 1994). Um dos principais processos de decomposi¢ao
do carbono organico dissolvido (COD) ou da matéria organica dissolvida (MOD) em

ecossistemas aquaticos ¢ mediado por bactérias, j4 que essas sdo responsaveis pela



mineralizagdo da maior fragdo da MOD nesses ambientes (e.g. JONSSON et al.,
2001).

A maioria dos lagos do planeta sdo relativamente pequenos e, por isso, t€ém seu
COD constituido principalmente por compostos organicos de origem terrestre, em
grande parte por substincias humicas (WETZEL, 1992). As substincias htimicas
formam um estoque de inimeras moléculas orgénicas que apresentam coloragdo de
amarelada até marrom, dependendo de sua concentragdo e composicdo (para revisdo
sobre substancias himicas ver STEINBERG et al., 2006). Por causa de sua coloragdo
escura, as substancias humicas sdo bastante reativas as radiagdes solares e, por isso o
processo de foto-degradacdo € extremamente importante para a mineralizagdo da
MOD em lagos. Ainda, o processo de foto-degradagdo, além de representar uma
importante fragdo da mineralizagdo ¢ também responsavel pela quebra de moléculas
organicas resistentes a degradacdo bioldgica, aumentando a mineralizacdo e o fluxo
de matéria pelas bactérias (LINDELL et al., 1995; WETZEL et al., 1995; AMON &
BENNER, 1996; MORAN & ZEPP, 1997; TRANVIK, 1998; AMADO et al., 2006),
reduzindo o acumulo de MOD nos ecossistemas aquaticos. A degradacdo do
COD/MOD pelos raios solares, conhecida como foto-degradagdo ou foto-oxidagao,
recebeu mais atencdo ainda, uma vez que simultaneamente ao aquecimento global, foi
detectada a reducdo da camada de ozdnio da atmosfera. Essa camada ¢ responsavel
por filtrar grandes quantidades da radiacdo ultravioleta B (UV-B; 280-320 nm)
proveniente do sol. Por isso, a foto-degradagdo do COD tornou-se um processo chave,
J& que o aumento das incidéncias das radiacdes UV-B poderiam resultar no aumento
das emissdes de carbono a partir dos ecossistemas aquaticos (GRANELI ez al., 1998).

A foto-degradagdo ¢ o processo de decomposicao total ou parcial do COD pela

acdo dos raios solares (PAR e ultravioleta A e B) sobre moléculas organicas que



absorvem energia luminosa (e.g. substancias humicas; para revisdo SUHETT et al.,
2006). Como resultado, sdo consumidas moléculas de O, para a oxidagcdo da MOD e
formagdo de compostos inorganicos (e.g. CO,, CO), compostos organicos mais
oxidados que os iniciais, peroxidos organicos, perdxidos de hidrogénio (H,O,),
oxigénio singleto (‘0,), entre outras espécies reativas de oxigénio (HAAG &
HOIGNE, 1986; KIEBER e al., 1989; KIEBER e al., 1990; GRANELI et al., 1996).
Por lidar com o ciclo de carbono em ecossistemas aquaticos, o processo de foto-
oxidagdo tem potencial para influenciar os fluxos naturais de carbono para a
atmosfera e potencializar os efeitos do aquecimento global.

4. Fatores reguladores do processo de foto-degradacio da MOD:

Como o COD ¢ o substrato para a foto-producdo de CO,, ¢ plausivel que as
taxas de foto-oxidagdo estejam relacionadas a disponibilidade de COD. GRANELI et
al.(1998) encontraram uma relacdo linear positiva entre a concentragdo de COD e a
produgdo de CID em um estudo com diversos lagos hiimicos (r2 = 0,86), mesmo
utilizando dados de lagos tropicais e temperados juntos. Outros estudos também
mostraram essa relacdo considerando diversos tipos de ambientes, como ambientes
amazonicos, costeiros, e lagos temperados profundos (BERTILSSON et al., 1999;
BERTILSSON & TRANVIK, 2000; AMADO et al., 2003; SUHETT et al., 2004;
SUHETT et al., 2006).

Um requisito basico para que as reacdes foto-quimicas ocorram ¢ que o COD
seja capaz de absorver a energia luminosa. Essa absor¢cdo se da através de estruturas
moleculares comumente chamadas de cromoéforos. Portanto, uma vez que o COD
tenha essa capacidade, a quantidade de energia luminosa incidente sobre o COD pode
ser um fator determinante para as taxas de foto-degradacdo. Diversos estudos ja

mostraram o aumento das taxas de foto-degrada¢dao com o aumento das radiagdes



incidentes (e.g. BERTILSSON & TRANVIK, 2000; FARJALLA et al., 2001a). A
energia contida em um féton € inversamente proporcional ao seu comprimento de
onda. Sendo assim, diferentes comprimentos de onde tém capacidade diferenciada de
realizar reagdes foto-quimicas. Com relacdo a luz solar, tanto a faixa visivel (PAR, do
inglés Photossinthetically Active Radiation, 400-700 nm) como ultravioleta A (UV-A,
320-400 nm) e B (UV-B, 280-320 nm) sdo capazes de desencadear reagdes foto-
quimicas. A UV-A e UV-B, por serem mais energéticas, sdo freqlientemente
consideradas de maior importancia para o processo de foto-degradagio (GRANELI et
al., 1996; LINDELL et al., 2000). No entanto em determinados ambientes de agua
escura, devido a alta atenuacdo da radiagdo UV na agua, a PAR pode ser bastante
efetiva foto-quimicamente (GRANELI ez al., 1998). O pH também é um importante
regulador da foto-degradacdo. Quanto mais baixo o pH, mais intenso se torna o
processo, por maior exposicao de partes foto-reativas das moléculas (GENNINGS et
al.,2001; ANESIO & GRANELI, 2003).

A foto-reatividade da MOD também ¢ um dos principais fatores reguladores da
foto-degradacdo. Na realidade, a foto-reatividade ¢ composta pela coloragdo da MOD,
que confere maior ou menor habilidade de absorver radiagdo e, ao estado diagenético
da MOD, que ¢ o grau de degradagdo que a MOD se encontra (historico de
degradagdo). Quanto mais degradada encontra-se a MOD, mais energia deve ser
desprendida para o processo de decomposi¢ao. AMADO et al. (2003) mostraram que
a MOD em lagos se apresenta em estado diagenético mais avangado que a MOD em
pequenos rios de primeira e segunda ordem, protegidos do sol pela mata. Por isso,
esse ultimo grupo de ecossistemas apresenta MOD mais foto-reativa. Resultado
semelhante também ja foi verificado nos grandes lagos Norte Americanos

(BIDDANDA & COTNER, 2003).
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O oxigénio dissolvido, molécula receptora de elétrons nas reagdes de oxidacao
aerdbicas também ¢ de extrema importancia para o processo de foto-degradacio por
ser um dos reagentes. Com isso, diversos estudos quantificam o processo de foto-
degradacao pelo consumo fotoquimico dessa molécula (AMON & BENNER, 1996;
AMADO et al., 2007). Portanto, a presenca de oxigénio ¢ indispensavel para o
fenomeno de foto-degradagdo e limitar o processo quando em baixas concentragdes.

Estudando alguns lagos da regido temperada e da regido tropical, GRANELI et
al. (1998) encontraram maiores taxas de foto-degradagdo nos tropicos. Essas maiores
taxas foram atribuidas as intensas radiacdes solares naquela regido, uma vez que os
ambientes apresentavam foto-reatividade semelhantes. Apesar da existéncia de
ecossistemas extremamente ricos em COD de origem humica e das elevadas
intensidade das radiagdes solares nos tropicos, nenhum outro estudo posterior foi feito
visando comparar as taxas de foto-degradagéo entre as duas regides.

5. As relagées da foto-degradacido com a degradacdio bacteriana:

Na década de 1970, alguns estudos mostraram que o foto-branqueamento podia
ser responsavel por grande parte da perda de coloragdo da 4gua em ambientes naturais
e que estava relacionado ao consumo do COD pelas bactérias (STROME & MILLER,
1978). No entanto, apenas na década de 1980 a ligacdo entre os processos foto-
quimicos ¢ a disponibilidade biologica do COD foi mais bem detalhada (GELLER,
1986). Desde entdo, diversos estudos vem mostrando que o processo de foto-
degradacdo pode afetar a utilizagdo do COD pelas bactérias. Alguns ressaltaram que o
processo de foto-degradagdo pode resultar na producdo de compostos bio-disponiveis,
como acidos carboxilicos, a partir de MOD refrataria (KIEBER et al., 1989;
MOPPER & ZHOU, 1990; MOPPER et al., 1991) que, de maneira geral, resultam no

estimulo ao metabolismo bacteriano (LINDELL et al, 1995; BENNER &
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BIDDANDA, 1998; AMADO et al., 2006). Por outro lado, a foto-degradagido também
pode degradar compostos organicos muito disponiveis a utilizagdo bacteriana ou a
humificagao desses compostos, reduzindo entdo seu metabolismo (KIEBER et al.,
1997; BENNER & BIDDANDA, 1998; ANESIO et al., 1999; FARJALLA et al.,
2001a).

Alguns autores sugeriram a existéncia de competi¢do entre a foto-degradacao e
a degradagdo bacteriana, uma vez que atuam no mesmo estoque de moléculas
(COTNER & BIDDANDA, 2002; OBERNOSTERER & BENNER, 2004).
Entretanto, como a MOD pode apresentar disponibilidade inversa para os dois
processos, i.e. MOD de origem humica ser mais disponivel para a foto-degradacao,
enquanto que MOD de origem algal ser mais disponivel a degradacdo bacteriana, a
competicdo parece menos provavel (AMADO et al., 2006).

TRANVIK & BERTILSSON (2001) mostraram que o efeito da foto-degradagao
da MOD ¢ positivo para as bactérias quando a MOD ¢ de origem humica (aloctone).
Por outro lado, quando a MOD ¢ de origem algal (autdctone) o efeito da foto-
degradacdo para as bactérias ¢ negativo. Os efeitos positivos sdo, de maneira geral,
explicados pela produgdo de moléculas mais bio-disponiveis que as iniciais. Ja para os
efeitos negativos, existem algumas hipoteses e as principais sdo: (1) foto-consumo de
moléculas bio-disponiveis, (2) formagdo de moléculas menos bio-disponiveis, (3)
foto-humificagdo e (4) producao de compostos tdxicos ao metabolismo bacteriano,
como as espécies reativas de oxigénio (KEIL & KIRCHMAN, 1994; COTNER &
BIDDANDA, 2002; PAUL et al., 2004; PEREZ & SOMMARUGA, 2007). Diversos
estudos ja confirmaram a existéncia desses fendmenos. Entretanto, os mecanismos
que controlam em que condigdes, propor¢des ¢ momentos elas atuam, ainda ndo estdo

claros.
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5. Hipoteses

Para nortear essa tese, formulamos as seguintes hipoteses:

()

)

As taxas de foto-oxidagdo sdo mais altas na regido tropical que na
regido,

A origem da MOD (autoctone ou aloctone) é o fator determinante do
resultado das relagdes entre a foto-oxidagdo e a degradacdo
bacteriana, em fung¢do do balanco entre a produ¢do e consumo de

moléculas mais disponiveis para o metabolismo bacteriano.

6. Objetivos

I.

Estudar o processo de foto-oxidagdo em ecossistemas da regido
tropical, quanto as suas regulagdes e dindmicas sazonais e, compara-
los com ecossistemas da regido temperada;

Estudar o processo de foto-degradacdo, com énfase na mineralizagdo
direta do COD, em ecossistemas tropicais com diferentes fontes e
concentragdes de COD;

Estudar os padroes sazonais de foto-degradacdo em ecossistemas
tropicais;

Estudar as interacdes entre a foto-degradacdo e a bio-degradagdo da
MOD ou COD em ecossistemas tropicais;

Investigar mecanismos que regulam as interacdes entre a foto-
degradacdo e a bio-degrada¢dao da MOD, com énfase no consumo de

moléculas chave (como aminoacidos) e dinamica do oxigénio singleto.
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CAPITULO: 1

Altas taxas de foto-degradacido e o efeito ambiguo da coloracio da

MOD em lagoas costeiras tropicais

Manuscrito
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Resumo

O processo de foto-oxidagdo ¢ uma importante via de mineralizagdo do COD em
ecossistemas aquaticos. Inimeros estudos ja demonstraram que as concentragdes de
COD, a coloragao da agua, a incidéncias das radiagdes solares, o estado diagenético e
a disponibilidade de oxigénio podem ser fatores reguladores (restritivos) ao processo
de foto-oxidagdo. Entretanto, esses estudos ndo avaliaram esses parametros em
condi¢des extremas (e.g. concentragcdes de COD e coloragdo extremamente altas). Os
objetivos do presente estudo foram de: (1) Ajustar parametros metodologicos para o
estudo do processo de foto-degradacdo em ecossistemas aquaticos huimicos/super-
htimicos tropicais; (2) avaliar alguns fatores reguladores da foto-oxidacdo em
ecossistemas humicos/super-humicos tropicais e; (3) medir as taxas de foto-oxidagéo
em 20 ecossistemas humicos/super-hiimicos costeiros tropicais e compara-los aos
padroes mundiais. Foram realizados trés tipos de experimentos de exposi¢cdo do COD
ao sol. O primeiro consiste na exposi¢do de amostras a diferentes intensidades de
radiacdo solar, enquanto que o segundo consistiu na exposicao de amostras de mesma
origem com diferentes concentragdes de COD (dilui¢des) e, o terceiro foi a exposicdo
de um gradiente de 20 ambientes com caracteristicas distintas. Os nossos resultados
revelaram que a concentragcdo de O, pode se tornar limitante ao processo de foto-
oxidacdo em experimentos estudando ecossistemas super-humicos. Mostraram ainda,
que a coloragdo da MOD pode apresentar efeitos ambiguos para a foto-oxida¢ao. Em
ambientes cuja MOD apresenta a coloracdo mais clara, o aumento da coloragdo
favorece o aumento das taxas potenciais de foto-oxidagdo, enquanto que em
ambientes super-humicos, o aumento da coloragdo reduz o potencial de foto-oxidagao
por auto-sombreamento da MOD. Por fim, os resultados medidos nesse trabalho

foram os mais altos valores de foto-oxidacdo ja registrados na literatura.

15



Introducao

Nas ultimas duas décadas a ciéncia tem dado especial atencdo a tematica das
mudangas globais (STEWART & DE FABO, 1993; ERICKSON et al., 2000;
CRAINE et al., 2003), sobretudo aos estudos acerca do ciclo do carbono em fungado
do acumulo de gases estufa, como o didoxido de carbono (CO,), na atmosfera. Nesse
sentido, receberam grande destaque os estudos visando entender os processos de
liberag@o natural de carbono dos ecossistemas terrestres e aquaticos para a atmosfera,
e também processos que pudessem promover a apreensao de carbono atmosférico por
esses ecossistemas (REICH et al., 2001; GRACE & MALHI, 2002; NIEMI et al.,
2002; CRAINE et al., 2003; SOBEK et al., 2003; RANTAKARI & KORTELAINEN,
2005; MARRIS, 2006; ROULET et al., 2007).

Os ecossistemas aquaticos apresentam papel central no ciclo global do carbono,
uma vez que contém parte significativa de todo carbono da geosfera e apresentam
uma importante via de fluxo de carbono entre ecossistemas terrestres ¢ a atmosfera,
através do processamento do carbono organico dissolvido (COD; FARRINGTON,
1992; COLE et al., 1994; RICHEY et al., 2002). O processamento do COD na coluna
d’agua ocorre, principalmente, por dois processos basicos: degradacdo bacteriana e
foto-degradagdo. A degradagdo bacteriana compreende a utilizagdo de COD pelas
bactérias como fonte de nutrientes e/ou energia. A foto-degradagdo ¢ o processo de
decomposicao total ou parcial do COD pela ag¢ao dos raios solares (PAR e ultravioleta
A e B) sobre moléculas organicas que absorvam energia luminosa (e.g. substancias
htmicas; para revisaio SUHETT et al, 2006). Como resultado, sdo consumidas
moléculas de O, para a formagdo de compostos carbdnicos inorganicos (e.g. CO,,
CO), compostos organicos mais oxidados que os iniciais, peroxidos organicos,

peréxidos de hidrogénio (H,0,), oxigénio singleto ('O,), entre outras espécies reativas

16



de oxigénio (HAAG & HOIGNE, 1986; KIEBER et al., 1989; KIEBER et al., 1990;
GRANELI et al., 1996).

O processo de foto-degradacdo ¢ regulado por uma série de fatores: (1) a
reatividade do COD com as radiagdes solares, (2) a quantidade de radiacao que atinge
o COD, (3) a concentracdo do COD no ecossistema, (4) a qualidade ou origem do
COD e, (5) a disponibilidade de oxigénio (O,) na agua (GRANELI et al., 1996;
GRANELI et al., 1998; ANDREWS et al., 2000; BERTILSSON & TRANVIK, 2000;
FARJALLA et al., 2001a; AMADO et al., 2003; BIDDANDA & COTNER, 2003;
AMADO et al., 2006). Apesar da dependéncia da disponibilidade de radiacdo solar, o
processo de foto-degradacdo € responsavel por cerca de 10% da mineralizacdo total
em lagos profundos temperados e pode contribuir em magnitude semelhante a
respiragdo bacteriana na mineralizagdo total de lagos tropicais (GRANELI et al.,
1996; JONSSON et al., 2001; AMADO et al, 2006). Além de promover a
mineralizagdo direta do COD, o processo de foto-degradacdo também atua
aumentando ou diminuindo a disponibilidade do COD para a degradagdo bacteriana
(e.g. OBERNOSTERER et al., 2001). Sendo assim, a foto-degradagdo ¢ um processo
chave na ciclagem de carbono nos ecossistemas aquaticos continentais.

A maioria dos lagos do planeta sdo relativamente pequenos e, por isso, t€m seu
COD constituido principalmente por compostos organicos de origem terrestre, em
grande parte por substdncias humicas (WETZEL, 1992). As substincias htimicas
formam um estoque de intimeras moléculas orgénicas que apresentam coloragdo de
amarelada até marrom, dependendo de sua concentragdo e composicao (para revisao
sobre substancias humicas ver STEINBERG ef al., 2006). Por causa de sua coloracdo

escura, as substancias huimicas sdo bastante reativas as radiagdes solares e, por isso,
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sofrem foto-degradag@o em escalas maiores que outras substancias (e.g. origem algal;
AMADO et al., 2006; AMADO et al., 2007; ver capitulos 3 dessa tese).

As lagoas costeiras tropicais apresentam ampla variagdo de caracteristicas
fisico-quimicas. No norte do Estado do Rio de Janeiro (Macaé-Carapebus), as lagoas
costeiras apresentam grande amplitude de variagdo nas suas concentracdes de COD
entre 1,0 e 7,0 mM, coloracdo da agua (Absorvancia 430 nm) entre 0,005 e 0,315 ¢
clorofila a entre 0,83 ¢ 136,44 pg L' (FARJALLA et al., 2001b). Essa variagio dos
ultimos 2 pardmetros indica alternincia na origem do COD nesses ambientes entre
terrestre (aloctone) e aquatico (autoctone). Quando comparadas com a literatura, tanto
para ambientes temperados quanto para tropicais, lagoas costeiras do norte do Rio de
Janeiro apresentam concentracdes de COD, em sua maioria, muito mais elevadas
podendo ser consideradas super-humicos (e.g. LINDELL et al., 2000; SUHETT et al.,
2004; STEINBERG et al., 2006). FARJALLA et al. (2004) ressaltaram a necessidade
de estudos que visem compreender como esses parametros afetam a foto-degradagdo
nas lagoas costeiras do Norte do Rio de Janeiro. Além da Apesar de terem sido
publicados 5 artigos sobre a foto-degradacao nesses ambientes, nenhum deles avaliou
os efeitos de cada parametro nas taxas de foto-degradacgdo e, nem abrangeu mais de 4
ecossistemas (GRANELI et al., 1998; FARJALLA et al., 2004; SUHETT et al., 2004;
AMADO et al., 2007; SUHETT et al., 2007). Além das elevadas concentragdes de
COD e cor, as elevadas taxas de incidéncia das radiagdes solares nos trépicos, em
relacio a regido temperada, devem resultar em taxas de foto-degradacdo
extremamente elevadas em lagoas costeiras htimicas/super-humicas tropicais.

As lagoas costeiras também representam uma grande amplitude de variagdo de
saliniadade desde lagoas oligohalinas até hipersalinas (e.g. e.g. 0,1 — 130 ppt;

FARJALLA et al., 2001b; e.g. e.g. 0,1 — 130 ppt; ENRICH-PRAST et al., 2004). A
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influéncia marinha sobre a salinidade, faz com que algumas lagoas costeiras
apresentem grandes concentragdes de formas carbonatadas na agua, elevando o pH ¢
alcalinidade das mesmas. O processo de foto-degradacdo ¢ normalmente estudado
pelas variacdes nas concentracdes de carbono inorganico dissolvido (CID) entre
amostras expostas e amostras ndo expostas (controle) a radiagdo solar. Entretanto, a
alta alcalinidade em algumas lagoas costeiras faz com que o equilibrio quimico das
formas carbonicas favorega a existéncia de formas carbonatadas o que faz com que a
agua seja extremamente rica em CID (ESTEVES, 1998b), impossibilitando a detecc¢ao
de pequenas variagdes na concentracdo do CID em funcdo de mineralizagdao foto-
quimica e, impossibilitando os estudos a cerca da foto-degradacdo em alguns desses
ambientes (para revisdo ver SUHETT et al., 2006).

Os objetivos do presente estudo foram:

(1) Ajustar parametros metodologicos para o estudo do processo de foto-
degradacdo em lagoas costeiras tropicais com influéncia marinha;

(2) Avaliar os efeitos de diferentes fatores (concentracdo do COD, cor da dgua,
radiagdo e concentragdo de oxigénio na agua) para o processo de foto-oxidacdo em
ecossistemas costeiros tropicais humicos/super-htimicos;

(3) Medir as taxas de foto-oxidagdo em 20 ecossistemas costeiros tropicais
humicos/super-htimicos ¢ compara-los a outros ecossistemas tropicais ¢ temperados.
Materiais e Métodos

Area de estudos

No presente trabalho o processo de foto-oxidacdo foi estudado em 20
ecossistemas costeiros localizados no Norte do Estado do Rio de Janeiro nos
Municipios de Rio das Ostras, Maca¢, Carapebus ¢ Quissama. Trata-se de 19 lagoas

costeiras (Amarra-boi, Barrinha, Bezerra, Carapebus, Cabitinas, Casa-Velha,
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Catingosa, Comprida, Encantada, Garga, Imboassica, Maria Menina, Paulista, Pires,
Piripiri 11, Preta, Robalo, Ubatuba ¢ Visgueiro) e um afloramento de lengol freatico
(Atoleiro). Todos os ecossistemas encontram-se dentro de uma unidade de
conservagao (Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba), exceto a lagoa Imboassica
que se situa em area urbana, entre os municipios de Rio das Ostras e Macaé¢, e recebe
aportes de efluentes domésticos. Os demais ambientes, situados no interior do
PARNA, apresentam-se bem preservados, circundados por vegetacdo de restinga ¢
solo arenoso. Esses ambientes representam gradientes de diversas caracteristicas
limnolégicas como: oligotroficos até eutroficos, ambientes de aguas claras até hiper-
humicos, ambientes oligohalinos até hipersalinos, gradientes de COD, nitrogénio (N),
fosforo (P), entre outros (FARJALLA et al., 2001b; ENRICH-PRAST et al., 2004).

Montagem dos experimentos

Todas as amostras desse estudo foram coletadas na sub-superficie (cerca de 20
cm de profundidade) de cada ecossistema, entre janeiro de 2005 e setembro de 2006, e
acondicionadas em garrafas de polietileno previamente lavadas com HCI 10% e agua
deionizada e enxaguadas com agua do préprio ambiente. Em laboratério, todas as
amostras foram pré-filtradas em filtros de fibra de vidro de porosidade 0,7um (GF75,
Advantec) e entdo, filtradas em membrana de porosidade de 0,2 pm para a exclusao
das bactérias (95%) As amostras foram acondicionadas em tubos de quartzo (24,5 cm
comprimento; 2,2 cm didmetro) ¢ seladas com tampas de vidro, sem atmosfera
interna. Todas as amostras, nos tubos de quartzo, foram incubadas ao sol por um
periodo de até 6 horas, entre 9:00 ¢ 17:00, de acordo com os experimentos descritos
adiante, imersos em agua em piscina plastica para a manutencdo da temperatura das
amostras (29°C; + 1). A cada 30 minutos (no experimento 1 descrito adiante) ou a

cada hora (nos experimentos 2 ¢ 3 descritos adiante), a radiacdo incidente foi medida,
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com um radidmetro (IL 1400 — International Light INC.) equipado com 3 sensores
para radiacdes PAR, UV-A e UV-B (280 — 700 nm). A radiagdo total incidente nas
amostras foi calculada pela integragao dos valores de radiagdo para cara banda de
radiagdo nos intervalos de tempo em que foram medidos, conforme GRANELI ef al.
(1998) ¢ AMADO et al. (2007). Antes das incuba¢des foram medidas nas amostras:
concentragdo de carbono organico dissolvido (COD) e carbono inorgéanico dissolvido
(CID), absorvancia em 430 nm ¢ a concentracdo de oxigé€nio dissolvido (O,). Ao
término das incubag¢des eram medidas as concentragoes de O, e CID.

No presente trabalho foram elaborados trés experimentos distintos:

(1) Experimentos de foto-oxidag@o com diferentes tempos de duragéo:

Esses experimentos foram realizados em janeiro de 2005, com amostras de trés
ecossistemas: Atoleiro, lagoa Cabiunas e lagoa Imboassica. Para cada lagoa, 25 tubos
de quartzo foram incubados com amostra filtrada, conforme descrito anteriormente,
sendo 5 envoltos em papel aluminio usados como controle. Nesses experimentos
todos os tubos foram incubados simultaneamente, conforme descrito acima, porém,
cada lagoa teve amostras expostas por diferentes tempos de incubagdo: Atoleiro — 1,
2, 3,4, 5 e 6 horas de incubacdo; lagoa Cabitnas - 2, 4 e 6 horas; lagoa Imboassica —
2,3, 4,5 e 6 horas (Quadro 1). Em cada intervalo de tempo, pelo menos um tubo
controle ¢ 4 tubos expostos eram removidos da incubag¢do e tinham medidas,
imediatamente, as concentragdes de O, e CID. Para a comparacao das taxas de foto-
oxidacdo entre os diferentes tempos de incubacdo das amostras de uma mesma lagoa,
foram feitas normalizagdes pela radiag@o incidente, conforme descrito adiante (Sessdo

de Métodos analiticos e calculos).
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Quadro 1: Esquema do experimento 1. Os tubos brancos representam as amostras
expostas e os tubos cinza representam as amostras controle, cobertas com papel
aluminio. As taxas de foto-degradag@o eram medidas em cada conjunto de tubos apods
o tempo de encubacgdo determinado.

Tempo de
incubacio 1 2 3 4 5 6
(horas)
Atoleiro

Total de
tubos

i

Lagoa Comprida

Lagoa Cabidnas

Total de
tubos

AMT
= AT
mm R

(2) Experimentos de dilui¢do de amostras:

Esses experimentos foram realizados em janeiro e fevereiro de 2006, com
amostras de trés ambientes: Atoleiro, lagoa Comprida e lagoa Cabiunas. Foi
determinada a concentracdo de COD de cada amostra e estas foram diluidas com agua

Milli-Q para as concentragdes apresentadas no quadro 2. Cada diluicao foi




acondicionada em 8 tubos de quartzo e seladas com tampas de vidro, sem atmosfera
interna. Desses 8 tubos, 4 foram envoltos em papel aluminio como controle, ¢ todos
os tubos foram incubados ao sol, conforme descrito anteriormente. Foram realizadas
incubagdes em diferentes dias, para contemplar todas as amostras ¢ diluigdes. As
amostras do Atoleiro foram incubadas por 3 horas e 30 minutos, exceto as dilui¢cdes
de 15,10 e 5 mg C L', que foram incubadas por 6 horas, assim como as amostras e
diluicdes dos outros dois ecossistemas. De acordo com os experimentos com
diferentes tempos de incubagdo, amostras com altas concentracdes de COD devem ser
submetidas a radiacdo menor que 20 mW cm, para evitar limitagdo do processo de
foto-oxidag@o por auséncia de O, (Ver resultados e discussdo). Por isso, as amostras
foram incubadas por tempos distintos. Ao final de cada incubacdo foram medidas as
concentragoes de O, e CID.

Quadro 2: Concentra¢des de COD inicial e diluigdes feitas no experimento 2, para o
Atoleiro, Lagoa Comprida e lagoa Cabitinas.

Diluicdes de COD (mg.L™")

COoDb
inicial | 110 | 100 | 90 [ 80 [ 70 [ 60 | 50 | 40 |30 |20 (15|10 | S

(mg/l)

Atoleiro 122 X | X [ X[ X[X|[X]|X]|X[|X[X
Comprida [ 50 X [ X

sl ls
sl ls

Cabiunas 18

(3) Experimentos de foto-oxidagdo com amostras de 20 ecossistemas:

Esses experimentos foram realizados em setembro de 2006, com amostras dos
vinte ecossistemas aquaticos costeiros citados anteriormente. Todas as amostras foram
incubadas ao sol, de acordo com os procedimentos descritos acima. As amostras das
lagoas Ubatuba, Casa-Velha e Preta e do Atoleiro foram incubadas por apenas 4 horas
para manter a radiagio incidente total abaixo de 20 mW cm™, conforme supracitado.

O restante das amostras foi incubado por tempo total de 6 horas. As taxas de foto-
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oxidacdo foram normalizadas pela radiagdo incidente nas amostras, para tornarem-se
comparaveis, uma vez que foram expostas ao sol sob diferentes intensidades de
radiagdo solar.

Com o objetivo de comparar as taxas de foto-degradacdo do COD das lagoas
costeiras, com outros ecossistemas da regido tropical e ecossistemas da regido
temperada, fizemos um levantamento de dados na literatura buscando abranger uma
variedade maior possivel de tipos de ambientes, englobando rios, lagoas e lagos tanto
de aguas claras como de aguas escuras, tentando fazer uma analise representativa em
escala global. Foram utilizados 6 estudos para ecossistemas tropicais (AMON &
BENNER, 1996; GRANELI ef al., 1998; AMADO et al., 2003; SUHETT et al., 2004;
AMADO et al., 2006; SUHETT et al, 2007) e 4 estudos para ecossistemas
temperados (SALONEN & VAHATALO, 1994; GRANELI et al., 1996; REITNER et
al., 1997; GRANELI ef al., 1998). Estes estudos foram escolhidos por terem utilizado
exposicdo a luz solar ou fonte artificiais com intensidade semelhante, em
experimentos com duracdo de um ou poucos dias. Vale ressaltar que os estudos sobre
foto-oxidac@o em ecossistemas tropicais encontrados na literatura concentraram-se no
territério brasileiro, mas como ja foi apontado acima, foram amostrados ecossistemas
de variados tipos, aumento a representatividade desta analise para ecossistemas
tropicais em geral. Os dados foram separados em trés grupos: (1) Ecossistemas
temperados; (2) Ecossistemas tropicais e (3) Lagoas costeiras tropicais. Nesse terceiro
grupo, forma incluidos dados da literatura e os dados das 20 lagoas costeiras
estudadas no presente trabalho.

Todas as taxas de foto-oxidagio foram expressas em pM C d'. Quando as
exposigdes foram feitas por apenas 6 horas, como foi o caso da maioria dos dados

para ecossistemas tropicais (e.g. GRANELI et al., 1998; e.g. AMADO et al., 2003),
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os valores de foto-oxidagao apresentados foram considerados como o total para o dia
inteiro, sendo, portanto, subestimados. Valores expressos em consumo de O, foram
convertidos para carbono considerando uma relagdo molar 1:1 entre O, consumido e
CO, produzido. Em alguns estudos, sdo apresentados varios valores para um mesmo
ecossistema.

Meétodos analiticos e calculos

O termo taxa de foto-degradacdo ou foto-oxidacdo foi utilizado nesse trabalho
para designar a quantidade de CID produzido ou O2 consumido nas amostras
expostas, em relagdo as amostras controle, durante o periodo no qual as amostras
foram incubadas ao sol.

Carbono inorganico dissolvido (CID) — As amostras foram acidificadas com
acido fosforico (25%) transformando todo o CID em CO,. Este, por sua vez, foi
quantificado através de um detector infra-vermelho em um aparelho analisador de
carbono TOC 5000 Shimadzu (e.g. GRANELI et al., 1998). A solugio padrio foi feita
com carbonato de sodio e hidrogeno carbonato de sdédio (Na,CO; e NaHCOs,
respectivamente) e foram utilizadas as concentragdes de 0, 1, 2 ¢ 5 mg C I nas curvas
padrdo.

Carbono organico dissolvido (COD) — As amostras sofreram combustdo a 680
°C transformando todas as formas de carbono dissolvidas em CO,. Este, por sua vez,
foi quantificado por procedimento similar ao CID. A solucdo padrdo foi feita com
hidrogeno fitalato de potassio (CsHsKOy4) e foram utilizadas as concentragoes de 0, 1,
5, 10, 20, 50, 100, 150 e 200 mg C I nas curvas padrdo. Tanto para CID, quanto para
o COD, foram feitas no minimo trés inje¢cdes por amostra e eram aceitos coeficientes

de variagdo menores ou iguais a 2 % (e.g. GRANELI ef al., 1998). As taxas de foto-
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oxidacdo por producdo de CO, foram calculadas pelas diferencas das concentracdes
de CID entre as amostras expostas e controles.

A concentragdo de O, em todos os tubos foi medida com uma micro-sonda de
ouro conectada a um pico-amperimetro (Unisense©, ver BRIAND et al., 2004). As
taxas de foto-oxidacdo por consumo de O, foram calculadas pelas diferencas das
concentragdes de O, entre as amostras expostas e controles. Os valores foram
apresentados como valores positivos de consumo.

A absorvancia em 430 nm foi medida com espectrofotdmetro (Beckman DU
560), cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1 cm e dgua Milli-Q como referéncia
(branco) e os valores foram transformados para coeficiente de absor¢cdo de acordo
com Hu et al. (2002):

aqz0 = (Agz0 %2,303) ~ L

onde Ayzp € a absorvancia em 430 nm, e L ¢ o caminho Optico da cubeta (em
metros). Nos utilizamos o coeficiente de absor¢do em 430 nm (ay39) como estimativa
de coloracao da agua (STROME & MILLER, 1978).

Para a normaliza¢do das taxas de foto-oxidagdo pela radia¢do incidente,
assumimos que as taxas de foto-oxidagdo aumentam linearmente com a intensidade
total das radiacdes incidentes nas amostras. Sendo assim, as taxas normalizadas foram
calculadas pela seguinte formula:

Tn = (Ta x100) = ((Ra ¥100) = Ringx)

Onde: T, ¢ a taxa de foto-oxida¢ao normalizada; T, ¢ a taxa de foto-oxidagao de
determinada amostra, a; R, ¢ a radiacdo incidente na mesma amostra determinada, a;
Rmax € a maior radiagdo que incidiu sobre alguma das amostras que estdo sendo
comparadas.

Analise estatistica
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As analises de regressdo linear, simples ou multiplas, foram realizadas pelo
programa JMP IN 5.0. Os testes de Analise de Variancia (ANOVA) com teste a
posteriori de Tuckey-Krammer, foram utilizados para a comparagdo entre as taxas de
foto-oxidacdo da literatura e do presente estudo, e foram realizados pelo programa
GraphPad Prism 4.0. As taxas de foto-degradagdo nos ambientes temperados,
tropicais e lagoas costeiras foram comparadas entre si, pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com teste a posteriori de Dunn. O nivel minimo de significancia
aceito para os testes estatisticos foi de p < 0,05.

Resultados

As taxas de foto-oxidagdo pelo consumo de O, e pela producdo de CID,
incluindo todos os dados (20 lagoas mais os experimentos de diluicdo) apresentaram
relacdo positiva significativa, com uma taxa de conversdao média de aproximadamente
100 % (r* = 0,80, p < 0,0001; Fig. 1).

Incubagoes com tempos diferenciais

Tanto a concentragdo de COD e a coloragdao da agua, quanto as taxas de foto-
oxidacdo (pelo consumo de O; e pela producao de CID), foram mais altas no Atoleiro
que nas lagoas Cabitinas e Imboassica, respectivamente (Tabelas 1, 2 e 3). Os trés
ecossistemas estudados apresentaram comportamentos semelhantes na dinamica da
foto-oxidagdo ao longo dos intervalos de tempo durante as incubagdes. Tanto o
Atoleiro quanto a lagoa Cabitinas apresentaram taxas de foto-oxidagdo crescentes com
o tempo, tanto em relacdo ao consumo de O,, quanto a produgdo de CID (Tabelas 1 e
2). A lagoa Imboassica apresentou tendéncia de aumento dessas taxas com o tempo,
mas os padroes sdo menos pronunciados (Tabela 3). Quando as taxas de foto-oxidacao
sd30 normalizadas pela intensidade de radiacdo recebida pelas amostras em cada

intervalo de tempo, os trés ambientes apresentam comportamentos diferentes. O
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Atoleiro apresentou tendéncia decrescente das taxas de foto-oxidacdo normalizadas
com o aumento do tempo de incubagdo das amostras (Fig. 2a). A lagoa Cabiunas
revelou estabilidade nas taxas de foto-oxidagdo com o aumento do tempo de
incubacdo, apresentando valores semelhantes na maioria dos intervalos,
principalmente para a producdo de CID (Fig. 2b). A lagoa Imboassica ndo apresentou
variag¢do nas taxas de consumo de O, mas apresentou leve decréscimo nas taxas de
produgdo de CID, normalizadas pela radiag@o, ao longo do tempo (Fig. 2c¢).

Apos 3 horas de incubagdo, a concentragdo de O, nas amostras expostas do
Atoleiro ja havia sido reduzida em mais de 80%, chegando a uma reducdo total de
mais de 90% ap0s as 6 horas de incubagdo (Fig. 3). Por outro lado, a concentragio de
O, nas amostras expostas da lagoa Cabiunas sofreu reducdo de menos de 25% apds as
6 horas de incubagdo e na lagoa Imboassica sofreu reducdo de menos de 9% apoés as 6
horas de incubagio (Fig. 3).

Experimentos de dilui¢cdo

Os dados das regressdes lineares simples entre as varidaveis para o Atoleiro e as
lagoas Comprida e Cabilinas estdo apresentados na tabela 4. Todas as correlagdes no
Atoleiro foram positivas e significativas, sendo a correlagdo mais forte entre foto-
oxidacdo (O;) e as30. Na lagoa Comprida as correlagdes com foto-oxidacao (O;) ndo
foram significativas. A principal correlagdo foi entre foto-oxidacdo (CID) e aaso.
Nessa lagoa, as correlagdes foram mais fortes quando foram feitas regressdes
multiplas com todos os parametros (Tabela 5). Ao contrario do Atoleiro, o processo
de foto-oxidagcdo na lagoa Comprida foi determinado por um balango entre a
concentragdo e coloragdo do COD e a radiacdo incidente sobre este. Na lagoa

Cabitinas, as correlagdes entre as taxas de foto-oxidagdo e a concentragdo de COD
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foram altas e significativas e as correlagdes com a43p ndo foram significativas, apesar
de apresentar altos valores para r* (Tabela 4).

Analisando os parametros das correlagdes entre COD e foto-oxidagao (CID) nas
trés lagoas, observamos que o Atoleiro, ambiente com maior concentragao de COD in
loco, apresenta o menor coeficiente angular da reta ajustada aos pontos, seguido da
lagoa Comprida e da lagoa Cabilinas, que possui a menor concentragdo de COD in
loco. Em contrapartida, o coeficiente linear apresenta padrdo inverso, sendo maior no
Atoleiro (Fig. 4).

Foto-oxidacdo em amostras de 20 ecossistemas costeiros

A concentragdo de COD nos 20 ecossistemas estudados variou de 0,522 mM a
10,067 mM e as3 variou de 0,014 a 1,261 na lagoa Imboassica e no Atoleiro,
respectivamente (Tabela 6). A radiacdo incidente nas amostras variou de 10,833 a
21,682 mW cm™ (Tabela 6). As taxas de foto-oxidagdo, tanto pelo consumo de O,
quanto pela produg¢do de CID, foram maiores na lagoa Preta e minimas na lagoa
Imboassica (Tabela 6).

A foto-oxidacdo por consumo de O, apresentou relacdo positiva com a
concentragcdo de COD nos 20 ambientes estudados (r2 =0,42, p=0,0019; Fig. 5a). Por
outro lado, a foto-oxidacao por produgdo de CID ndo apresentou relagdo significativa
com 0 mesmo parametro (r2 = 0,36, p = 0,1569, Fig. 5b). Entretanto, quando
excluidos os “outliers” em ambas as analises, a correlagdo se torna ainda mais
significativa para o consumo de O, (¥ = 0,70 p < 0,0001; Fig. 5c) e torna-se
significativa para a produgdo de CID (r* = 0,90, p = 0,0037, Fig. 5d).

O levantamento bibliografico dos dados de foto-degradagdo revelou maiores

taxas de foto-degrada¢do nos ambientes da regido tropical em relagdo a regido

29



temperada (p < 0,05). As taxas de foto-degradacdo das lagoas costeiras ndo foram
significativamente maiores que nos demais ambientes tropicais (Fig. 6).

Discussao

Foto-conversdo de O, em CID (CO;)

O processo de foto-oxidacdo resulta no consumo de O, para a producdo de
inimeros compostos organicos mais oxidados que os originais e compostos
inorganicos (e.g. acidos carboxilicos, CO,, H,0,, 'O,, etc). Entre as metodologias
mais utilizadas para detectar as taxas de foto-oxidagdo estdo o consumo de O, e a
produgdo de CID (e.g. AMON & BENNER, 1996; GRANELI ef al., 1998; AMADO
et al, 2007). O consumo de O; ¢ normalmente medido pela utilizacdo de
metodologias muito sensiveis de variacdo de oxigénio como espectrometria de massa
e utilizagdo de micro-eletrodos de ouro. Ja a produgdo de CID ¢ comumente medida
por analisadores de carbono (e.g. TOC Shimadzu) por acidificagdo com dacido
fosforico e leitura em detector infra-vermelho. As duas metodologias tém vantagens e
desvantagens. O método pelo consumo de O, pode ser utilizado para ambientes com
caracteristicas fisico-quimicas diversas. Entretanto, pode ndo ser um bom método para
estimar taxas de mineralizagdo foto-quimica, uma vez que o O, pode ser consumido
para a oxidagdo parcial de compostos organicos e assim, ndo ser representativo para a
formagdo de CO,. Por outro lado, a producdo de CID, apesar de resultar em boa
estimativa de mineralizacdo de carbono, ndo pode ser utilizada para medigdes em
ecossistemas que apresentem elevada alcalinidade. A alta alcalinidade faz com que o
equilibrio quimico das formas carbonicas favorega a existéncia de formas
carbonatadas o que faz com que a dgua seja extremamente rica em CID (ESTEVES,
1998b), impossibilitando a deteccdo de pequenas variagcdes na concentragdo do CID

em funcao de mineralizagao fotoquimica.
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As lagoas costeiras sdo ecossistemas que apresentam ampla variacdo de
alcalinidade, pH e sais (ESTEVES, 1998a; ENRICH-PRAST et al., 2004). Algumas
apresentam pH acido (freqiientemente; pH < 4) devido a presenca de substancias
hiimicas provenientes da vegetacdo de entorno (restinga). Outras lagoas apresentam
elevadas salinidades em func¢do da proximidade com o oceano, pela entrada de agua
do mar por eventos de ressaca ou abertura da barra de areia que separa essas lagoas do
oceano. Outras lagoas apresentam-se ainda, hipersalinas, pois sdo formadas pelo
represamento de dgua do mar. Parte da agua sofre evaporagdo concentrando os sais
(e.g. lagoa das Gargas chega apresentar salinidades superiores a 100 ppm;
FARJALLA et al., 2001b; ENRICH-PRAST et al., 2004). A influéncia marinha faz
com que a agua nesses ambientes sejam ricas em CID. Por isso, torna-se dificil a
realizagdo de experimentos para medir as taxas de mineralizacdo do COD em todas as
lagoas costeiras que, conforme discutido adiante sdo extremamente relevantes para o
ciclo do carbono nessas regides costeiras.

Com o intuito de validar o método de medigdes das taxas de foto-oxidacao pelo
consumo de O, para a estimativa de formagdo de CO, pela decomposicao foto-
quimica, nds realizamos uma analise de regressdo simples com todos os dados do
presente trabalho entre taxas de foto-oxidacdo pelo consumo de O, e taxas de foto-
oxidacdo pela produgdo de CID. Vale ressaltar que os dados de lagoas com elevada
alcalinidade/salinidade ndo foram incluidos na anéalise, uma vez que ndo obtivemos
medidas de foto-oxidacdo pela producdo de CID para esses ambientes. Como
resultado dessa analise, verificamos que as taxas de foto-oxidagdo pelo consumo de
O, podem ser extrapoladas para produgdo de CID com um coeficiente de 100% (1:1)
uma vez que a relagdo foi significativa (P < 0,05; > = 0,80; Fig. 1) e o coeficiente

angular do modelo linear ajustado aos pontos foi muito proximo de 1 (0,9955). Sendo
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assim, acreditamos que mesmo em lagoas costeiras com alta salinidade, a utilizagdo
do método de consumo de O, deve produzir estimativas confiaveis de mineralizagdo
do COD pelo processo de foto-oxidagdao. Apesar de nao terem sido incluidas nas
analises, localizam-se préximo as lagoas analizadas e apresentam MOD com
caracteristicas semelhantes. Esse resultado ¢ fundamental para possibilitar futuros
estudos mais especificos nesse tipo de ambiente e, validar as taxas de foto-oxidagdo
por consumo de O; nas lagoas costeiras salinas deste estudo.

Dindmica do processo de foto-degradacdo — fatores precursores e limitantes

Inimeros estudos ja mostraram que o processo de foto-degradagdo representa
uma importante via de mineralizacio do COD nos ecossistemas aquaticos (e.g.
GRANELI ef al., 1996; JONSSON et al., 2001; AMADO et al., 2006). Também ja
esta bastante evidente que caracteristicas como a concentragdo do COD, a coloragdo
do COD na agua, a concentracdo de O, e a intensidade da radiacdo incidente sobre o
COD sdo determinantes para o processo de foto-degradagdo nesses ecossistemas (e.g.
GRANELI et al., 1996; ANDREWS et al., 2000; BERTILSSON & TRANVIK, 2000;
FARJALLA et al., 2001a; AMADO et al., 2003). Entretanto, os estudos até hoje
publicados nao mencionam os efeitos sobre a foto-oxidagdo quando esses parametros
ocorrem em intensidades extremas. Na literatura sdo comumente classificados como
lagos hiimicos ou super-humicos ambientes cuja matéria organica dissolvida (MOD)
apresenta coloracdo escura e a concentragdo de COD esta em torno de 20 mg C L!
(e.g. LEBRETON et al., 2000; GUTSEIT et al., 2007). De acordo com STEINBERG
et al. (2006) a maioria dos lagos do planeta apresentam concentragcdes de COD entre 1
e 100 mg L' e as lagoas costeiras do Norte do Rio de Janeiro apresentam
concentragdes de COD extremamente altas, chegando até 160 mg C L. Além das

elevadas concentragdes de substancias humicas as lagoas costeiras também estao
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submetidas as elevadas intensidades de radiacio solar (GRANELI et al., 1998). Sendo
assim, as lagoas costeiras encontram-se sob caracteristicas geograficas, geoquimicas ¢
ambientais que as proporciona condi¢des extremas ao processo de foto-degradacgao.

Os resultados registrados nesse trabalho apresentaram o padrdo esperado,
aumentando as taxas de foto-degradagdo com o aumento da incidéncia das radiacdes
solares (Tabelas 1, 2 e 3). Entretanto, as altas concentragdes de COD e a3 no
Atoleiro (Tabela 1) resultam numa eficiéncia extremamente alta de utilizagdo da
energia das radiagdes solares para a foto-oxidacdo. Por isso, apos 4 horas de
incubagdo grande parte do O, presente na agua ja havia sido consumido pela foto-
oxidacdo (Fig. 3), tornando as baixas concentracdes de O, um fator limitante ao
processo (limitacdo estequiométrica, onde um dos reagentes, O,, torna-se escasso).
Além de explicar o decaimento das taxas de foto-degradagdo nos periodos mais
longos de incubagdo desse ambiente, esse fato é relevante para realizacdo de
experimentos com ecossistemas super-humicos ja que longas exposigdes (mais de 4
horas) as radiagdes solares podem fornecer sub-estimativas das taxas de foto-
oxidacdo. Por isso, quando normalizadas pela radiacdo incidente nas amostras, as
taxas de foto-oxidacdo foram maiores nas amostras expostas por periodos de tempo
mais curtos (1, 2 e 3 horas) no Atoleiro (Fig. 2a). Entretanto, essa limitagdo ndo deve
ocorrer “in situ”’, uma vez que esses ambientes estdo sujeitos a acdo dos ventos
(especialmente as lagoas costeiras) e a propria difusdo natural do O, atmosférico para
a agua, fazendo com que o processo de foto-degradacdo seja ainda mais relevante nos
ecossistemas super-humicos tropicais.

A coloragdo da MOD na agua das lagoas costeiras, em alguns casos, também
pode ser considerada extrema. O Atoleiro apresenta valor de as3p extremamente

elevado (quase 3 vezes mais alto) quando comparado com outros ambientes super-
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hamicos tropicais, como a lagoa Comprida (Atoleiro = 175 m™'; Comprida = 60 m
SUHETT et al., 2007). No Atoleiro, o COD esta fortemente relacionado a coloragdo
da 4gua (Tabela 4). Isso se deve ao fato de que as substancias himicas, provenientes
da vegetacdo circundante (Restinga), representam mais de 95% do COD nesse
ambiente (SUHETT et al., 2004). Entretanto, nas concentragoes de COD mais altas, a
coloragdo da MOD ¢ tao escura que absorve a energia luminosa de forma que a MOD
mais no interior do tubo receba menos energia. Esse fendmeno ¢ conhecido por auto-
sombreamento (BERTILSSON & TRANVIK, 2000). Nessas condi¢des de coloragdo
da MOD extremamente escura, o auto-sombreamento resultou na limitacdo do
processo de foto-oxidacdo nas concentragdes de COD acima de 6 mM (Fig. 5). Esse
fendomeno sugere que o processo de foto-oxidacdo “in situ” fique limitado a poucos
milimetros superficiais da coluna d’agua (GRANELI ef al., 1998). Entretanto, nas
lagoas costeiras isso pode ndo representar redugdo significativa nas taxas de foto-
oxidacdo global dos ecossistemas, uma vez que trata-se de sistemas rasos e sujeitos
aos fortes ventos costeiros, o que mantém a coluna d’agua em constante circulacao.

O Atoleiro e as lagoas Comprida e Cabiunas formam um gradiente decrescente
de COD e au3p (ver Tabela 6). O Atoleiro teve a variagdo nas taxas de foto-oxidagdo
melhor explicadas pela variagdo de a430, uma vez que esse fator tornou-se limitante
nesse ecossistema (Tabela 4). Na lagoa Cabiunas as taxas de foto-oxidagdo foram
melhor explicadas pela concentragdo de COD, mostrando que ndo houve limitagao
por auto-sombreamento, mas sim por disponibilidade de substrato (COD, Tabela 4).
J4 a lagoa Comprida teve as taxas de foto-oxidacdo melhor explicada por regressoes
multiplas envolvendo os fatores concentracdo de COD, au3 € até mesmo a radiagédo
(Tabela 5). Esse fato sugere que haja uma co-limitagdo da foto-oxidag¢do pela

concentracdo de COD e as39, uma vez que ambos apresentam valores intermedidrios

34



nesse ambiente. Corroborando esses padroes, a coloracdo especifica do COD
(a430/COD) mostra que o estoque de COD do Atoleiro apresenta maior foto-
reatividade que nas lagoas Comprida e Cabitnas (0,125; 0,112 e 0,096;
respectivamente). Analisando as equagdes das regressoes lineares entre as taxas de
foto-oxidagdo (CID) e a concentragdo de COD, observamos que o coeficiente linear
aumenta com a concentracdo de COD e o coeficiente angular diminui com o aumento
do COD. Entretanto, na regressdo do Atoleiro, excluindo da andlise os pontos cuja
concentracdo de COD sao superiores a 6 mM C (concentragdo na qual deve iniciar a
limitagdo da foto-oxidacdo por auto-sombreamento), a explicagdo do modelo fica
mais forte e o coeficiente angular torna-se semelhante ao da lagoa Comprida (Fig. 4a).
Isso mostra a maior disponibilidade do COD mais escuro para a foto-oxidacdo, mas
que o forte efeito de auto-sombreamento em ambientes super-humicos, com
coloracdes e concentragdes de COD extremas, reduz o potencial de foto-oxidagdo. Por
fim, a coloracdo da MOD resulta em efeitos ambiguos para o processo de foto-
oxidagdo. O aumento da coloragdo em ambientes de dguas mais claras aumenta a
disponibilidade do COD para a foto-oxidagdo. Em contrapartida, em ambientes de
aguas mais escuras, o aumento da colorag@o pode reduzir o potencial de foto-oxidagdo
em funcdo de intenso auto-sombreamento da MOD.

Padroes de foto-oxidagdo em um gradiente de lagoas humicas

Conforme previsto na sessdo anterior, os elevados valores de coloragdo da MOD
(a430) apresentam efeito ambiguo para o processo de foto-oxidacdo do COD humico.
Esse padrao ficou claro ao avaliar as taxas de foto-oxidacdo em um gradiente natural
de COD e a3 em 20 lagoas costeiras humicas. A lagoa Preta e o Atoleiro, ambientes
que apresentam as maiores concentragdes de COD e ag39, fazem reduzir drasticamente

as correlacdes entre as concentracdes de COD e as taxas de foto-oxidacao (O, e CID),
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por efeito do auto-sombreamento. Isso resulta em taxas de foto-oxidacdo mais baixas
do que as que seriam esperadas pelo modelo linear. Quando esses ambientes sdo
excluidos das analises, os parametros sao melhor correlacionados ¢ ambos sao
significativos com grau de certeza superior a 99% (p < 0,01; Fig. 5). Dessa forma,
ficou constatado que pode ocorrer limitacdo do processo de foto-oxidag¢do pela
coloracdo da dgua em ecossistemas super-himicos naturais, como havia sido previsto
experimentalmente.

Apesar dos efeitos do auto-sombreamento reduzindo o potencial de foto-
oxidacdo do COD nos ambientes costeiros super-humicos, estes ainda apresentam
taxas de foto-oxidacdo extremamente altas (Tabela 6). FARJALLA et al. (no prelo;
Anexo 1) em uma revisdo sobre o tema de degradagdo de COD em ecossistemas
himicos, mostraram que as taxas de foto-oxidagdo em ambientes tropicais sdo, em
média, maiores que nos ambientes temperados. No presente estudo realizamos uma
analise similar. Entretanto, agrupamos as lagoas costeiras tropicais separadamente dos
demais ecossistemas tropicais e temperados. Como resultado, corroboramos que as
maiores taxas de foto-degradagdo ocorrem nos tropicos, em relagdo aos ambientes
temperados, mesmo excluindo as lagoas costeiras do primeiro grupo de dados (Fig. 6).
Alem disso, as lagoas costeiras isoladamente, apesar de apresentar dados médios
semelhantes aos dos demais ecossistemas tropicais, apresentaram valores
extremamente altos, sendo as maiores taxas de foto-degradacdo ja registradas na
literatura (Fig. 6).

Aparentemente, as lagoas costeiras apresentam COD menos reativos que
pequenos rios amazonicos, ambientes protegidos das radiagdes pela floresta ao
contrario das lagoas costeiras. Esses ambientes amazonicos apresentam maiores taxas

de foto-degradagdo por unidade de COD que as lagoas costeiras (AMADO et al.,
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2003). Entretanto, em um estudo sazonal, SUHETT et al. (2007) registraram altas
taxas de foto-degradacdo extremamente altas em uma lagoa costeira himica no Estado
do Rio de Janeiro, no inicio do periodo chuvoso. Logo, um sinergismo entre alta foto-
reatividade do COD recém lixiviado da restinga e elevadas incidéncias de radiagoes
solares nas lagoas costeiras durante o verdo, resultaram taxas de foto-degradacdo
extremamente altas. Entretanto, esse sinergismo deve desaparecer rapidamente ja que
a degradacdo intensa deve reduzir essa foto-reatividade prontamente.

Estudos de revisao ja mostraram que as concentragdes de carbono nos solos em
ecossistemas tropicais sdo mais baixas que em ecossistemas temperados e boreais
(SILVER et al., 2000). Esse fato se deve a maior quantidade chuvas que carreia a
matéria orgénica para os corpos hidricos, fato que sugere maiores concentracdes de
COD nos ecossistemas aquaticos tropicais. Em uma revisdo de foto-oxidagdo,
SUHETT et al. (2006) mostraram que além das maiores concentragdes, o COD
também ¢ mais reativo a foto-oxidagdo nos ecossistemas tropicais. Portanto, as
maiores taxas de foto-oxidacdo no presente trabalho em relagdo aos demais dados da
regido tropical devem entdo, ser atribuidos as maiores concentragdes de COD e
coloracdo mais escura nesses ambientes, uma vez que se encontram em latitudes
proximas (tropicos) e foram submetidos a intensidades de radiacdo semelhantes. Em
contrapartida, GRANELI et al. (1998) sugeriram que a foto-reatividade do COD nio
diferiu entre ecossistemas aquaticos suecos ¢ brasileiros. No entanto, esse trabalho,
apesar de ter englobado algumas lagoas costeiras do presente estudo, foi pontual no
tempo e, por isso, desconsiderou as rapidas mudancas na foto-reatividade do COD

causada pelas chuvas (SUHETT et al., 2007; Cap. 2).
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Conclusdes

Concluimos que o método de estimativa das taxas de foto-oxidagdo pelo
consumo de O, ¢ eficiente para a avaliacdo da mineralizagdo do COD pela foto-
oxidac¢do nas lagoas costeiras estudadas. Concluimos ainda que o consumo de O, pode
ser convertido para producao de CID com coeficiente 1:1. A concentragcdo de O, pode
se tornar limitante ao processo de foto-oxidacdo em experimentos estudando
ecossistemas super-hiimicos com altas concentragdes de COD, como as lagoas
costeiras tropicais, devido ao consumo excessivo de O, pelo proprio processo em
poucas horas. Concluimos ainda que a coloragao da agua possa ter efeito ambiguo nas
taxas de foto-oxidacdo em ecossistemas com gradientes de COD e cor. Em ambientes
cuja MOD apresenta a coloracdo mais clara, o aumento da colora¢do favorece o
aumento das taxas potenciais de foto-oxidagdo, por maior disponibilizacdo de
substrato. Em contrapartida, em ambientes de aguas muito escuras (super-humicos), o
aumento da colorag@o pode reduzir o potencial de foto-oxidagdo em funcdo de intenso
auto-sombreamento da MOD. Esse padrao foi confirmado estudando as caracteristicas
e as taxas de foto-oxidag@o de 20 lagoas costeiras que formam um gradiente de COD
e coloracdo. Por fim, as lagoas costeiras humicas tropicais, localizadas no Norte do
Estado do Rio de Janeiro, apresentam taxas de foto-oxidagdo do COD extremamente
altas, sendo as maiores registradas na literatura.
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Tabela 1: Concentracdo de COD, a439, taxas de foto-oxidagdo (por consumo de O; e produgio de CID)

nos intervalos de tempo indicados ¢ intensidade da radiacdo incidente ao longo da incubag@o nas

amostras do Atoleiro. Apresentados entre parénteses os desvios-padrao.

Atoleiro
COD (mM) 15,58
as30 (m™) 175.0

Tempo de incubacio (horas)

1 2 3 4 5
Foto-oxidacao
Consumo de O, 0,033 0,129 0,125 0,184 0,218
(uM) (0,001) (0,002) (0,009) (0,031) (0,008)
Producio de CID 0,034 0,095 0,136 0,170 0,190
(uM) (0,006) (0,012) (0,019)  (0,005)  (0,021)
Radiacao acumulada

(@mW em?) 2,305 6,984 12,783 18,937 24,275

0,230
(0,009)
0,217
(0,007)

25,634

Tabela 2: Concentra¢do de COD, a430, taxas de foto-oxidagdo (por consumo de O, e produgdo de CID)

nos intervalos de tempo indicados e intensidade da radiacao incidente ao longo da incubagao nas

amostras da lagoa Comprida. Apresentados entre parénteses os desvios-padrao.

L. Cabiunas

COD (mM)

A
@430 (M)

Foto-oxidacao
Consumo de O;
(uM)
Producao de CID
(uM)
Radiacao acumulada

(mW cm'z)

1,24
12,0
Tempo de incubacio (horas)

2 4 6
0,007 0,024 0,045
(0,004) (0,002) (0,007)
0,013 0,028 0,038
(0,004) (0,004) (0,007)
10,568 16,909 27,562
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Tabela 3: Concentracdo de COD, a439, taxas de foto-oxidagdo (por consumo de O; e produgio de CID)
nos intervalos de tempo indicados e intensidade da radiacdo incidente ao longo da incubac¢ao nas
amostras da lagoa Imboassica. Apresentados entre parénteses os desvios-padrdo. ND — ndo
determinado.

L. Imboassica
COD (mM) 1,27

a3 (m™) 7.8

Tempo de incubacio (horas)

1 2 3 4 5 6

Foto-oxidacao

Consumo de O, ND 0,005 0,011 0,009 0,012 0,007

(M) (0,005) (0,001)  (0,003)  (0,004)  (0,002)
ProdugiodeCID 0,010 0010 0015 0014 0,009
(M) (0,003) (0,002)  (0,001)  (0,001)  (0,004)

Radiacao acumulada

ND
(mW cm?) 6,049 10,508 13,448 14,733 16,038
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Tabela 4: Dados das regressdes lineares simples entre os parametros nos experimentos com diluigdes
da MOD no Atoleiro, lagoa Comprida e lagoa Cabiunas. N = niimero de observacdes (nimero de
diferentes concentragdes de COD geradas pelas diluigdes) para cada ecossistema. Apresentados r°
(grau de correlacao) e p (grau de significancia) das correlagdes.

Atoleiro L. Comprida L. Cabiunas
N 14 7 4
*=0,89 *=0,45 *=0,98
COD vs. Foto-oxidacao (O;)
p <0,0001 p=0,0968 p =0,0096
?=0,78 *=0,86 > =0,99
COD vs. Foto-oxidagao (CID)
p <0,0001 p =0,0026 p = 0,0006
*=0,92 »=0,52 * =0,83
a3 vs. Foto-oxidacao (O,)
p <0,0001 p = 10,0662 p=0,0901
*=0,88 =092 *=0,88
a3 vs. Foto-oxidacao (CID)
p <0,0001 p = 10,0007 p=0,0610
> =0,86 *=0,98 > =0,86
COD vs. aa30
p <0,0001 p <0,0001 p=0,0739
> =0,87 =048 =098
Foto-oxidaciao O, vs. CID
p <0,0001 p = 10,0860 p=10,0122

Tabela 5: Dados das regressdes multiplas entre os parametros na lagoa Comprida (N = 7).

Lagoa Comprida
Foto-oxidacao (O,) vs. aq3p + COD = 0,59 p<0,1676
Foto-oxidacao (CID) vs. a4z + COD »=0,93 p <0,0044
Foto-oxidacdo (O,) vs. as30 + COD + Rad =091 p <0,0472
Foto-oxidagéo (CID) vs. ag + COD + Rad *=0,93 p<0,0284
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Tabela 6: Concentracao de COD, as3¢, radiacao, foto-oxidagao pelo consumo de O, e foto-oxidagao pela producao de CID nas 20
lagoas estudadas. ND — ndo determinado por problemas metodologicos com alta salinidade. Todas as taxas de foto-oxidagao
apresentadas foram normalizadas pela radiagio total de 21,361 mWem™,

Lagoas An:::)rira- Atoleiro Barrinha Bezerra Cabitinas  Carapebus ‘?:l;aa Catingosa Comprida Encantada Garga Imboassica MM. Paulista Pires PmHPm Preta Robalo Ubatuba Visgueiro
COD ( mM) 8,349 10,067 3,307 3,086 1,526 0,894 5,082 3,348 3,862 0,678 2,120 0,522 5,236 1,107 3,281 3,088 6,247 3,347 4,328 2,172
ag 0,907 1,261 0,113 0,132 0,146 0,062 0,196 0,052 0,431 0,043 0,049 0,014 0,162 0,048 0,249 0,194 0,8784 0,051 0,184 0,065
(z;%mcf:% 15,221 18,930 18,930 17,480 18,930 18,930 17,876 10,833 18,930 21,361 10,833 21,682 10,833 17,480 21,361 18,93 17,876 10,833 17,876 10,833
Foto-oxidagao
(uM O, 6hY) 54,861 113,983 63,628 70,857 68,397 26,030 101,765 64,973 31,478 16,496 33,736 4,771 122,718 22,881 48,084 102,673 147,856 39,621 110,435 70,904
2
SD 10,12 19,15 5,49 6,00 10,31 3,66 8,73 13,03 6,84 2,64 3,41 6,52 18,03 2,95 3,20 5,78 10,33 8,67 6,072 8,91
F a:g/'l"é“;:ﬁ‘;“ ND 95,635 ND ND 57,190 ND 124,613 ND 73,033 ND ND 3,870 ND ND ND ND 181,052 ND 135,231 ND
SD 26,63 2,92 10,69 7.35 231 12,64 7,44
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y = 0,9955x + 9,5235
R =0.80
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Figura 1: Correlacdo entre as taxas de foto-oxidagdo pelo consumo de O, e as taxas de
foto-oxidagdo pela produgdo de CID. Estdo incluidos na analise os dados das 20 lagoas,
além de todos os dados das dilui¢cdes do Atoleiro, lagoa Comprida e lagoa Cabitnas (N =
32).
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Figura 2: Taxas de foto-oxidacdo normalizadas pela radiagdo, nos diferentes tempos de
incubac¢ao ao sol no (A) Atoleiro, (B) lagoa Cabitnas e (C) lagoa Imboassica. As barras
representam as taxas médias de foto-oxidacdo pelo consumo de O, e os pontos as taxas
médias de foto-oxidagdo pela producdo de CID. As barras de erro indicam o desvio-
padrdo. Note as diferencas entre as escalas.
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Figura 4: Correlagdo entre as taxas de foto-oxidagdo pela producdo de CID e a
concentragdo de COD no (A) Atoleiro, (B) lagoa Comprida e (C) lagoa Cabiunas.
A linha cheia representa a regressdo com todos os valores e a linha tracejada em
vermelho representa regressdo somente com valores de COD menores que 6 mM.
A equacdo em vermelho ¢ correspondente a regressdo da linha tracejada em

vermelho.
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Figura 5: Correlagdes (A) entre as taxas de foto-oxidacdo pelo consumo de O, e a concentracao
de COD, (B) entre as taxas de foto-oxidacao pela produg¢do de CID e a concentragdo de COD,
(C) entre as taxas de foto-oxidagcdo pelo consumo de O, e a concentracio de COD sem
“outliers” e, (D) entre as taxas de foto-oxidacdo pela produgdo de CID e a concentracdo de
COD sem “outliers”. Os “outliers” estdo destacados em vermelho e correspondem ao Atoleiro e
lagoa Preta no grafico A e lagoa Preta no grafico B. (A) p = 0,0019; (B) p = 0,1569; (C) p <
0,0001; (D) p=0,0037.
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Figura 6: Taxas de foto-oxidacdo dos ecossistemas temperados, tropicais ¢ das lagoas
costeiras tropicais. Dados extraidos da literatura e do presente estudo. Os quadrados azuis
representam taxas de foto-oxida¢do por dia de ecossistemas da regido temperada, os
tridangulos vermelhos representam taxas didrias de foto-oxidacdo dos ecossistemas da
regido tropical e os circulos amarelos representam as taxas didrias de foto-oxidagdo das
lagoas costeiras tropicais. Os valores médios dos ambientes temperados diferem-se dos
outros dois grupos de dados (p < 0,01; Kruskal-Wallis e teste a posteiori de Dunn). Os
valores médios dos ambientes tropicais ndo diferem das lagoas costeiras tropicais
(Kruskal-Wallis e teste a posteiori de Dunn). As linhas representam os valores médios de
cada grupo de dados.
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CAPITULO: 2

Mudancas sazonais nas taxas de foto-oxidacao do carbono orgénico dissolvido em

uma lagoa himica tropical: o papel das chuvas como principal regulador.

1266
Seasonal changes of dissolved organic carbon
photo-oxidation rates in a tropical humic lagoon:
the role of rainfall as a major regulator
Albert Luiz Suhett, André Megali Amadso, Alex Enrich-Prast,
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Resumo

Nesse trabalho reportamos a variagdo sazonal nas taxas de foto-oxida¢do em
uma lagoa htimica tropical e suas relagdes com o regime anual de chuvas. As taxas de
foto-oxidagdo variaram entre 8,96 ¢ 415,06 umol C L' dia’!, sendo mais altas no
inicio e no meio da estacdo chuvosa, e apresentando declinio ao longo do ano. Apesar
da concentragdo de carbono organico dissolvido (COD), coloragdo da é4gua e
intensidade das radiacdes solares incidentes serem geralmente altas no periodo
chuvoso, as taxas de foto-oxidacdo nao foram significativamente relacionadas a
nenhum desses parametros. A foto-oxidacdo parece ser mais influenciada por
mudangas na reatividade do COD, a qual foi quase trés vezes mais alta no inicio da
estacdo chuvosa, momento que ocorre a entrada de COD aloctone recém lixiviado dos
ecossistemas terrestres circundantes. Nos meses consecutivos, além de ser
constantemente degradado pelas radiacdes solares, o COD também ¢ removido da
coluna d’agua por outros processos, como a degradagdo bacteriana e sedimentacao,
resultando no declinio da concentragao de COD e sua reatividade ao longo do ano, até
a proxima estacdo chuvosa. Dessa forma, a dindmica de entrada de COD na lagoa
Comprida causada pelo regime de chuvas, resulta em um padrdo anual de pulsos na
foto-reatividade e taxas de foto-oxidacdo nesse ecossistema. Acreditamos que esse
modelo de pulsos também funciona para outros ecossistemas submetidos a padrdes
similares de entrada de COD aloctone, sem que necessariamente o regime de chuvas

seja o fator regulador.
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Introducao

O carbono orgénico dissolvido (COD) é um grande estoque de carbono da
biosfera, com magnitude semelhante ao diéxido de carbono (CO,) na atmosfera
(FARRINGTON, 1992). Como o COD estd envolvido em diversos processos
biogeoquimicos, fazendo ligacdes entre compartimentos da hidrosfera e biosfera, ¢
um importante componente da ciclo do carbono global, e tem potencial de afetar as
mudangas globais no clima (GRANELI et al., 1998). Recentemente os processos de
mineralizagdo do COD tém recebido especial ateng¢do por causa dos efeitos do CO,
como gas estufa e suas implica¢des no aquecimento global (AMADO et al., 2003).

Além da degradacdo bacteriana, a foto-oxidacdo foi reconhecida por muitos
autores como sendo um importante processo de mineralizagdo de carbono, em
ecossistemas aquaticos tanto da regido temperada quanto da regido tropical
(LINDELL ef al., 1995; AMON & BENNER, 1996; AMADO et al., 2006). Através
desse processo, a incidéncia das radiagdes solares resultam na quebra do estoque de
COD em moléculas orgénicas de menor peso molecular e moléculas inorganicas como
o CO, (MORAN & ZEPP, 1997). Logo, a foto-oxidacdo do COD aumenta a sua
mineralizacdo pela oxidacdo direta das moléculas (de agora em diante escrita como
foto-oxidagdo) ou indireta pelo estimulo do consumo pelas bactérias, como resultado
da foto-producdo de substratos labeis ao metabolismo bacteriano (GELLER, 1986;
LINDELL et al., 1995; GRANELI et al., 1996). Esses processos sdo especialmente
relevantes em sistemas dominados por COD de origem aldoctone, sendo este
conseqiientemente mais disponivel para a foto-oxidacdo do que para a degradagdo
bacteriana (AMON & BENNER, 1996; TRANVIK & BERTILSSON, 2001;

AMADO et al., 2006).
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A foto-oxida¢do do COD em 4aguas naturais pode ser influenciada por varios
fatores como: (1) concentragdo do COD na agua (GRANELI et al., 1998), (2) a
quantidade de radiacao incidente (BERTILSSON & TRANVIK, 2000; FARJALLA et
al., 2001), (3) o historico de exposi¢do e/ou estado diagenético das moléculas
(AMADO et al., 2003; BIDDANDA & COTNER, 2003) e, (4) a origem e qualidade
do COD (FARJALLA et al.,, 2001; AMADO et al., 2006). Uma vez que os
ecossistemas aquaticos apresentam algum tipo de variagdo sazonal desses parametros,
¢ provavel que as taxas de foto-oxidagdo também variem sazonalmente, apesar de
poucas tentativas de demonstrar esses padrdes (LINDELL et al., 2000; AMADO et
al., 20006).

As substancias humicas representam mais de 50% do COD na maioria dos
ecossistemas aquaticos (THOMAS, 1997). Em alguns pequenos ecossistemas
aquaticos, incluindo lagoas costeiras tropicais, a fragdo humica do COD pode atingir
90% (SUHETT et al., 2004). Esses ecossistemas sdo reconhecidos por concentragdes
de COD superiores a 4 mM, com entradas anuais determinadas pelo regime de chuvas
(FARJALLA et al, 2002). Esses fatores sugerem que essas lagoas possam ter
elevadas taxas de foto-oxida¢do do COD e que essas taxas devem variar sazonalmente
em resposta ao regime de chuvas. Entretanto, desconhecemos a existéncia de qualquer
trabalho enfocando variacGes sazonais das taxas de foto-oxidagdo do COD em
ecossistemas huimicos/super-humicos tropicais.

O objetivo do presente trabalho ¢ de avaliar a variagdo sazonal das taxas de
foto-oxidagdo do COD em uma lagoa costeira tropical super-humica (lagoa
Comprida). Entdo, nesse trabalho nds avaliamos os efeitos sazonais do regime de
chuvas sobre as taxas de foto-oxidagdo do COD e sua foto-reatividade na lagoa

Comprida. Os principais resultados mostram que a foto-oxidacdo do COD esta
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intimamente relacionada ao inicio do periodo chuvoso quando ocorre a entrada de
COD aléctone, recentemente lixiviado dos ecossistemas terrestres circundantes.

Material e Métodos

Area de Estudos

Esse trabalho foi realizado na lagoa Comprida, uma lagoa costeira
htmica/super-humica localizada na planicie arenosa costeira, no Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba, norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil (22°17°S e
41°39°0). A lagoa Comprida tem uma area de 0,12 km’ e¢ uma elevada razio
perimetro-volume (em funcdo de seu formato dendritico), sendo consideravelmente
influenciada pela vegetacdo de restinga circundante. As concentracdes de COD na
lagoa Comprida podem atingir at¢ 5 mM (FARJALLA et al., 2002) dos quais mais de
90% podem ser de origem humica (SUHETT et al., 2004). A lagoa ¢ tipicamente rasa
(profundidade menor que 2 metros), mas por causa da coloracdo escura da agua, as
radiagdes solares sdo atenuadas nos primeiros 0,4 m de coluna d’4gua (GRANELI et
al., 1998). O clima na regiao é considerado quente e hiimido, com temperatura anual
média de 26,6°C e o periodo de chuvas se concentra entre outubro e margo
(HENRIQUES et al., 1988; FARJALLA et al., 2002).

Amostragem e montagem dos experimentos

As amostras foram coletadas em um ponto central da lagoa Comprida em sete
dias diferentes entre marco de 2003 e novembro de 2004 (margo, julho e novembro de
2003 e fevereiro, maio, julho e novembro de 2004) e a partir de agora serdo
mencionadas pelo més e ano da coleta (e.g. margo 2004). Todas as amostras foram
coletadas na sub-superficie da coluna d’agua (0,1 m aprox.) em garrafas de polietileno
previamente lavadas com HCI 10% e 4gua deionizada e rinsadas com agua da propria

lagoa. Em laboratorio as amostras foram pré-filtradas em filtros de fibra de vidro de
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porosidade de 0,7 pm (GF/F; Whatman Inc. Florham Oark, N.J.) para excluir
particulas maiores, aumentando a eficiéncia da filtracdo subseqiiente e, entdo, filtradas
em membrana de policarbonato de prosidade 0,2 um (BA 83, Schleicher & Schuell),
imediatamente antes dos experimentos de exposi¢cdo a radiacdo solar, para excluir as
bactérias. Esse procedimento foi adotado para minimizar a influéncia da atividade
bacteriana na mineralizagdo do COD durante os experimentos.

As amostras filtradas eram colocadas em 8 bolsas de cultura (Nas¢o Whirl Pak®,
Fort Atkinsos, Wis.), que eram seladas sem deixar atmosfera interna (similar ao
adotado por AMADO et al., 2006). Como as bolsas de cultura sio permeaveis a
radiagdo visivel (PAR) e a 35% das radiacdes ultra-violeta (UV), as taxas de foto-
oxidacdo do presente estudo estdo, provavelmente, sub-estimadas. Quatro das oito
bolsas eram envolvidas em papel aluminio e utilizadas como controle (escuro). Todas
as bolsas eram incubadas sob o sol por um periodo de seis horas, em torno do meio-
dia, em piscina plastica com agua corrente para manter a temperatura das amostras
durante as incubacgdes relativamente constantes (32 £+ 3°C), semelhante a metodologia
utilizada por GRANELI ef al. (1998). Durante as incubagdes foram medidas, a cada
hora, as intensidades das radia¢des nas regides PAR (400-700 nm), UV-A (320-400
nm) ¢ UV-B (280-320 nm) com um radidometro (IL 1400, International Light
Technologies Inc., Peabody, Mass.). Esses dados foram utilizados para o calculo, por
integragdo, da incidéncia total das radiagdes PAR, UV-A e UV-B sobre as amostras
durante as seis horas de incubagdo. A radiagdo total incidente nas amostras foi
também calculada pela soma dos valores integrados para PAR, UV-A e UV-B.

Os dados de pluviosidade foram obtidos pela estagdo meteorologica da Fazenda

Sao Lazaro (distante aproximadamente 3 km da lagoa Comprida). Foram calculados,
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para cada dia de coleta, os indices pluviométricos acumulados dos ultimos 30, 60 e 90
dias (CR30, CR60 e CR90, respectivamente).

Andlises quimicas

Aliquotas iniciais foram preservadas para a determinagdo das concentragdes de
COD e andlises de absorvancias. Essas aliquotas foram transferidas para frascos de
vidro (dmbar) de 20 mL (lavados com HCl 10% e rinsados com agua Milli-Q) e
refrigeradas (4°C) para evitar consumo biologico do COD. Apods as incubagdes foram
preservadas aliquotas para a analise das concentracdes de carbono inorganico
dissolvido (CID). Essas aliquotas foram transferidas para frascos de vidro (5,9 mL,
Exetainers; LabCo Ltd. High Wycombe, Buckinghamshire, England) com tampa de
teflon e septo de borracha, sem deixar atmosfera interna. Para evitar perdas de CO,
por difusdo, foi utilizada seringa acoplada com mangueira de silicone para preencher
os frascos lentamente e transbordando os mesmos com volume dez vezes maior que
sua capacidade (aprox. 60 mL). As amostras foram entdo, fixadas com HgCl, (0,01%,
concentragdo final nos frascos) para minimizar qualquer atividade biologica existente
e evitar qualquer possivel producdo de CO, até a analise. As analises de concentracdo
de COD e CID foram realizadas em no maximo 1 dia ap6s os experimentos com um
aparelho analisador de carbono (TOC 5000 Analyzer; Shimadzu Scientific
Instruments, Columbia, Md.) pelo método de combustdo em alta temperatura. Eram
feitas pelo menos 3 injegdes por amostra e eram aceitos coeficientes de variagao (CV)
menores que 2%.

Foi medida a absorvancia em trés comprimentos de onda distintos: 250, 365 ¢
430 nm. As leituras foram feitas com uma cubeta de quartzo (caminho 6ptico de 1
cm) e um espectrofotdmetro Beckman DU® 560, utilizando 4dgua destilada como

referéncia (branco). Os coeficientes de absor¢ao nesses comprimentos de onda foram
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expressos como o inverso do caminho éptico em metros (m™) conforme sugerido por
HU et al. (2002):
a, = (A x2,303)/L

onde 4, ¢ a absorvancia no comprimento de onda 4, e L é o caminho 6ptico da cubeta
(em metros). O coeficiente de absor¢do em 430 nm (ay3) foi utilizado como
estimativa da coloragdo da agua. Também foram determinados os coeficientes de
absorcdo em 250 (a»s0) e 365 nm (aszss5) € a razdo entre esses dois coeficientes (azsy:
ases) foi utilizada como estimativa de tamanho relativo das moléculas. O aumento na
razao indica o aumento da propor¢ao de moléculas de menor peso molecular e vice-
versa (STROME & MILLER, 1978). Também foram calculadas as absorvancias
especificas do COD nos comprimentos de onda de 250 e 430 nm (250:COD e
430:COD; respectivamente). Todos esses parametros podem ser relacionados com as
taxas de foto-oxidagdo do COD (GRANELI et al., 1998; BERTILSSON et al., 1999;
LINDELL et al., 2000).

As taxas de foto-oxidagdo foram estimadas pela diferenca dos valores médios
das concentracdes de CID nas amostras expostas € nas amostras controle apos as
incubacgdes ao sol. As taxas de foto-oxidagdo foram expressas em micromoles de CID
por litro, produzidos em 1 dia (uM C dia™"), assumindo que as 6 horas de incubagio
sio representativas para o dia inteiro. Também foi calculado um Indice de
Fotoreatividade do COD (expressado daqui em diante pela sigla DPI, do inglés “DOC
photoreactivity Index”) adimensional, normalizando as taxas de foto-oxidagdo pela
concentragdo de COD e pela radiacdo solar. Também foi considerada a eficiéncia de
cada banda de radiagdo (PAR, UV-A e UV-B), de acordo com GRANELI et al.
(1998); que registrou que PAR, UV-A e UV-B contribuem com 44%, 39% e 17% da

foto-oxidagdo, respectivamente. O DPI foi calculado através da seguinte formula:
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DPI = (P; + COD;j) x ((0,44 x (PARpax = PAR))) + (0,39 x (UV-A 1ax = UV-A))) +

(17% (UV-B max + UV-By)))
Onde P; ¢ a quantidade de COD foto-oxidado no tempo i, COD; ¢ a concentragao de
COD no tempo i, PARyax, UV-A nax € UV-B 1 representam a maior incidéncia das
radiagbes PAR, UV-A e UV-B, respectivamente nas amostras durante os
experimentos ao longo dos meses, ¢ PAR;, UV-A; e UV-B, representam as radiacdes
PAR, UV-A e UV-B, respectivamente, incidente nas amostras no tempo i. As
constantes 0,44; 0,39 e 0,17 sdo as contribuigdes proporcionais das radiacoes PAR,
UV-A e UV-B, respectivamente, para a foto-oxidacdo total, de acordo com
GRANELI et al. (1998).

Andlises Estatisticas

Para testar a significancia da producdo de CID apos as incubagdes, os dados de
CID foram transformados por In(x + 1), e a diferenca média entre as amostras
expostas e as controle foram testadas por teste T (ndo pareado) usando o programa
Prism® 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, Califérnia). E importante ressaltar
que as amostras expostas e controle ndo eram pareadas e, por isso, eram
independentes. Também foi estimado o erro padrao (EP) para a diferenga média
(MOTULSKY, 2003). Como os dados de CID foram originalmente transformados, o
EP foi re-transformado para a estimativa do EP real das taxas de foto-oxidagdo
(MOTULSKY, 2003).

Foram realizadas analises de correlacdes simples para buscar relacdes entre a
foto-oxidagdo e variaveis limnoldgicas e entre as proprias variaveis, utilizando o
programa Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma). Além das taxas de foto-
oxidacdo, foram incluidas nessas analises os parametros: COD, pH, coeficientes de

absorc¢ao e as razoes entre eles, a absor¢ao especifica do COD, as radiagdes PAR, UV-
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A e UV-B, pluviosidade acumulada, e DPI. Uma analise preliminar das correla¢des
possibilitou a exclusdo de parametros redundantes (e.g. PAR e UV-A) e as
correlagdes redundantes entre essas variaveis. Além de apresentarem fortes relagdes
estatisticas (e.g. r* > 0,90; p < 0,001), essas variaveis sdo consideradas redundantes
pois também apresentam relagdo logica. Nesses casos, somente uma das variaveis foi
mantida nas analises. Logicamente, relacdes irrelevantes (ndo logicas), como entre
PAR e CR30, também foram descartadas. Entdo, 31 correlagdes foram consideradas
potencialmente relevantes e usadas para as analises.

Adotamos nivel de significancia de a = 0,10 para todas as analises estatisticas,
similar ao realizado em outros estudos ecoldgicos com poucos dados (pontos) para
correlagdes (e.g. MCCABE & CYR, 2006). Apesar dos efeitos das variaveis
selecionadas poderem ser complexos e, interagirem entre si, ndo foi possivel aplicar
analises multivariadas, como utilizado em outros estudos da mesma natureza
(BERTILSSON & TRANVIK, 2000) em fungdo do baixo nimero de casos (N = 7
periodos amostrais).

Resultados

A pluviosidade seguiu o padrdo esperado para a regido (HENRIQUES et al.,
1988; FARJALLA et al., 2002), apresentando o periodo chuvoso entre os meses de
outubro e marco e o periodo mais seco entre os meses de abril e setembro (Fig. 1). A
incidéncia das radia¢des solares (PAR e UV-A) apresentardo padrdo semelhante,
apresentando os valores mais altos no periodo chuvoso, enquanto que UV-B variou
muito pouco ao longo do ano (Fig. 1).

A concentracdo de COD e a coloragdo da agua variaram sazonalmente e, em
geral, acopladas (Fig. 2a). O inicio da estacdo chuvosa em outubro de 2003 resultou

no aumento das concentragdes de COD, seguido de decréscimo ao longo da estacao
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chuvosa. Declinio similar foi observado entre margo 2003 (fim da estagdo chuvosa) e
julho 2003 (estag@o seca). Em novembro 2004 foi observado o desacoplamento das
concentragdes de COD e coloragao da agua, sendo registrado o aumento da coloragao
(59,06 m™) apesar do decréscimo das concentracdes de COD (1,96 mM; Fig. 2a).
Quando esse més foi excluido das regressoes, foi observada correlagdo significativa
entre os dois pardmetros em questdo (p = 0,069; r = 0,78, Tabela 1). Também foram
registradas correlagdes significativas entre COD e ayso (p = 0,038, r = 0,84; Tabela 1)
e azes (p = 0,042, r = 0,83; Tabela 1). Até julho de 2004, a menor concentracdo de
COD e coloragao da agua foram registradas em julho 2003 (1,28 mM e 17,96 m’,
respectivamente), e os maiores foram em fevereiro 2004 (4,86 mM e 51,81 m
respectivamente). De maneira geral, a concentragio de COD apresentou relagdo
positiva com CR60 (p = 0,030, r = 0,80; Tabela 1) e CR90 (p = 0,006, r = 0,90,
Tabela 1) e, a coloragdo foi relacionada negativamente com pH (p = 0,048, r = -0,79,
Tabela 1).

A foto-oxidagdo foi significante em todos os periodos, e.g. produgdo
significativa de CID nas amostras expostas as radiacdes solares em relacdo aos
controles (Tabela 2). As taxas de foto-oxidacdo foram associadas ao regime de
pluviosidade, sendo as maiores taxas registradas nos periodos de maior pluviosidade e
as menores no periodo seco (Fig. 2b). Mais especificamente, as taxas de foto-oxidagdo
aumentaram em outubro 2003, foram maximas em fevereiro 2004 e, posteriormente,
declinaram no periodo consecutivo, apresentando aumento novamente em novembro
2004 (Fig. 2b). A menor taxa de foto-oxidagao foi registrada em julho 2003 (8,96 uM
dia™) e a maior em novembro 2004 (415,06 uM dia™). E importante ressaltar que a
alta pluviosidade mensal acumulada em julho 2004 foi decorrente de chuvas fortes

entre os dias 18 ¢ 23 de julho. Como a amostragem naquele més foi realizada no dia 5,
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Prescipitacio Mensal (mm)

essa amostragem nao foi afetada pela alta pluviosidade, sendo registrada redugdo da
concentragdo de COD e coloragdo da agua (Fig. 2a). Quando todas as coletas foram
incluidas nas analises, as taxas de foto-oxidacdo foram correlacionadas somente com
DPI (p = 0,015, r = 0,85; Tabela 1). Quando a coleta de novembro 2004 ¢ excluida
das analises, as taxas de foto-oxidacdo também foram correlacionadas com CR60 (p =

0,050, r= 0,81, Tabela 1).
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Figura 1: Variacdo sazonal da pluviosidade mensal (em mm, barras cinza) na
regido da lagoa Comprida de dezembro/2002 até novembro/2004 e radiacdo solar
nas faixas PAR (o), UV-A (e) e UV-B (V) medidas durante os experimentos
(J'cm'2). Notar a quebra de escala no eixo da radiacdo. Os periodos secos ¢
chuvosos estdo separados por linhas verticais tracejadas. A precipitagdo de
novembro/2004 ndo foi mostrada, uma vez que o experimento foi realizado dia 01

de novembro.
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Figura 2: Mudangas sazonais (a) na concentracdo de COD (mM C) e coloragdo da
agua e (b) nas taxas de foto-oxidagdo (uM Ced™") e DPI na lagoa Comprida de
mar¢o/2003 a novembro/2004. As barras de erro representam o erro padrao (EP) da

concentracao de COD (a) e EP estimado para as taxas de foto-oxidagao (b).
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O DPI variou entre 0,010 e 0,06 em quase todo o periodo de coletas (Fig. 2b).
Entretanto, em outubro 2003 e novembro 2004 os valores de DPI foram extremamente
maiores (0,117 ¢ 0,315, respectivamente). Mesmo com o aumento da concentracdo de
COD ¢ a incidéncia das radia¢des solares de outubro 2003 até fevereiro 2004, as taxas
de foto-oxidagdo ndo aumentaram proporcionalmente a esses parametros, conforme
mostra o declinio do DPI nesse ultimo més (Fig. 2). O menor DPI foi registrado em
julho 2003 (0,011, Fig. 2b). DPI foi correlacionado positivamente com 250:COD (p =
0,070, r = 0,72; Tabela 1) e 430:COD (p = 0,060, r = 0,74; Tabela 1). Além disso,
quando excluido o ponto novembro 2004, encontramos correlacdo significativa entre
DPI e CR30 mostrando que a reatividade do COD ¢, de alguma forma, influenciada
pela pluviosidade nos meses anteriores.

Tabela 1: Correlagdes significativas (P < 0,10) entre foto-oxidagcdo e outras variaveis
ambientais com todos os dados (n = 7) e excluido novembro/2004 (n = 6). Para as

correlagdes sem novembro/2004, foram apresentadas apenas correlacdes significativas

adicionais (que ndo haviam sido significativas com todos os dados).

Todos os dados Excluido novembro/2004
Correlacoes r P Correlacoes r P
DPI x foto-oxidacdo 0,85 0,015 COD vs. axso 0,84 0,038
DPI vs. 250:COD 0,72 0,070 COD vs. azes 0,83 0,042
DPI vs. 430:COD 0,74 0,060 COD vs. a3 0,78 0,069
CRgo vs. COD 0,80 0,030 CR3 vs. DPI 0,86 0,028

CRg vs. COD 0,90 0,006 CReo vs. foto-oxidagao 0,81 0,050

agzo VS. pH -0,79 0,048
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E importante mencionar que apesar das relagdes entre as taxas de foto-oxidagdo
e as variaveis ambientais e, entre essas variaveis, ndo sdo necessariamente lineares.
Entretanto, os dados logaritmizados ndo melhoraram os coeficientes das correlagoes ¢
as probabilidades de maneira consistente. Sendo assim, decidimos manter as
regressoes lineares simples.
Tabela 2: Probabilidades (P), valores de ¢ e diferenca média (+ SEM) para

comparagdes das concentracdes médias de CID entre as amostras expostas e

controle apds 6 horas de incubacao.

Data t P Diferenca de CID (uM C)
Mar¢o/2003 9,260 <0,0001 22,75 + 2,46
Julho/2003 5,325 0,0065 8,96 + 3,12

Outubro/2003 5,575 0,0007 191,46 + 34,34
Fevereiro/2004 7,132 0,0002 262,83 + 38,35
Maio/2004 0,624 0,0003 107,42 + 2,14
Julho/2004 6,388 0,0031 66,00+ 3,10
Novembro/2004 5,494 0,0059 415,06 + 2,13
Discussio

Fatores climaticos sdo conhecidos por influenciar processos ecoldgicos, tanto
diretamente, quanto indiretamente. Em lagos das regides temperadas e articas as
baixas temperaturas inibem o crescimento e a atividade dos organismos, com grandes
conseqiiéncias ao funcionamento dos ecossistemas (GAEDKE, 1992; KIRSCHNER
& VELIMIROV, 1997; LAYBOURN-PARRY et al., 2004). Nesses ecossistemas a
temperatura pode ainda influenciar processos ecologicos pela entrada de COD/MOD

aloctone pelo degelo ou pelas chuvas do comego da primavera até meados do verdo
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(LINDELL et al., 2000; PACE & COLE, 2002; HONGVE et al., 2004). Além desses,
outros fatores ndo relacionados ao clima podem ser consideradas importantes fontes
de COD/MOD para os ecossistemas, e.g. lixiviagdo de macrofitas aquaticas e
ressuspensao de agua intersticial do sedimento (REITNER et al., 1997, COTNER,
2000). Em ecossistemas aquaticos tropicais a sazonalidade pluviométrica e de pulsos
de inundagdo sdo os principais fatores reguladores da entrada de COD. Por exemplo,
estudos em lagos tropicais de inundagdo registraram consideravel aporte de COD e
nutrientes para esses ambientes devido a maior conectividade com os rios em periodos
de enchente e cheia, com efeitos para a degradacdo bacteriana e foto-degradagdo
(CASTILLO, 2000; AMADO et al., 2006; FARJALLA et al., 2006).

A dindmica sazonal do COD na lagoa Comprida, presente estudo, esta
relacionada a sazonalidade das chuvas, mais especificamente a pluviosidade
acumulada nos ultimos 1 ou 2 meses. Padrdo similar de variacdo de COD foi
encontrado em 4 lagoas costeiras na mesma regido (incluindo a lagoa Comprida)
alguns anos antes (FARJALLA et al., 2002). Junto com o acoplamento entre COD e
coloracdo da agua (positivo) e entre coloracdo da agua e pH (negativo), esses
resultados sugerem que a entrada de COD na lagoa Comprida ¢ dominada pela
presenca de substancias hiimicas e € regulada pela distribui¢do sazonal das chuvas.

Poucos estudos avaliaram e registraram variacdo sazonal nas taxas de foto-
oxidagdo do COD. LINDELL et al. (2000) mostraram que as taxas de foto-oxidagao
em 2 lagos temperados sdo maiores no comeco da primavera, imediatamente apos o
degelo, em decorréncia da entrada de COD aldctone recém formado e a exposicao de
COD anteriormente sombreado pelo gelo. Esse COD mais foto-reativo ¢ originario da
regido hipolimnética dos lagos, que durante o ano encontram-se estratificados, onde

ficam protegidos da acdo das radiacdes solares. No inverno, a estratificacdo ¢
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quebrada e o COD hipolimnético atinge as camadas mais superficiais da coluna
d’agua onde passam a sofrer foto-oxidacdo apds o degelo. A continua exposi¢do do
COD as radiagdes o torna menos reativo a foto-oxidacdo ao longo do verdo e do
outono (LINDELL et al.,, 2000). Em estudo desenvolvido em 2 ecossistemas
amazonicos de aguas claras, AMADO et al. (2006) observaram as maiores taxas de
foto-oxidagcdo (uma ordem de magnitude maior) em periodos de enchente e aguas
altas, quando os mesmos inundam a floresta resultando na entrada de grandes
quantidades de COD al6ctone. PAUL er al(2004) apresentaram evidéncias de
variacdo sazonal na foto-reatividade do COD em 5 ecossistemas aquaticos
escandinavos, pela reducdo das taxas de foto-producdo de oxigénio singleto, uma das
mais importantes espécies reativas de oxigénio que atuam na foto-oxidagéo, do verdo
a primavera.

No presente estudo, observamos variagdes sazonais, de até 2 ordens de
magnitude, das taxas de foto-oxidacdo na lagoa Comprida. Basicamente, as taxas de
foto-oxidagdo foram méximas entre o inicio € meio do periodo chuvoso e declinaram
ao longo do ano no periodo seco. Nao foram registradas correlagdes entre as taxas de
foto-oxidagdo e a concentracdo de COD, coloracdo da agua ou incidéncia das
radiagbes solares, comumente registradas na literatura em estudos temporalmente
pontuais (GRANELI et al., 1998; BERTILSSON ef al., 1999; AMADO et al., 2003).
No presente estudo, nao apenas as taxas de foto-oxidagdo, mas também a foto-
reatividade do COD (DPI) variaram sazonalmente, sendo positivamente associadas ao
regime de chuvas sazonal. Uma vez que o DPI ¢ calculado a partir das taxas de foto-
oxidacdo, parece 6bvio que ambos apresentem comportamento sazonal semelhante.
Entretanto, isso ndo necessariamente ocorre, ja que os valores sdo normalizados pela

disponibilidade de substrato (concentragao de COD) e pela intensidade das radiagdes
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solares incidentes nas amostras em cada experimento. As correlagdes positivas entre
DPI e a absorvancia especifica do COD em 250 e 430 nm sugerem que o DPI reflete a
capacidade do COD em interagir com as radiagoes solares. Dessa forma, a foto-
reatividade do COD deve ser maior quando o recém formado COD humico entra na
lagoa no inicio do periodo chuvoso. Esse fato ficou ilustrado em fevereiro 2004,
quando ndo foi registrado o aumento da coloracdo da agua em relagdo a outubro 2003,
mesmo com o aumento na concentragdo de COD. Apesar das maiores taxas de foto-
oxidagdo em fevereiro 2004, essas ndo foram tdo altas quanto o esperado em fungao
do aumento das radiacdes solares resultantes de baixa foto-reatividade do COD (baixa
absorcdo especifica do COD).

E interessante destacar que ao contrario de outubro 2003, novembro 2004
apresentou baixa concentragdo de COD, apesar de coloragdo escura da agua (alto
valor de coloragdo da agua). A mais alta taxa de foto-oxidacdo desse estudo foi
registrada no mesmo més, que resultou em DPI semelhantemente elevada. Em fungao
da singularidade desse més, algumas correlagdes foram significativas apenas quando
este era excluido das analises. Entretanto, os padrdes registrados ndo se alteram. Nao
acreditamos que a elevada taxa de foto-oxidagdo registrada em novembro 2004 seja
decorrente de qualquer erro metodolégico, uma vez que ja registramos taxas de foto-
oxidacdo t3o ou mais elevadas que essa em outros ecossistemas da regido. Entretanto,
ndo descartamos a possibilidade de alguma imprecisdo (sub-estimativa) das
concentragcdes de COD nesse més, ja que registramos aumento na coloracdo da agua e
nas taxas e foto-oxidagao.

As taxas de foto-oxidacdo registradas no presente estudo sdo extremamente
altas, mesmo quando comparadas com dados de estudos realizados em ecossistemas

tropicais, incluindo super-humicos costeiros (e.g. GRANELI et al., 1996; REITNER
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et al., 1997; GRANELI et al., 1998). Nos tropicos, a incidéncia das radiacdes solares
sdo elevadas e pouco variaveis, quando comparadas com as regides temperadas. Em
fun¢do dessa alta disponibilidade de radiagdo solar ao longo do ano, qualquer evento
que determine a entrada de COD recente e altamente foto-reativo em ecossistemas
aquaticos tropicais dever resultar em altas taxas de foto-oxidacdo. Esse ¢ o padrdo
observado na lagoa Comprida, em funcdo da sua dindmica pluviométrica sazonal.
Dessa forma, a dindmica sazonal de chuvas deve agir sinergicamente com as altas
intensidades de radiagdes solares, resultando em taxas de foto-oxidagao atipicas e
extremamente altas no periodo chuvoso. Esse fato deve ser de extrema relevancia para
o ciclo do carbono na lagoa Comprida e em outros ecossistemas aquaticos humicos,
fazendo com que a foto-oxidagdo seja uma das principais vias de
mineralizagdo/remogdo de COD desses ambientes, principalmente em momentos
pontuais ou sazonais de entrada de COD foto-reativo. Esse padrao ocorre também em
outros ecossistemas aquaticos tropicais, como lagos e rios amazdnicos (e.g. AMADO
et al., 2006). E importante destacar, conforme discutido no capitulo 1 dessa tese, que
apesar das radiagdes solares serem rapidamente atenuadas em aguas escuras, a lagoa
Comprida, assim como outros ecossistemas humicos tropicais, sdo rasos e tém a
coluna d’agua constantemente homogénea pela forte acdo dos ventos costeiros. Essa
mistura deve homogeneizar também, os efeitos da foto-oxidagdo por toda coluna
d’agua, mesmo que muitas vezes as radia¢des ndo atinjam o fundo do ecossistema.
Por fim, propomos um modelo conceitual geral para as dinadmicas da foto-
oxidagao e foto-reatividade na lagoa Comprida (Fig. 3). O regime anual de chuvas ¢ o
principal fator controlador da dindmica da foto-reatividade do COD, gerando um
padrio de pulsos com periodicidade de um ano hidrologico. Os maximos de foto-

reatividade ocorrem no inicio do periodo chuvoso, como resultado da entrada COD
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aloctone recente. As taxas de foto-oxida¢do devem apresentar valores maximos pouco
depois da foto-reatividade em fun¢do do aumento da concentragdo de COD e/ou
incidéncia das radiagdes solares. A coincidéncia entre a alta incidéncia das radiagdes
solares e da entrada de COD foto-reativo no periodo chuvoso agem sinergicamente
produzindo elevadas taxas de foto-oxidacao nesse periodo. Os declinios consecutivos
das taxas de foto-oxidagdo e foto-reatividade sdo atribuidos a foto-oxidagao sofrida ao
longo do tempo, reduzindo a foto-reatividade continuamente, bem como a fendmenos
como a precipitacdo de COD e a degradagdo bacteriana de COD foto-reativo.
Acreditamos que esse modelo seja aplicivel a outros ecossistemas aquaticos,
incluindo os ecossistemas tropicais humicos, sujeitos a entradas sazonais de COD
foto-reativo, mesmo que o regime de chuvas n3o seja necessariamente o fator
determinante.
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Figura 3: Modelo conceitual da variacao sazonal das taxas de foto-oxidagdo e da foto-
reatividade do COD na lagoa Comprida. O regime pluviométrico anual ¢ o principal
fator regulador resultando numa dinamica de pulsos com periodicidade de um ano
hidrologico. Os maximos de foto-reatividade (indicados pela linha continua) ocorrem
no inicio do periodo chuvoso resultante da entrada de COD aldctone recente (indicado
pelas setas cinza - largas). Os maximos de foto-oxida¢do também ocorrem na estacdo
chuvosa, mas ndo necessariamente coincidem com a foto-reatividade, uma vez que as
altas concentracdes de COD e incidéncia de radiagdo solar podem resultar em altas
taxas de foto-oxidag¢do no meio da estacdo chuvosa, mesmo que a reatividade do COD
comece sua decadéncia. O declinio da foto-oxidacdo e foto-reatividade pode ser
atribuido principalmente ao consumo foto-quimico do COD (setas finas em linha

cheia), mas também por fatores como degradagdo bacteriana e sedimentacdo do COD

(setas finas tracejadas).
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Resumo

As interagdes entre a foto-degradagdo e degradagdo bacteriana podem ter importantes
efeitos na decomposi¢do da matéria organica dissolvida (MOD) em ecossistemas aquaticos.
A foto-degradagdo pode estimular ou inibir a degradacdo microbiana da MOD enquanto
que, freqlientemente, processos bioldgicos estimulam a foto-degradagdo. O objetivo desse
trabalho foi avaliar se esses dois processos de degradacdo competem pelos mesmos
substratos organicos ou utilizam componentes complementares em 2 ecossistemas tropicais
com fontes de MOD contrastantes (um dominado por MOD humica, MOD terrestre; € o
outro dominado por MOD autoctone resultante de producao primaria fitoplanctonica). Nos
realizamos exposi¢oes seqiienciais da MOD de ambos os ecossistemas a foto-degradacao
ou degradagdo bacteriana e, posteriores medidas das taxas de crescimento e respiragao
bacteriana e consumo foto-quimico de oxigénio, além de alteragdes nas propriedades
opticas da MOD. Na lagoa humica, a foto-degradacao estimulou a degradagdo bacteriana da
MOD em até 500%, além de a degradacdo bacteriana resultar em algum estimulo a foto-
degradacdo (aumento de 13%). Na lagoa eutrofica, nos registramos que a foto-degradacao
inibiu a degradacdo bacteriana em 17%, sugerindo a ocorréncia de competicdo pela
degradacao de substratos biodisponiveis, enquanto que a degradagdo bacteriana nao
apresentou efeito significativo sobre a foto-degradagdo. O balanco da interagdo da foto-
degradacao e degradagdo bacteriana resultou na redugdo de cerca de 2% da degradacao da
MOD na lagoa eutréfica. Logo, concluimos que ocorreu um comportamento de degradagao
complementar da MOD entre os dois processos de degradacao na lagoa humica, enquanto

que foi observado comportamento de competicao pela MOD na lagoa eutréfica.
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Introduciao

Os ecossistemas aquaticos de aguas doces sdo reconhecidos como importante fontes
de dioxido de carbono (CO,) para a atmosfera, pela decomposi¢do de matéria organica de
origem terrestre (COLE et al., 1994). A respirag¢do bacteriana e a foto-degradagdo sdo os
dois principais processos de mineralizagdo da matéria organica dissolvida (MOD) na
coluna d’4agua e podem representar at¢ 70% da mineralizagdo pelagica total em lagos
profundos da regido temperada do globo terrestre (JONSSON et al., 2001). J& foi mostrado
na literatura que os processos de transformacdo foto-quimica da MOD podem afetar a
degradacao bacteriana, resultando tanto no estimulo, quanto na inibicdo do metabolismo,
através de alteragdes na biodisponibilidade da MOD (i.e. TRANVIK & BERTILSSON,
2001). Por outro lado, o metabolismo bacteriano pode afetar as propriedades Opticas
(absor¢ao de radiagdes luminosas) da MOD, pela liberagdo de moléculas organicas
coloridas (CMOD), resultando no aumento da foto-degradagdao (KRAMER & HERNDL,
2004; NIETO-CID et al., 2006). Entao, os processos de foto-degradacdo e degradagao
bacteriana da MOD podem interagir e influenciar importantes processos como a
mineralizacdo de carbono ou o fluxo de energia e matéria pela cadeia trofica aquatica (alga
microbiana; do inglés “microbial loop”). Por exemplo, a degradagdo foto-quimica pode
aumentar em 100% a respiracdo bacteriana, além das biomassas de bactéria, flagelados e
metazooplancton em até 40, 55 e 500%, respectivamente (AMADO et al., 2006; DANIEL
et al.,2000).

Tanto a reatividade quanto o destino da MOD estdo relacionados com a sua
composi¢do, fontes e caracteristicas quimicas (ver MORAN & COVERT, 2003). Um
estudo anterior sugeriu que os processos de degradacdo bacteriana e foto-degradagao

poderiam competir pela decomposi¢ao da MOD na coluna d’agua, uma vez que uma fracao
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da mesma poderia ser reativa aos dois processos (fotodisponivel e biodisponivel),
simultaneamente (OBERNOSTERER & BENNER, 2004). Entretanto, em fun¢do de
diferentes caracteristicas quimicas, algumas moléculas da MOD (e.g. MOD de origem
algal) sd3o mais biodisponiveis e menos fotodisponiveis, enquanto que outras moléculas da
MOD (e.g. moléculas aromaticas, substdncias hiimicas) apresentam padrdo inverso de
disponibilidade (MORAN & COVERT, 2003; AMADO et al., 2006). Adicionalmente, as
bactérias planctonicas t€ém demonstrado consumir, preferencialmente, MOD nao-colorida e
nao-fluorescente (SAADI et al, 2006). Logo, como o estoque de MOD entre os
ecossistemas aquaticos ¢ bastante heterogéneo e compreende uma grande variedade de
diferentes compostos organicos, os quais variam espacialmente e sazonalmente em termos
de fonte, concentragdao, composi¢ao e propriedades opticas e quimicas (BENNER, 2002), o
grau de sobreposicdo entre os processos de degradagdo foto-quimica e bacteriana da MOD
devem ser estudados de maneira mais aprofundada. Especificamente, precisamos entender
melhor se esses dois processos competem ou se apresentam acao complementar em relagao
aos substratos que ambos 0s processos reagem.

Ecossistemas aquaticos tropicais promovem grandes fluxos de carbono entre os
ecossistemas terrestres e a atmosfera (até 1 giga-tonelada C ha™' ano™, na bacia Amazénica)
e, tanto a degradagdo bacteriana, quanto a foto-degradacdo podem apresentar similar
magnitude (RICHEY et al., 2002; AMADO et al., 2006). A foto-degradagdo pode alcangar
a magnitude de 400 pM C d' em ambientes tropicais humicos (Cap. 2; SUHETT e al.,
2007), o que pode ser até uma ordem de magnitude maior que em sistemas da regidao
temperada (e.g. VAHATALO et al., 2003). Temos conhecimento de apenas 2 trabalhos que
investigaram os efeitos da foto-degradacdo no metabolismo bacteriano em ecossistemas

tropicais (AMON & BENNER, 1996; AMADO et al., 2006). Entretanto, nenhum destes
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reportou os efeitos da degradacdo bacteriana da MOD sobre a foto-degradagdo naquela
regido.

O objetivo do presente estudo foi de avaliar as relagdes entre a foto-degradagdo e a
degradagado bacteriana da MOD em 2 ecossistemas aquaticos tropicais de dguas doces. Nos
realizamos experimentos de exposi¢do seqiiencial da MOD as radiagdes solares (foto-
degradacao) e as bactérias (degradacao bacteriana) em 2 lagoas costeiras tropicais com
caracteristicas Opticas muito distintas: uma lagoa distrofica, extremamente humica e uma
lagoa eutrofica com elevada concentragdo de clorofila-a. Nossos resultados sugeriram que a
foto-degradacdo e a degradacdao bacteriana apresentam efeitos de complementaridade na
decomposi¢cdo da MOD predominantemente himica. Em contrapartida, a interagdo entre os
dois processos apresentou resultado negativo (competicao) na decomposicao da MOD em
ambientes eutroficos.

Material e Métodos

Area de Estudos

Esse trabalho foi realizado em 2 lagoas costeiras tropicais (lagoa Imboassica e lagoa
Comprida) localizadas na regido norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. A lagoa
Imboassica ¢ localizada em area urbana e recebe efluentes de esgotos nao-tratados. Essa
lagoa apresenta elevadas concentragdes de nitrogénio (N), fosforo (P) e clorofila-a (Tabela
1). O fitoplancton ¢ considerado como a principal fonte de MOD para este ecossistema. A
lagoa Comprida € considerada um sistema distréfico com aguas escuras e altamente humico
e esta localizado dentro de uma unidade de conservagao (Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba). A principal fonte de MOD para esse ambiente ¢ a vegetacdo circundante
(vegetagdo de restinga) e as substancias hlimicas representam mais de 90% da concentracdo

de carbono organico dissolvido (COD). Esse ecossistema apresenta baixas concentracdes
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de clorofila-a, N e P, além de altas concentragdes de COD e coloragdao da agua (a3
[coeficiente de absor¢do em 430nm]; Tabela 1) em func¢do de grande contribui¢do de

compostos hiimicos aldctones.

Tabela 1: Carbono organico dissolvido (COD), nitrogénio dissolvido (N), fésforo
dissolvido (P), concentracao de clorofila-a e caracteristicas opticas (as30 € @as0: d3¢5) nas
duas lagoas do estudo. Dados fornecidos pelo projeto “Pesquisas Ecologicas de Longa

Durag¢do (PELD), sitio 5. Média de dados mensais dos 12 meses anteriores ao

experimento.
Lagoa Comprida Lagoa Imboassica
COD (mM) 3,90 1,04
N (uM) 47,44 63,43
P (uM) 0,19 0,80
Clorofila-a (pg/L) 1,08 28,22
aso (m') 32,70 3,22
a250:d365 4,38 7,55

Coleta das amostras, preparag¢do e montagem dos experimentos

As amostras de agua foram coletadas em um ponto central de cada lagoa, em
novembro de 2003 (primavera), em galdes de 20 L previamente lavados com HCI 10% e
dgua deionizada e rinsados com agua do proprio ambiente. Em laboratorio, parte das
amostras foi filtrada em filtros de fibra de vidro com porosidade de 0,7 pm (GF75 —
Advantec MFS) e seqiiencialmente filtrado por membrana com porosidade 0,2 pm “Supor
filter” (SuporCap 100, Pall Corporation), para remover microorganismos, incluindo
bactérias. Essas amostras filtradas foram acondicionadas em garrafas de borosilicato,

previamente lavadas com HCI 10%, agua Milli-Q e autoclavadas. Essas garrafas com as
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amostras foram entdo, mantidas em refrigerador (4°C) até o inicio dos experimentos
(méaximo de 24 horas).

Foram realizados 4 tratamentos diferentes com as amostras de cada lagoa:

(1) MOD exposta a foto-degradagdo (tratamento L);

(2) MOD exposta a degradacao bacteriana (tratamento B);

(3) MOD exposta a degradagdo bacteriana apds a exposi¢ao a foto-degradacao

(tratamento LB);
(4) MOD exposta a foto-degradacdo apos a exposicdo a degradagdo bacteriana
(tratamento BL).

Os tratamentos L e B representaram controles para os tratamentos BL e LB,
respectivamente. Todos os tubos e frascos utilizados nos experimentos foram lavados com
HCI 10% e agua Milli-Q e autoclavados.

Para a montagem do tratamento L, parte das amostras filtradas em 0,2 pm foram
colocadas em 10 tubos de quartzo de 120 mL (didmetro = 0,03m; comprimento = 0,18m),
sendo que 5 foram envolvidos em papel aluminio (controle a exposi¢do solar) e também em
8 tubos de quartzo de 40 mL (didmetro = 0,02m; comprimento= 0,12m), sendo 4
envolvidos em papel aluminio. Todos os tubos foram selados, com tampas de vidro, sem
atmosfera interna e expostos ao sol por 12 horas, sendo 6 horas por dia (total de 2 dias
seqlienciais), em piscinas plasticas com agua sendo constantemente trocada para manter a
temperatura constante (26 + 1°C). A radiagao total incidente nas amostras (PAR + UV-A +
UV-B) era medida a cada hora com um radidometro (IL1400, International Light) equipado
com 3 sensores para medir as radiagdes entre 280 e 800 nm. Antes e ap0Os as incubagdes ao
sol era determinada em cada um dos 10 tubos de quartzo de 120 mL, a concentragcdo de

oxigénio dissolvido (O;), a fluorescéncia da MOD (excitagdo [ex.]: 360 nm; emissdo [em.]:
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460 nm) e o espectro de absor¢do (250 — 450 nm) para caracterizar as alteragdes foto-
quimicas da MOD. Maiores detalhes dessas analises estdo descritos na sessdo
“procedimentos analiticos e calculos” mais adiante. A dgua restante nos tubos de 120 mL
(cerca de 117 mL) foram utilizadas para a montagem de culturas de crescimento para medir
a abundancia bacteriana no tratamento LB (descrito abaixo). Os tubos de quartzo de 40 mL
foram utilizados para a montagem de culturas de crescimento bacteriano para medir a
respiracdo bacteriana no tratamento LB (descrito abaixo).

Para a montagem do tratamento B, 16 frascos de BOD (150 mL) foram preenchidos
com amostras filtradas em 0,2 um e in6culo de bactérias na propor¢ao 9:1. Os indculos
foram preparados por filtracdo de dgua total em filtros de fibra de vidro de porosidade de
0,7 pm (GF75, Advantec MFS), previamente incinerados (550°C, 4h), para remocdo de
bacterivoros. Para evitar limitacdo no crescimento bacteriano (FARJALLA et al., 2002) nas
culturas, foram adicionados nos frascos, SO0uM (conc. final) de nitrogénio (N) sob a forma
de NH4NO3 e 5 uM (conc. final) de fésforo (P) na forma de KH,PO4. Todos os frascos
(culturas) foram selados, com tampas de vidro, sem atmosfera interna e entdo, incubados no
escuro por 120 horas, com temperatura constante (25°C). Para determinar as fases de
crescimento exponencial e estaciondria das culturas, nés acompanhamos a densidade
bacteriana ao longo das incubacdes. Para tal, foram retiradas aliquotas de 4 frascos para
determinagdo da densidade bacteriana apos 0, 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas de incubacao, que
foram preservadas com formol tamponado (conc. final 3,7%). Para avaliar as alteragdes na
MOD pelas bactérias, medimos também a fluorescéncia da MOD (excitagao[ex.]: 360 nm;
emissao [em.]: 460 nm) e o espectro de absor¢ao (200 — 450 nm), no inicio e logo apds o
término das incubagdes. Outros 4 frascos foram usados para estimar a respiragcdo bacteriana

ao longo da incubagdo, monitorando a concentracao de O, (método ndo-destrutivo) em cada
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frasco em 0, 48 e 120 horas de incubagdo. O pouco volume perdido apds a medigdo nos
frascos em 48 horas era reposto com amostra filtrada em 0,2pm. A diluicdo das amostras
foi desconsiderada, uma vez que representa menos que 1% do volume total do frasco. Antes
de selar os frascos, foram medidas as concentracdes iniciais de O, para a medida de
respiracdo no intervalo 48-120 horas. Os 8 frascos restantes foram utilizados para a
montagem do tratamento BL (descrito adiante), subseqiiente ao tratamento B.

O tratamento LB foi montado pela adi¢do de indculo de bactérias e N e P (proporgdes
e concentragdes semelhantes ao tratamento B) aos tubos de quartzo (expostos e controle)
logo apds a exposicdo ao sol (em seqiiéncia ao tratamento L). Sendo assim, nesse
tratamento, foram montadas culturas de crescimento bacteriano nos tubos de quartzo, em
vez dos frascos de BOD. Foram realizados nesse tratamento, os mesmos procedimentos e
medidas realizadas no tratamento B. Os tubos de quartzo de 120 mL foram utilizados para a
determinagdo do crescimento bacteriano (densidade bacteriana ao longo do tempo) e os
tubos de quartzo de 40 mL foram utilizados para medir a respiragdo bacteriana.

O tratamento BL foi montado filtrando (0,2 pm, SuporCap 100; Pall Corporation) a
agua previamente exposta a degradagdo bacteriana (proveniente do tratamento B), para
excluir as bactérias, e acondicionadas em 8 tubos de quartzo (sendo 4 envolvidos em papel
aluminio — controle). Todos os tubos de quartzo foram entdo, expostos ao sol e foram feitas
medidas similares ao tratamento L (descrito acima). Antes e apds a incubagdo, no
tratamento BL, foram fixadas aliquotas (formol tampondo, conc. final 3,7%) para a
determina¢do da densidade bacteriana, como controle da filtragdo. Nao foi verificado o
crescimento de bactérias durante essa incubacao (dados nao mostrados).

Procedimentos analiticos e calculos
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As alteracdes Opticas da MOD foram caracterizadas de duas maneiras: (1) medindo a
intensidade da fluorescéncia da MOD como indicador de substancias humicas (COBLE et
al., 1993) com um fluorometro Cary Eclipse (Varian) com comprimento de onda de
excitagdo em 360 nm e comprimento de onda de emissdo em 460 nm; (2) medindo o
espectro de absorcdo entre 250 e 450 nm (a cada 5 nm) com espectrofotometro (Beckman
DU 80), antes a apds cada incubagdo. Ambas as andlises foram realizadas utilizando uma
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm e agua Milli-Q como referéncia (branco).
Baseado no espectro de absor¢ao, foi calculado o coeficiente angular espectral (S) entre 300
e 450 nm, através de regressdo ndo-linear de acordo com a seguinte equagdo (STEDMON
et al., 2000):

a, = a;d""” (1)
onde a; ¢ o coeficiente de absor¢cao em determinado comprimento de onda, 4, € a;) € o
coeficiente de absor¢do em um comprimento de onda de referéncia, escolhido como 400
nm de acordo com Stedmon et al. (2000). S ¢ a razdo pela qual a absorvancia diminui com o
comprimento de onda. O coeficiente de absorcao foi calculado como (de acordo com HU et
al., 2002):
a, = (A4; x2,303)/L (2)
onde A; ¢ a absorvancia em determinado comprimento de onda, 4, € L ¢ o caminho 6ptico
da cubeta (em metros). Nos utilizamos o coeficiente de absor¢ao em 430 nm (as39) como
estimativa de coloragdo da agua. A razdo entre os coeficientes de absor¢ao a 250 e 365 nm
(azso-aszss) fol usada como estimativa do tamanho molecular relativo. Um aumento da razao
indica o aumento na propor¢do moléculas de menor peso molecular e vice-versa (ver
GRANELI ef al., 1998). Também foi calculada a quantidade de radiagdo solar que foi

absorvida pela CMOD (Q) nos tubos de quartzo (de acordo com HU et al, 2002). A

88



radiagdo total incidente sobre as amostras foi estimada pela integracdo dos valores de
radiacdo, medidos pelo radidmetro, ao longo da incubacdo. O total de energia incidente nas
amostras (E(0)) entre 280 ¢ 700 nm (em intervalos de 5 nm) foi calculado com base na
contribuicdo da energia solar para cada intervalo (certificado de calibracdo do aparelho IL-
1400). O total de energia absorvido pela MOD em cada comprimento de onda (Qa) foi
calculado pela seguinte formula:
Qa = E(0) x (a®"/a,) x 0 x [1 —exp(a, x L)] * t 3)

onde ¢*" é a media geométrica dos coeficientes de absor¢do da luz pela MOD (em
comprimento de onda fixo, a) antes e apds a exposi¢ao ao sol, a, € a absorcao total da luz
pela MOD, ¢ ¢ a sessao transversal da area iluminada do tubo de quartzo, L € o caminho
optico do tubo de quartzo e, ¢ ¢ o tempo de exposicdo ao sol (em segundos). O Q foi entdo
calculado pela integragdao de Qa em todos os comprimentos de onda.

A densidade bacteriana foi medida utilizando um citometro de fluxo CyAn ADP
(Dako) conforme proposto por del Giorgio et al. (1996). As amostras foram coradas com
Syto 13 (concentracdo final 2,5 uM, Molecular Probes, Carlsbad, CA) e microesferas
Fluoresbrite™ Carboxy YG (@ = 1,58 um, concentracdo final de 3 x 10> mL™; Poly-
Sciences, Warrington, PA) foram usadas como padrdo para a contagem de células em ImL
de amostra. O citometro foi controlado pelo programa Summit (Dako). As células e as
microesferas foram separadas por intensidade de fluorescéncia (FL1 e SSC) em escala
logaritmica. As contagens foram feitas em tréplicas em fluxo de baixa velocidade (34%) e
até a contagem de 10.000 eventos. A biomassa bacteriana (BB) foi estimada por um fator
de conversdo de 35 fg C cel”', como sugerido por Theil-Nielsen & Sondergaard (1998) para

culturas bacterianas.
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A concentrag¢ao de O, em todos os tratamentos foi medida com uma micro-sonda de
ouro conectada a um pico-amperimetro (Unisense®). As taxas de respiragdo bacteriana nos
tratamentos B e LB foram estimadas pela diferenca entre as concentracdes de O, nos
diferentes tempos amostrais (0 — 48 h; 48 — 120 h). A respirag¢do bacteriana foi convertida
para carbono assumindo que todo O, consumido foi transformado em CO,; coeficiente de
transformagao igual a 1 (BIDDANDA et al., 2001).

Foram calculadas as taxas de producdo bacteriana, taxas de remogdo bacteriana do
COD (CODggm), disponibilidade do COD (CODy) e eficiéncia de crescimento bacteriano
(ECB). A produgao bacteriana foi estimada pelo acumulo de biomassa durante a fase de
crescimento exponencial das culturas (48 horas para todas as culturas). CODgrpm foi
calculado pela soma da produgdo bacteriana e respiracdo bacteriana. CODy, foi calculada
como a porcentagem do COD removido pelas bactérias do estoque total do COD
(((respiracao bacteriana + producao bacteriana) x 48/COD) x 100). ECB foi calculado
como a propor¢ao do CODggym que foi incorporado na biomassa bacteriana ((produgao
bacteriana/ CODgrgpm) % 100), durante a fase de crescimento exponencial das culturas.

O consumo foto-quimico de O, (foto-oxidacdo) nos tratamentos L e BL foram
calculados como a diferenca na concentracdo de O, entre as amostras expostas e controle,
apds a exposicao ao sol. Esse procedimento elimina qualquer outra forma de consumo de
0,.

Analises estatisticas

As taxas de foto-oxidagdo, produgdo bacteriana, respiragdo bacteriana, CODggy,
CODy, ECB ay39, azsp:ases € S foram comparadas entre inicial e final ou exposto e controle

ou entre tratamentos (e.g. tartamento L vs. BL) pelo teste T-student, utilizando o programa
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GraphPad Prism 4.0. Foi adotado nivel de significancia de 0,05 para determinagdo das
diferencas estatisticas.

Resultados

Alteragoes biologicas e foto-quimicas da MOD

Os resultados da acdo foto-quimica sobre as propriedades Opticas da MOD foram
consistentes nos dois ecossistemas estudados. Foi verificada a reducao da fluorescéncia,
ayqszp € S e aumento de asp-asss, indicando a quebra da CMOD (Tabela 2). Os dois sistemas
também apresentaram redugdo da absorvancia ao longo do espectro (de 300 a 450 nm),
especialmente entre 300 e 370 nm (Fig. 1a, d, e, h).

O resultado da agdo bacteriana sobre as propriedades opticas da MOD também foram
consistentes, uma vez que aumentou a fluorescéncia, ays3 € S e reduziu azsp-azss tanto na
lagoa Imboassica, quanto na lagoa Comprida (Tabela 2). A unica excecao foi que ndo
houve alteracao do S no tratamento LB na lagoa Imboassica (Tabela 2). A absorvancia ao
longo do espectro aumentou como resultado da atividade biologica no tratamento LB na
lagoa Comprida e tratamento B na lagoa Imboassica (Fig. Ic, f).

Degradacgao foto-quimica e bacteriana da MOD

A MOD dos 2 ecossistemas nos tratamentos L e BL foram expostas a quantidades
semelhantes de radiacao solar durante as 12 horas de incubagdo (cerca de 1,20 x 107 mol
fotons). O coeficiente de absor¢cao luminosa da MOD (Q) foi maior na lagoa Comprida em
relagdo a lagoa Imboassica (Tabela 2). De acordo com esse dado, as maiores taxas de foto-
oxidacdo no presente estudo foram registradas nos tratamentos com amostras da lagoa
Comprida. As taxas de foto-oxida¢do dos tratamentos L e BL foram mais de 10 vezes
maiores (p < 0,05) na lagoa Comprida em relagdo a lagoa Imboassica (e.g. 20,05 e 1,61 uM

C h' nas lagoas Comprida e Imboassica, respectivamente, no tratamento L; Tabela 3). As
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taxas de foto-oxidacdo foram 13% maiores (p < 0,05) no tratamento BL em relacdo ao
tratamento L na lagoa Comprida, indicando que a exposi¢ao prévia da MOD a degradacdo
bacteriana resultou no estimulo da foto-oxidacao nesse ecossistema. Entretanto, as taxas de

foto-oxidagdo entre os tratamentos BL e L foram similares na lagoa Imboassica (Tabela 3).
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Tabela 2: Propriedades opticas (fluorescéncia, asso, a2s0: ases € S) em cada tratamento (B,

L, LB, e BL) e coeficiente de absor¢ao da luz pela MOD (Q) nas lagoas Comprida e

Imboassica. Tratamentos: (B) degradacdo bacteriana, (BL) foto-degradagcdo apos

degradacao bacteriana, (L) foto-degradacao e (LB) degradacdao bacteriana apos foto-

degradagdo. Os valores de controle do tratamento BL sdo os mesmos do tratamento B

final e os valores iniciais do tratamento LB sdo os mesmos valores do tratamento L

exposto. Os desvios-padrao estdo apresentados entre os parénteses. As diferencas

estatisticas entre inicial e final e controle e exposto, nos tratamentos L e B, estdo

marcadas com letras diferentes (A e B). As diferengas estatisticas entre inicial e final e

controle e exposto, nos tratamentos seqiienciais BL e LB, estdo marcadas com numeros

super-escritos diferentes (1 e 2).

Tratmentos B BL L LB
initial final exposto controle exposto final
Comprida A B,1 2 A B,1 2
A . 27452 2796,57 2419,0 2755,1 2369,2™ 2305,6
Fluorescéncia (@54 (166 (255) (07 @1 (14.5)
430 (m-l) 67,89 72,45 53,78 72,66 62,58~ 67,46
(0,1) (1,6) (0,8) (0,8) (0,5) 0,2)
trstaisgs 459%  4558! 4.87* 454% 47281 4,51°
(0,01) (0,02) (0,01) (0,01) 0,21) (0,01)
S 15,80%  17,96%'  16,06°  1534% 15,02%'  14,66°
(0,01) (0,50) (0,10) (0,05) (0,03) (0,02)
Q*(umol fotons) 2,57 2,58
Imboassica R o ) N o )
A e 631,1 666,5™ 4159 649.8 378,4> 4481
Fluorescéncia (2’9)A (10’%)1 (4’5)2 ( 1’612 (8,9% 1 (8,0)1
T A S A W
s haes 8,494 78131 11,79 7,82%  10,85%! 9,60°
(0,01) (0,24) (0,54) (0,25) (0,48) (0,45)
S 21,004 17,96%' 2333 1846” 2022B' 208!
(0,01) (0,50) (0,22) (1,43) (0,63) (0,72)
Q* (nmol fétons ) 0,17 0,17

* O coeficiente de absor¢do luminosa pela MOD (Q) nos tratamentos LB sdo os mesmos
do tratamento L para cada lagoa.
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Figura 1: Espectro de absorvancia entre 300 e 450 nm nas lagoas Comprida e

Imboassica, antes e depois das incubacdes com as bactérias e apds a exposicdo a

radiacdo solar das amostras expostas e controle (nos 4 tratamentos). Tratamentos: (B)

degradacao bacteriana, (BL) foto-degradacdo apds degradagdo bacteriana, (L) foto-

degradacdo e (LB) degradacdo bacteriana apds foto-degradagdo. Notar diferencas entre

as escalas.
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Tabela 3: Taxas de foto-oxidacdo e parametros bacterianos nos diferentes tratamentos
(B, L, LB e BL) nas lagoas Comprida e Imboassica. Tratamentos: (B) degradagdo
bacteriana, (BL) foto-degradacdo apos degradagdo bacteriana, (L) foto-degradagdo e
(LB) degradacao bacteriana apos foto-degradagdo. Os desvios-padrao estdo apresentados
entre os parénteses. As diferengas estatisticas entre os tratamentos no mesmo sistema,

estdo marcadas com letras diferentes (A e B).

Lagoa Comprida Lagoa Imboassica
L BL L BL
Foto-oxidacio 20,05 * 22,748 1,614 2,424
MM 02 h_1 (0,7) (0,5) (035) (159)
B LB B LB
Respiraciao Bacteriana
uM Ch
0,49 A 1,378 1,06 2 0,928
0—48 horas 0,1) (0,1) (<0.1) (0.1)
0,114 0,45" 0,164 0,334
48 = 120 horas 0.0) ©.1) o.1) ©.1)
Produciio Bacteriana 0,014 0,03 B 0,40 * 0,334
puM C h! (<0,1) (<0,1) 0,2) (0,1)
CODgrem 0,514 1,418 1,46 2 1,228
uM C b (0,1) (<0,1) (0,1) (0,1)
CODy * 0,64 1,74 B 6,8 4 568
% (0,1) (0,1) (0,6) (0,5)
ECB 234 2,56 A 26,6 * 25,84

% (1,0) 0,5) 8,1) 1,7)

* DOC, foi calculado com base nas concentracoes de COD apresentadas na tabela 1.

A densidade bacteriana nas culturas de crescimento em todos os tratamentos e
controles cresceu exponencialmente, atingindo fase estacionaria apds 48 horas de

incubagdo (Tabela 4). As taxas de respira¢do bacteriana (em uM h') atingiram valores
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maximos entre 0 e 48 horas de incubacgdo. Essas taxas foram de 3 a 6 vezes maiores que no
intervalo de 48 a 120 horas de incubacdo (Tabela 3). Como o metabolismo bacteriano
apresentou-se muito reduzido apo6s 48 horas de incubagdo (65-85%), a produgdo bacteriana
foi calculada entre 0 e 48 horas de incubacdo (taxas méximas). Pela mesma razao, daqui em

diante trataremos como respiragdo bacteriana as taxas do intervalo entre 0 e 48 horas.

Tabela 4: Densidades bacterianas ao longo da curva de crescimento nos tratamentos B e
LB nas lagoas Comprida e Imboassica. Sdo apresentados os valores médios e entre

parénteses os desvios-padrao.

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

Comprida
(108 Cel L
B 0,06 (0,02) 1,10 (0,17) 1,96 (0,98) 0,65 (0,26) 0,88 (0,19) 0,68 (0,12)
LB 0,38 (0,28) 1,77 (1,15) 6,17 (1,14) 2,97 (0,94) 2,67 (0,92) 2,16 (0,61)
Imboassica
(10° Cel L
B 0,72 (<0,01) 5,11 (1,63) 7,36 (2,56) 7,51 (3,01) 6,50 (1,74) 7,20 (2,26)
LB 0,71 (0,01) 3,60 (0,67) 6,21(0,92) 3,06 (1,15) 3,81 (0,48) 5,94 (1,75)

A respiragdo bacteriana no tratamento B da lagoa Imboassica foi 2 vezes maior que na
lagoa Comprida (p < 0,05), indicando a ocorréncia de maior atividade bacteriana e
disponibilidade de substratos. Entretanto, os efeitos da foto-oxidagdo da MOD sobre a
atividade bacteriana sdo maiores na lagoa Comprida. A respiragdo bacteriana no tratamento
LB foi quase 3 vezes maior que no tratamento B (p < 0,05) na lagoa Comprida, enquanto
que na lagoa Imboassica, a respiragdo no tratamento LB foi 13% menor que no tratamento

B (Tabela 3).
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Similarmente, as taxas de produgdo bacteriana apresentaram valores uma ordem de
magnitude maior (p < 0,05) na lagoa Imboassica que na lagoa Comprida, enquanto que os
maiores efeitos da foto-oxidagdo sobre o metabolismo bacteriano ocorreram na lagoa
Comprida (Tabela 3). As taxas de producdo bacteriana foram 3 vezes maiores (p < 0,05) no
tratamento LB que no tratamento B na lagoa Comprida (Tabela 3), enquanto que ndo foi
detectada diferenga entre os tratamentos LB e B na lagoa Imboassica (Tabela 3). Tanto
CODggm € COD, foram maiores no tratamento LB que no B na lagoa Comprida e menores
no tratamento LB que no B na lagoa Imboassica (Tabela 3). A prévia foto-degradacao da
MOD resultou no aumento de cerca de 3 vezes, tanto da CODgrgm quanto CODy. na lagoa
Comprida, enquanto que resultou na reducdo de 17% dos mesmos parametros na lagoa
Imboassica (Tabela 3). A ECB registrada na lagoa Imboassica foi pelo menos 10 vezes
maior que na lagoa Comprida, consistente com outros parametros, indicando maior
atividade bacteriana na lagoa Imboassica. Nao houve diferencas significativas no ECB
entre os tratamentos B e LB em ambos os ecossistemas (Imboassica ¢ Comprida; Tabela 3).

Discussao

Os resultados aqui apresentados sdo relevantes para os dois mais importantes
processos de decomposigdo da MOD em aguas superficiais: foto-degradacdo e degradacao
bacteriana. Observando os resultados do presente trabalho podemos notar que ambos os
processos estimulam as taxas de degradacdo da MOD por acdo complementar, i.e. foto-
degradacao estimula a degradacdao bacteriana e vice-versa. Entretanto, a relevancia desse
comportamento de complementaridade varia com as caracteristicas do ecossistema
estudado. Mais especificamente, observamos uma forte acdo complementar entre esses
processos no sistema humico (Lagoa Comprida). Em contrapartida, no sistema dominado

com MOD de origem fitoplanctonica (lagoa Imboassica), ndo observamos evidéncias de
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que a foto-degradacdo tenha complementado a degradagdo bacteriana, mas observamos
sim, forte evidéncia de inibi¢do da atividade bacteriana pela foto-degradagdo, sugerindo
que, nesse ambiente, ambos 0s processos competem por substratos especificos. Apesar de
outros autores terem observado esse comportamento competitivo anteriormente
(OBERNOSTERER & BENNER, 2004), essa foi a primeira vez que esse fenomeno foi
observado em ecossistemas tropicais, nos quais o efeito potencial da foto-degradagao ¢
maior que na regido temperada.

Adicionalmente, as taxas aqui observadas comparando a lagoa Comprida e a lagoa
Imboassica apresentaram comportamentos similares as que outros autores ja haviam
observado em relacdo as fontes de MOD e as dindmicas de degradacdo em ecossistemas
aquaticos (MORAN & COVERT, 2003; AMADO et al., 2006). MOD de origem
fitoplanctonica foi principalmente degradada por processos bioldgicos, enquanto que MOD
de origem aloctone (humica) foi principalmente degradada por processos foto-quimicos
(Tabelas 2 e 3). Apesar da foto-degradacao afetar a absor¢ao do COD pelas bactérias, nao
alterou a ECB no presente estudo, ao contrario de estudos anteriores (Tabela 3; AMADO et
al., 2006).

Além de atuarem na degradacdo da MOD, a foto-degradagdo e a degradacao
bacteriana atuam de maneira diferente nas caracteristicas da MOD remanescente nos
ecossistemas aquaticos. A foto-degradagao promove a quebra de CMOD em moléculas
menores resultando na perda de absorvancia e fluorescéncia ao mesmo tempo em que
resulta no aumento da inclinagdo espectral, enquanto que a degradagao bacteriana apresenta
padrao inverso (MORAN et al., 2000; FU et al., 2006). No presente estudo, de acordo com
o esperado, a foto-degradacao (tratamentos L e BL) resultou na redugdo da fluorescéncia e

das absorvancias no espectro UV-visivel e no aumento da a,sp;azss € S em ambos os
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ecossistemas. De maneira geral, a degradacdo microbiana apresentou padrdo inverso
(tratamentos B e LB), com exce¢do do S no tratamento LB da lagoa Imboassica (Fig. 1;
Tabela 2). O processo de foto-degradagdo pode estimular a degradagdo bacteriana através
da formagdo de compostos organicos mais biodisponiveis (e.g. AMADO et al., 2006).
Além disso, alguns estudos mostraram que o metabolismo bacteriano pode estimular a foto-
degradacao em oceanos (KRAMER & HERNDL, 2004; NIETO-CID et al., 2006; SAADI
et al., 2006). Esses fatos sugerem que os dois processos se complementam, uma vez que
um resulta na formagao de compostos mais disponiveis para o outro processo.

Até o momento, apenas 1 estudo mostrou que a competi¢do pelo mesmo substrato
poderia ser a interagdo dominante entre os processos foto-quimicos e bacterianos de
degradacao do COD (OBERNOSTERER & BENNER, 2004). Baseado em experimentos
de foto-degradacao antes e apoOs a extensa exposi¢do a degradagdo bacteriana, os mesmo
autores calcularam que os dois processos poderiam atuar simultaneamente em cerca de 15%
da MOD, sobre grupos semelhantes de moléculas organicas, em um ambiente dominado
por MOD aléctone. Em contrapartida, ainda no mesmo estudo, OBERNOSTERER &
BENNER (2004) mostraram que a foto-degradacao também resultava em um estimulo de
22% da degradacdo bacteriana. Em outras palavras, a foto-degradagdao aumentava o estoque
de carbono disponivel para as bactérias em 22%. O balanco entre esses resultados de
competicdo e complementaridade ¢ de estimulo geral de 7%, indicando uma sobreposicao
da interagdo complementar, em detrimento da competicao proposta pelos autores.

Nossos resultados no ecossistema humico (lagoa Comprida) estdo de acordo com o
padrao de complementaridade. A foto-degradacio da MOD estimula a degradacao
bacteriana e, o metabolismo bacteriano, mesmo ocorrendo em baixa intensidade, estimula a

foto-degradacdo da MOD pela formagao de CMOD (Tabela 3; NIETO-CID et al., 2006).

99



Baseado nas propriedades Opticas e nas transformagdes foto-quimicas e bacterianas da
MOD (Fig. 1; MORAN et al., 2000), na preferéncia das bactérias em atuar sobre MOD nao
fluorescente (SAADI et al., 2006) e na preferéncia da foto-degradacdo atuar sobre MOD
fluorescente e/ou colorida (CMOD; BERTILSSON & TRANVIK, 2000), as interacdes
complementares entre a foto-degradacdo e a degradacdo bacteriana sdo previsiveis.
Entretanto, encontramos evidéncias para interagdes competitivas na lagoa Imboassica, uma
vez que a foto-degradacdo inibiu em 17% a degradagdo bacteriana e ndo houve estimulo
significativo na foto-degradacao pelo metabolismo bacteriano (Tabela 3).

Para estimar as porcentagens dos compostos organicos consumidos pela foto-
degradacao e/ou degradacdo bacteriana na lagoa Imboassica, assumimos que o0 CODgrgm
representa a degradagdo bacteriana e que as taxas de foto-degradagcdao representam a
degradacao foto-quimica nos tratamentos, durante 2 dias. Assumimos ainda que a
degradacao bacteriana ocorra 24 horas por dia, enquanto que a foto-degradagdo apenas 6
horas por dia (o que representa uma sub-estimativa para a regido tropical) e que o
coeficiente de reagdo de O, com carbono ¢ igual a 1, para ambos os procecssos. Ja foi
demonstrado que nem todo O, consumido pela foto-degradacdo promove a oxidagdo total
do COD em CO,. Entretanto, experimentos anteriores em lagoas costeiras (incluido a lagoa
Comprida) mostraram que mais de 80% do O, foto-consumido era transformado em
carbono inorganico dissolvido (CID, Cap. 1), além de que a foto-produgdao de CID era
fortemente relacionada com a perda de coloragdo da MOD (r* = 0,86; GRANELI e al.,
1998). Além disso, AMON & BENNER (1996), em um estudo realizado na regido tropical,
verificaram que em exposicao ao sol com duragdo similar ao presente estudo, resultou no
foto-consumo de COD que, por sua vez, era fortemente relacionado com o foto-consumo de

O,, numa razao de transformagdo proxima de 1. Logo, podemos considerar que nossas
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estimativas possuem baixo erro, além de que reacdes de oxidacdo parcial da MOD podem
resultar no processo de foto-humificacdo, o que ndo foi registrado no nosso experimento.
Adicionalmente, no presente estudo, consideramos o foto-consumo de O, como sendo um
indice de reagdo foto-quimica da MOD, incluindo reacdes totais e parciais de oxidacao.
Importante mencionar ainda, que no tratamento BL, no qual a MOD foi exposta a
degradacao bacteriana, antes da exposi¢ao a degradagdo foto-quimica, assumimos que a
degradacao bacteriana foi efetiva apenas nas primeiras 48 horas, considerando que a
liberacao de CMOD pelas bactérias ocorre durante a fase de crescimento ativo (KRAMER
& HERNDL, 2004).

Em 2 dias a combinacdo entre os processos de foto-degradacdo e degradacao
bacteriana removeram 340,5 ¢ 99,2 uM C do estoque de COD, das lagoas Comprida e
Imboassica, respectivamente (Fig. 2). Na lagoa Comprida a degradacao do COD foi 7% por
degradacdo bacteriana exclusiva, 71% pela foto-degradacdo exclusiva, 9% de foto-
degradacdo estimulada pelo metabolismo bacteriano e, 13% por degradacdo bacteriana
estimulada pela foto-degradagdo (Fig. 2). Na lagoa Imboassica, a degradacdo do COD foi
59% pela degradacdo bacteriana exclusiva, 19% pela foto-degradagdo exclusiva, 10% pela
foto-degradacdo estimulada pelo metabolismo bacteriano e, 12% pela foto-degradag¢do ou
pela degradagdo bacteriana (Fig. 2). Entdo, o balango entre as interagdes sugere que a foto-
degradacao e a degradagdo bacteriana se complementam pela degradagdo do COD,
estimulando a degradagao da MOD em 75,50 uM of C em 2 dias na lagoa Comprida. Em
contrapartida, o balango dessas interacdes sugere competicdo entre a foto-degradacao e a
degradacao bacteriana inibindo a degradag¢dao de 1,87 uM de C em dois dias na lagoa

Imboassica.

101



Como o estoque de MOD ¢ composto por uma grande variedade de compostos de
origens e propriedade fisicas, quimicas e bioldgicas distintas (BENNER, 2002), fica claro
que a competicdo ¢ resultante do fato de alguns compostos especificos serem disponiveis,
simultaneamente, aos processos de degradacdo bacteriana e foto-degradacdo. A
fluorescéncia no presente estudo (ex.: 360 nm; em.: 460 nm) aumentou com a atividade
bacteriana e reduziu consecutivamente com a degradagdo foto-quimica (Tabela 2),
sugerindo que as bactérias produziram substratos organicos que foram seqiiencialmente
degradados pela luz. Adicionalmente, a degradacdo bacteriana nao afetou a inclinagao
espectral apds a degradacao foto-quimica (tratamento LB) na lagoa Imboassica, indicando
que a foto-degradacao deve ter esgotado pelo menos substratos biodisponiveis que afetam

fortemente aquela regido do espectro (Tabela 2).
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Figura 2: Estimativas das fragdes da MOD que sdo exclusivamente disponiveis para as
bactérias, exclusivamente disponiveis para a foto-degradagdo, disponivel a degradagao
pelas bactérias somente apds a foto-degradagdo, disponivel a foto-degradacdo somente
apos a degradacdo pelas bactérias e, por fim, disponivel a foto-degradacdo e a degradagao
bacteriana simultaneamente (competi¢do), nas lagoas Comprida e Imboassica. As taxas de

degradacao (uM C em 48h) estdo situadas proximas as barras dos respectivos processos.
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Algumas moléculas importantes para o metabolismo bacteriano sdo também
disponiveis ao processo de foto-degradacdo, como os aminodcidos triptofano, tirosina,
histidina, metionina e cisteina. Esses aminodcidos sdo extremamente reativos ao oxigénio
singleto (102), estado excitado da molécula de O, comumente formado a partir de reagdes
foto-quimicas (MICHAELI & FEITELSON, 1994). Dessa forma, esses aminoacidos
podem ser a causa da competicao entre a foto-degradacdo e a degradagdo bacteriana da
MOD. Espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto, promovem a oxidacao de
substratos biodisponiveis reduzindo o crescimento bacteriano (SCULLY et al., 2003).
Assumindo que os aminodcidos (livres € combinados com a MOD) contribuem de 2 a 5,5%
do estoque de carbono na MOD (CAMMACK et al., 2004) e que os 5 aminoacidos
fotodisponiveis (citados acima) representam cerca de 7,5% do total de aminoacidos em
aguas naturais (VOLK et al., 1997), calculamos que a contribuicdo dos aminoécidos foto-
degradaveis para o estoque de COD na lagoa Imboassica (1,04 mM C; Tabela 1) varia entre
1,56 € 4,29 uM C. Esse valor engloba os 1,87 uM C estimados como sendo a quantidade de
COD que sofreu competic¢ao (Fig. 2) na lagoa Imboassica.

Concluindo, sugerimos que a foto-degradagdo e a degradacao bacteriana se
complementam na decomposi¢cao da MOD, por ambos os processos formarem compostos
labeis para o outro processo, em ecossistemas humicos tropicais. Em contrapartida, ambos
os processos competem pela degradagdo da MOD em ecossistemas eutroficos. A MOD
nesses ambientes ¢ normalmente rica em fluoroforos, semelhantes aos dos aminoacidos
(fluoroforos semelhantes aos de triptofano e tirosina, por exemplo; CORY & MCKNIGHT,
2005). Essa relacao deve ser mais intensa em ecossistemas tropicais do que em temperados,
uma vez que a radiagdo solar é mais forte naquela regido (GRANELI ef al., 1998).
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CAPITULO: 4

Relacdes entre a foto-degradacio e a degradacio microbiana da MOD: papel do

oxigénio singleto.

Manuscrito

* Atividade desenvolvida no ambito do projeto de bolsa de doutorado do programa
“Sandwich” concedida pelo CNPq, de maio de 2006 até abril de 2007. Universidade
Federal do Rio de Janeiro — “University of Minnesota”.

Projeto co-financiado pela NSF no ambito do Projeto “Singlet Oxygen’s Role in the

Photochemical-Biochemical Degradation of Dissolved Organic Carbon”.
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Resumo

As interagdes entre os processos de foto-degradacdo e degradagdo bacteriana sdo
importantes vias de aceleracdo ou reducdo do processamento da MOD em
ecossistemas aquaticos. Entretanto, os mecanismos que resultam nesses fatos ainda
ndo sdo claros na literatura. O objetivo do presente estudo ¢ de avaliar o papel do
oxigénio singleto na dindmica de degrada¢do da MOD e seu resultado para o
metabolismo bacteriano. Um objetivo secundario ¢ o de avaliar o papel dos
aminoacidos nessa interacdo entre o oxigénio singleto, MOD e bactérias. Foram
realizados trés experimentos: (1) foto-degradagdo de uma solugao de 18 aminoacidos
posteriormente exposta ao crescimento bacteriano; (2) foto-degradagdo de dois tipos
de MOD (aldctone e autoctone), posteriormente expostas ao crescimento bacteriano,
durante o qual foram avaliadas, pelo método de diluicdo isotdpica, as taxas de
utilizagdo de dois aminoacidos e; (3) experimentos de exposi¢do da MOD (aloctone e
autdctone) ao oxigénio singleto, posteriormente expostas ao crescimento bacteriano.
Os nossos resultados mostraram que cinco aminodacidos (cisteina, metionina, histidina,
tirosina e triptofano) podem ser o alvo de competicdo entre a foto e a bio-degradagao
da MOD, quando os aminodcidos sdo uma importante fragdo da MOD. Mostram ainda
que o 'O, ndo altera significativamente a qualidade da MOD, mas inibe o crescimento
bacteriano, possivelmente pela formagdo de perdxidos. Sugerimos entdo, que os
efeitos da foto-degradacdo da MOD para as bactérias sao o resultado de um balango
entre a produ¢do ou consumo direto, pelas radiacdes luminosas, de compostos labeis
somada a produgdo e consumo de compostos labeis pelo 'O,, além do seu efeito

toxico, negativo, direto e/ou indireto pela producdo de peroxidos.
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Introducao

Os processos de decomposi¢do da matéria organica dissolvida (MOD) em
ecossistemas aquaticos vém sendo bastante estudados nos ultimos anos, uma vez que
representam uma das maiores fragdes de carbono na biosfera (FARRINGTON, 1992).
Além disso, os ecossistemas aquaticos tém papel central na ciclagem do carbono, sob
a forma de carbono orgéanico dissolvido (COD), entre os ambientes terrestres e a
atmosfera (COLE et al., 1994; RICHEY et al., 2002). A degradagdo bacteriana ¢ a
foto-degradacao sdo considerados os principais processos degradativos da MOD na
coluna d’agua, além de apresentarem fortes relagdes entre si (JONSSON et al., 2001;
AMADO et al., 2007 - Cap. 3). Juntos, esses dois processos foram responsaveis por
cerca de 60 % da mineralizagdo do COD em um lago profundo sueco, mesmo
considerando uma grande zona af6tica e a respiragdo do sedimento.

As interagdes entre a foto-degradagdo ¢ a bio-degradag¢do podem estimular ou
inibir a decomposicio da MOD (TRANVIK & BERTILSSON, 2001). A foto-
degradacdo pode promover a quebra de moléculas refratarias, tornando-as mais bio-
disponiveis e estimulando a sua utilizagdo e degradacdo pelas bactérias (LINDELL et
al., 1995; AMADO et al., 2006; AMADO et al., 2007 - Cap. 3). O metabolismo
bacteriano, por sua vez, consome compostos inertes e¢ libera, no meio, compostos
reativos as radiagdes solares, estimulando a foto-degrada¢do (NIETO-CID et al.,
2006; AMADO et al., 2007 - Cap. 3). Por outro lado, a foto-degradagao pode afetar
negativamente a atividade bacteriana. A reducdo da atividade bacteriana pode resultar
de uma reagdo a foto-producdo de espécies reativas de oxigénio (como peroxidos de
hidrogénio e oxigénio singleto) que, apesar de promoverem a degradagdo direta da
MOD, sdo toxicas ao metabolismo bacteriano (e.g. TRANVIK & BERTILSSON,

2001; PAUL et al., 2004; ANESIO et al., 2005). Ainda, a foto-degradacdo pode
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consumir moléculas bio-disponiveis, reduzindo o metabolismo bacteriano por
competicdo (AMADO et al., 2007; Cap. 3). Alguns aminoacidos apresentam elevada
reatividade com a foto-degradacao e sub-produtos (RONSEIN et al., 2006) que, de
acordo com AMADO et al. (2007; Cap. 3), podem ser um dos grupos de moléculas
responsaveis pela competi¢do entre a foto-degradacao e a degradagéo bacteriana.

Os aminoacidos podem ser encontrados livres ou combinados em moléculas
organicas como proteinas e peptideos na MOD. S3o moléculas importantes no
metabolismo bacteriano para a sintese de proteinas ou mesmo como fonte de carbono
e/ou nitrogénio (C e/ou N; e.g. KEIL & KIRCHMAN, 1993; ROSENSTOCK &
SIMON, 1993). Cinco aminoacidos (cisteina, histidina, metionina, tirosina ¢
triptofano), além de biodegradaveis, sio muito reativos ao oxigénio singleto (‘Oa;
RONSEIN et al., 2006), espécie reativa de oxigénio formada pela interagdo das
radiagdes luminosas com cromoforos presentes na MOD (ZEPP et al, 1977).
Historicamente, acreditava-se que o oxigénio singleto ocorria em concentragdes muito
baixas em ecossistemas aquaticos, uma vez que ¢ uma molécula instadvel, de
decaimento muito rapido (40 — 70 us; PAUL et al., 2004). Atualmente, sabe-se que a
foto-degradacio da MOD resulta na produgio de grandes quantidades de 'O, em
regides hidrofobicas das moléculas organicas, de 1 a 2 ordens de magnitude maior do
que foi registrado anteriormente na literatura para ecossistemas aquaticos (LATCH &
MCNEILL, 2006).

Os objetivos do presente estudo foram: (1) avaliar o papel do oxigénio singleto
na dindmica de degradagcdo da MOD e seu resultado para o metabolismo bacteriano, e;
(2) avaliar o papel dos aminoécidos nessa intera¢do entre o oxigénio singleto, MOD e
bactérias. Para atingir esses objetivos foram realizados 3 tipos de experimento. O

primeiro para avaliar se a foto-degradacdo de aminodcidos, como fonte de MOD,
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pode reduzir o crescimento bacteriano. O segundo, para avaliar o resultado da foto-
degradagdo de aminoacidos, em concentragdes naturais, para o metabolismo
bacteriano e, o terceiro, para avaliar os efeitos do '0, foto-formado para o
metabolismo bacteriano. Nossos dados sugerem que o resultado da foto-degradacao
para o metabolismo bacteriano ¢ decorrente de um balanco entre a formacdo e
consumo de compostos labeis (e.g. aminoacidos) e produgdo e decaimento de
compostos toxicos as bactérias, como o 'O,. Este wltimo néo altera significativamente
a qualidade da MOD, mas inibe o crescimento bacteriano, possivelmente pela
formacgdo de perdxidos.

Material e Métodos

Para atingir os objetivos acima delineados, foram realizados 3 experimentos
descritos a seguir.

Experimento 1 - Foto-degradagcdo e bio-degradagcido de solugcdo de
aminodcidos

Esse experimento foi delineado para avaliar se a foto-degradacao dos
aminoacidos foto-reativos (cisteina, histidina, metionina, tirosina e triptofano) podem
ser responsaveis pela redu¢do do metabolismo bacteriano. Para esse experimento, 20
litros de 4gua foram coletadas no lago Itasca (“Itasca State Park™ localizado no
condado de “Stillwater” ao norte do Municipio de “Park Rapids”, Minnesota, E.U.A.),
em agosto de 2006, com um galdo de polietileno previamente lavado com HCI 10% e
agua Milli-Q e rinsado com agua do proprio lago. A coleta foi feita na sub-superficie
em um ponto central do lago. Essa agua foi pré-filtrada em filtro de fibra de vidro de
porosidade de 1,7 um (GF/A — Watman) e mantida refrigerada (+ 4°C) até o inicio
dos experimentos (maximo de 1 més).

Para a montagem dos tratamentos foram feitas as seguintes solucdes:

113



- (Ac.Hum.) solugdo padrio de 4cidos humicos' (“Swanee River” — Sociedade
Internacional de Substancias Humicas — “IHSS”) na concentragdo de 10 mg C I'. A
composi¢ao quimica dessa solugdo padrio esta descrita na literatura (STENSON et
al., 2003);

- (18AA) solugdo de 18 aminoacidos (alanina, aspartato, glutamato,
fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, leucina, metionina, asparagina,
glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptofano e tirosina; concentragdo final
de cada aminoacido nas culturas; 1 uM);

- (14AA) solucdo de 14 aminoacidos (alanina, aspartato, glutamato,
fenilalanina, glicina, isoleucina, lisina, leucina, asparagina, glutamina, arginina,
serina, treonina e valina; concentragdo final de cada aminoacido nas culturas; 1 uM)
ndo foto-degradaveis;

- (4AA) solugdo de 4 aminoacidos (histidina, metionina, tirosina e triptofano;
concentragdo final de cada aminoacido nas culturas; 1 uM) foto-degradaveis.

Imediatamente antes do inicio dos experimentos, a amostra de agua do lago
Itasca foi filtrada em membrana de policarbonato de porosidade 0,2 pm (VacuCap -
Pall) diretamente para dentro de garrafas de Winkler (300 mL), previamente lavadas
com HCI 10% e 4dgua Milli-Q e esterilizadas (autoclave por 30 min e 1 atm), onde as
amostras foram incubadas com 7 diferentes tratamentos, com 4 réplicas cada um. Em
todos os frascos foram adicionados indculo de bactérias, formado pela filtragao de
agua do mesmo lago em filtro de fibra de vidro de porosidade de 0,7um (GF/F —
Whatman; 10% do volume total do frasco) e N e P (NO3sNH4 e KH,PO4; 50 € 5 uM,
respectivamente) para evitar limitagao da atividade bacteriana por esses nutrientes.

Os tratamentos realizados foram:

' A solugdo Ac. Hum. age como absorvente de radiagio luminosa e produtor de oxigénio singleto (‘O»;
ver PAUL et al., 2004).
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T1 — agua do lago Itasca (Itasca);

T2 —Itasca + Ac. Hum. (conc. final 10 mg C L'l)

T3 — Itasca + Ac. Hum. + exposicdo ao simulador solar’

T4 —Itasca + Ac. Hum. + 18 AA

T5 —Itasca + Ac. Hum. + 18 AA + exposicdo ao simulador solar

T6 — Itasca + Ac. Hum. + 14 AA

T7 —Itasca + Ac. Hum. + 14 AA + 4 AA expostos ao simulador solar®

Apds a montagem dos tratamentos nos frascos de Winkler, a concentracao
inicial de oxigénio (O;) foi medida em todos os frascos e estes foram selados com
tampas de vidro, sem atmosfera interna e foram incubados no escuro em temperatura
ambiente (£ 20°C) durante 120 horas. Apos 48 horas de incubagdo, os frascos foram
reabertos para a medicdo da concentracdo de O, para a estimativa da respiragédo
bacteriana no mesmo periodo. Vale ressaltar que antes do inicio da incubagdo,
aliquotas foram preservadas com formol tamponado (concentragdo final 3,7%) para a
determinagdo da densidade bacteriana. Nos tempos de 48, 72, 96 e 120 horas, também
foram preservadas aliquotas para a determinacdo da densidade bacteriana nos frascos.

Experimento 2 — Foto-degradacdo da MOD e seus efeitos sobre a absorgdo de
aminodcidos pelas bactérias

Esse experimento foi delineado para avaliar os efeitos da foto-degradacdo, em
especial a foto-degradacdo de aminoacidos, para o metabolismo bacteriano. Ele foi
realizado utilizando-se dois tipos diferentes de MOD: aléctone e autoctone. O
experimento com MOD aldctone foi realizado com 4agua coletada no rio “Saint

Louis”, afluente do braco oeste do lago Superior. Esse rio caracteriza-se pela presenga

2 As solugdes foram expostas a um simulador solar (“Suntest CPS + Solar Simulator”, Atlas Material
Testing Technology, LLC) por 8 horas simulando a intensidade solar local (de acordo com a CIE N°
85), para reproduzir a foto-degradacdo dos compostos de cada solugao em laboratorio.

> A solugio 4AA foi exposta ao simulador solar, semelhante as demais exposigdes, antes de ser
combinada com as demais solugdes.
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de COD (8,3 mg C I'", no experimento) de coloragdo escura, rico em substancias
humicas fulvicas de origem terrestre. O experimento com MOD de origem autoctone
foi realizado com uma solucao feita com agua de um ponto central do lago Superior,
considerado extremamente oligotréfico (concentragdes de COD abaixo de 1 mg C L
1, misturada com acidos filvicos extraidos de um lago na Antartida (“Pony Lake”)
onde a MOD ¢ essencialmente de origem aquatica (algas e bactérias). A composi¢ao e
as caracteristicas quimicas dessa MOD ja foram descrita na literatura (FIMMEN e¢
al., 2007). A mistura apresentou concentragdo final de 10 mg C L™. Daqui em diante
os dois ambientes serdo referidos como MOD aldctone (Rio Saint Louis) e MOD
autoctone (lago Pony).

As amostras dos dois ambientes foram pré-filtradas em filtros de fibra de vidro
de porosidade 1,7 um (GF/A; Whatman) e, consecutivamente em membrana de
policarbonato de 0,2 um. Cerca de 2L de cada amostra foi exposto em simulador solar
(“Suntest CPS + Solar Simulator”, Atlas Material Testing Technology, LLC) por 8
horas (expostas). Outros 2L foram mantidos no escuro sob as mesmas condicdes de
temperatura para controle das exposi¢cdes (controle). As amostras foram entdo,
mantidas em temperatura de 4°C no escuro, até o inicio dos experimentos (maximo de
24 horas).

Imediatamente antes dos experimentos, as amostras, expostas e controle, foram
filtradas em membranas estéreis de porosidade 0,2 um (VacuCap; Pall Sciences),
diretamente para dentro de garrafas Pyrex, previamente lavadas com HCI 10% e 4gua
Milli-Q e esterilizadas (autoclavadas por 30 min. em 1 atm.). Para a montagem das
culturas de crescimento de bactérias apos a exposicdo ao simulador solar, em cada
garrafa foi adicionado um indculo de bactérias (amostra do respectivo ambiente

filtrada em filtros de fibra de vidro de porosidade 0,7 um — GF/F; Whatman) com
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10% do volume total. A cultura com MOD aléctone foi montada com indculo do Rio
Saint Luis, enquanto que a cultura de MOD autdctone foi montada com inéculo do
lago Superior. Cada cultura (MOD aléctone, exposta e controle; MOD autoctone,
exposta e controle) foi entdo dividida em 4 garrafas de winkler (300mL) e 20 frascos
de vidro (“exetainers”; vol. 5,9 mL) com tampas de pléstico e septo de borracha.
Todos os frascos foram lavados conforme procedimentos acima descritos, sendo que
os exetainers foram ainda incinerados por 2 horas (500°C). Todos os filtros de fibra
de vidro também foram incinerados para eliminar qualquer resquicio de matéria
organica nos mesmos.

Todos os frascos, Winkler e exetainers, foram selados sem atmosfera interna e
incubados no escuro, com temperatura constante (20 °C £ 0,5) por 96 horas. Em cada
24 horas nos tempos de 0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas, 4 exetainers (4 réplicas) eram fixados
pela injecdo de solugdo de HgCl, (concentragdo final de 0,01%) para a posterior
determinagdo da concentracdo de O,, para calcular as taxas de respiracdo bacteriana
em cada intervalo (ver calculos adiante). Nos mesmos tempos de incubacgao, aliquotas
retiradas dos frascos de Winkler eram fixadas com formol tamponado (concentracao
final de 3,7%) para posterior determinac¢do da densidade bacteriana, para acompanhar
o crescimento bacteriano nas culturas e calcular as taxas de produgdo bacteriana (ver
calculos adiante). Para o experimento de MOD al6ctone, nos tempos de 48 e 96 horas
e no experimento de MOD autoctone, nos tempos 48, 72 ¢ 96 horas, foram retiradas
aliquotas para a determinagdo das taxas de absorcdo dos aminoacidos histidina,
exemplo de aminoacido foto-degradavel, e de leucina, exemplo de aminoacido que
ndo sofre foto-degradacdo. Foi utilizado método de diluicdo isotopica utilizando os
mesmos aminoacidos marcados com isétopo radioativo estavel de carbono (**C) de

acordo com WETZEL & LIKENS (1990; descri¢ao detalhada adiante).
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Experimento 3 — Efeitos do oxigénio singleto 0 para a degradagdo
bacteriana da MOD

Esse experimento foi delineado para avaliar os efeitos da exposicdo da MOD ao
'0, para a atividade bacteriana. A exemplo do experimento 2, nesse experimento
foram avaliados dois tipos de MOD: autoctone e aldctone. Entretanto, nesse
experimento foram utilizadas duas solugdes preparadas com acidos fulvicos extraidos
do rio Swanee (“Swanee River”, IHSS) e acidos fulvicos extraidos do lago Pony,
combinados com agua do lago Superior (filtrada em membrana de policarbonato de
porosidade de 0,2um) em concentragio de 100 mg C L. As duas solugdes foram
adicionadas de uma solu¢do de Rosa Bengala (concentracdo em solucdo de 1uM) e
expostas a radiacao visivel (simulador solar, Idampada hal6égena) por 30 minutos, com
um filtro na banda da cor laranja (exclui radiacdo abaixo de 550 nm) na qual a
absor¢do da luz pela rosa bengala ¢ maxima, para a producdo de oxigénio singleto
('0,) e, conseqiiente, exposicio da MOD. A rosa bengala é uma substancia que
quando estimulada pela radiacio luminosa, produz grandes quantidades de 'O, e ¢
usada como referéncia/padriao para a formagdo dessa molécula (PAUL et al., 2004).
Parte das solugdes foi mantida no escuro como controle a exposi¢do ao '0,.

Imediatamente apds as exposicdes, as amostras foram diluidas 10 vezes
(concentragio de COD final de 10 mg C L") com 4gua do lago Superior filtrada em
membrana de porosidade de 0,2um, acrescida de 10% de volume de inoculo de
bactérias (agua filtrada em porosidade de 0,7um). Dessa forma, para cada fonte de
MOD, foram montadas culturas de crescimento de bactérias com 4 tratamentos: MOD
exposta ao 'O, (daqui em diante denominado Exposto + RB) e ndo exposta ao 'O,
(daqui em diante denominado controle + RB); MOD sem a presenca da rosa bengala

(daqui em diante denominada somente como MOD) e, por fim, somente agua do lago
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Superior. Esses dois ltimos tratamentos foram feitos como controles para os efeitos
da rosa bengala para o crescimento dos organismos.

Os tratamentos foram montados em garrafas Pyrex (procedimento de lavagem
descrito anteriormente) e cada tratamento foi entdo dividido em 4 frascos (4 réplicas)
escuros (dmbar) de 50 mL de volume além de 16 frascos exetainers (5,9 mL de
volume). Todos os frascos foram selados sem atmosfera interna e incubados no escuro
por 192 horas (8 dias). Os frascos ambar foram utilizados para seguir o crescimento
bacteriano e os exetainers para seguir as concentragdes de O, ao longo da incubagdo.
Nos tempos de incubacao de 0, 48, 96 ¢ 192 horas, aliquotas foram preservadas com
formol tamponado (concentragdo final 3,7%) para determinacdo da densidade
bacteriana. Em cada um dos mesmos tempos amostrais, 4 exetainers (4 réplicas)
foram fixados pela injecdo de solugdo de HgCl, (concentragdo final de 0,01%) para
medi¢do das concentragdes de O, em cada um desses tempos, para calcular as taxas de
respiragdo bacteriana em cada intervalo (ver calculos adiante).

Métodos analiticos e cdlculos

A concentragdo de O, na agua foi medida por dois métodos distintos. No
experimento 1 a concentragdo de O, na agua foi medida por uma micro-sonda de ouro
conectada a um pico-amperimetro (BRIAND et al., 2004) controlado pelo programa
MicOx (Unisense®). Nos experimentos 2 e 3, as concentragdes de O, na dgua foram
medidas através de um Espectometro de Massa de Membrana (“Membrane Inlet Mass
Spec” — MIMs; Pfeiffer Vacuum D-35614 Assler e, membrana da Bay Instruments
LLC), controlado pelos programas Quadstar 32-bit Version 7.03 (2005, Inficon AG) e
Dissolved Gas Analyzer (DGA) Control Program 2.01 (2006, Bay Instruments LLC).
Testes realizados comparativos revelaram que os dois métodos sdo bastante calibrados

entre si e apresentam precisao semelhante (r2 =0,96; p <0,01). No experimento 1, as
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taxas de respira¢do bacteriana foram calculadas pela diferengas nas concentragdo de
oxigénio entre os intervalos de tempo (0 e 48 horas) de cada frasco. As taxas de
respiragdo bacteriana nos experimentos 2 ¢ 3 foram calculadas através de regressoes
lineares, ja4 que as medidas nos diferentes tempos, eram feitas em diferentes frascos.
No eixo X foram utilizados os tempos de incubagdo que foram medidas as
concentragdes de O, ¢ no eixo Y, foram utilizadas as concentracdes de O, em cada
tempo. A taxa de respiracdo bacteriana corresponde ao coeficiente angular da melhor
reta ajustada aos pontos. A respiragdo bacteriana foi convertida para carbono
assumindo que todo O, consumido foi transformado em CO,; coeficiente de
transformacdo igual a 1 (BIDDANDA et al., 2001).

A abundancia bacteriana foi estimada através de um citometro de fluxo Becton
Dickson FACSort, conforme proposto por DEL GIORGIO et al. (1996). As amostras
foram coradas com Syto 13 (concentragdo final 50 uM, Molecular Probes, Carlsbad,
CA). O aparelho foi calibrado para a contagem das células pelo volume de amostra
injetada pelo aparelho, por unidade de tempo (ml.min.™). O citémetro foi controlado
pelo programa CellQuest 1.2 e as contagens foram capturadas pelo programa
WinMDI 2.8. As células foram separadas por intensidade de fluorescéncia em escala
logaritimica. Cada amostra foi contada até atingir 10.000 eventos e a concentracdo de
células foi calculada usando a calibracdo de tempo de inje¢do de amostra/volume. A
biomassa bacteriana (BB) foi estimada por um fator de conversdo de 35 fg C cel”,
como sugerido por THEIL-NIELSEN & SONDERGAARD (1998).

A producdo bacteriana foi estimada pelo acumulo de biomassa em cada
intervalo de tempo. CODggm foi calculado pela soma da producdo bacteriana e

respiragdo bacteriana em determinado intervalo de tempo. ECB foi calculado como a
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propor¢ao do CODgrgm que foi incorporado na biomassa bacteriana ((produgdo
bacteriana/ CODgrgm) % 100), durante a fase de crescimento exponencial das culturas.
A medicdo das taxas de absor¢do de aminodacidos foi realizada de acordo com
WETZEL & LIKENS (1990), pelo método de diluicdo isotopica. De cada frasco de
Winkler foram retiradas quatro aliquotas (10 mL cada), em cada tempo amostral, que
foram transferidas para frascos de vidro de 60 mL, selado com tampa de borracha,
acoplada de um suporte de plastico no interior do frasco, contendo um pedaco de filtro
de papel (ver figura 1). Dois frascos eram usados para determinar a taxa de absor¢ao
de histidina e, os outros dois a taxa de absor¢cdo de leucina, sendo um frasco de
controle para cada aminoacido. Em cada frasco era adicionado o aminodcido marcado
(concentracdo final 31 nM; InCi mL™"). Nos frascos controle era adicionada,
imediatamente uma solucdo de H,SO4 (concentracdo final 0,IN) para eliminar a
atividade bacteriana. Todos os frascos, selados, foram incubados por 5 horas no
escuro ¢ com temperatura constante (20°C +1) de acordo com experimento piloto
(dados ndo mostrados). Ao final das 5 horas era adicionada em cada frasco, exceto
nos controles, uma solugdo de H,SO4 (concentragdo final 0,1N) para encerrar a
incubacdo. Com o auxilio de uma seringa, era injetada através do septo de borracha,
uma solucdo de etanol-amina diretamente nos filtros de papel presos ao suporte no
interior do frasco (ver figura 1). Essa solucdo apreende o CO; livre na atmosfera
interna, com grande eficiéncia. Os frascos eram entdo colocados em uma mesa
agitadora, com velocidade baixa, por uma hora para a extracdo de CO, marcado com
C, sem que a amostra do fundo do frasco tocasse nos filtros. Apos esse periodo, as
amostras eram filtradas em membrana 0,2pm para retengdo das bactérias. Os filtros
com as bactérias e os filtros de papel com o CO; apreendido foram entdo, analisados

em um aparelho cintilador (Beckman 6000S), com parametros para leitura de Hc.
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Todos os valores de radiacdo (em desintegracdes por minuto — DPM) foram
transformados para concentragdo de cada aminoacido especifico.

O filtro contendo as bactérias foi utilizado para estimar a taxa de incorporacao
dos aminoacidos enquanto que o filtro contendo o CO, foi utilizado para estimar a
taxa de respiragdo dos aminodcidos especificos. A soma da incorporacdo e da
respiragdo dos aminoacidos representa a taxa de absor¢do de cada aminoacido. A
histidina foi utilizada para representar os aminoacidos que sofrem foto-degradacdo e a
leucina, foi utilizada como aminoacido que ndo sofre foto-degradacdo (controle).
Como os aminodcidos marcados foram adicionados em quantidades extremamente
baixas nas amostras, ndo representaram aumento significativo nas concentracdes dos
mesmos. Sendo assim, o aumento das taxas de absor¢do de um aminoacido em
amostras expostas em relacdo ao controle indica que houve perda desse mesmo
aminodcido (ndo marcado) na agua pela prévia foto-degradacdo, ja que o aminoacido
marcado passa a ser absorvido em maiores quantidades (proporg¢des), relativamente ao
nao marcado.

Anadlises Estatisticas

Para avaliar as diferengas entre as taxas médias de respiracdo e produgdo
bacteriana no experimento 1, foi utilizado ANOVA com teste de Bonferroni pelo
programa GrapPad Prism 4.0. Para comparagdo das médias nas diferentes analises
entre as amostras expostas e controle foi usado teste de analise de variancia, nao-
paramétrico com teste a posteriori de Mann-Whitney, pelo programa GrapPad Prism
4.0. As taxas de respiracdo bacteriana nos experimentos 2 e 3 foram calculadas por

regressoes lineares pelo programa GrapPad Prism 4.0.
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Resultados

Experimento 1 - Foto-degradagcdo e bio-degradagcido de solugcdo de
aminodcidos

Todos os tratamentos tiveram as suas curvas de crescimento estabilizadas em 48
horas de incubagdo, exceto o tratamento 5 que estabilizou apenas ap6s 72 horas de
incubacdo (Fig. 2). As taxas de producdo bacteriana (PB) entre os tratamentos
variaram entre 0,03 e¢ 0,06 pM C h''. Vale ressaltar que os dados de PB ndo
apresentaram variagdes significativas entre os tratamentos (dados ndo mostrados). As
taxas de respiracio bacteriana (RB) variaram entre 0,4 ¢ 1,5 pM C h' entre os
tratamentos, sendo que a maior taxa foi registrada para o tratamento 4 (Fig. 3). As
taxas de remocdo do COD (CODggym) apds 120 horas de incubagdo foram maiores no
tratamento 4 em relagdo aos demais (P < 0,05). Ja os tratamentos 5, 6 ¢ 7 ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre si (Fig. 4). A eficiéncia de crescimento
bacteriano (ECB) variou entre 4 e 10%, mas ndo apresentou nenhum padrdo definido
(dados nao mostrados), assim como PB.

Experimento 2 — Foto-degrdadacio da MOD e seus efeitos sobre a absorgio
de aminodcidos pelas bactérias

Tanto as culturas de crescimento expostas, quanto as controle se estabilizaram
apds 72 horas de incubagdo no experimento com a MOD aloctone (Fig. 5a).
Entretanto, apesar da cultura exposta ter apresentado maior densidade bacteriana ao
final da incubacdo, a cultura controle iniciou seu crescimento apos 24 horas, enquanto
que a cultura exposta sé iniciou seu crescimento ap6s 48 horas de incubagao (Fig. 5a).
J& nas culturas de crescimento com MOD autdctone, ambos os tratamentos atingiram
densidades bacterianas semelhantes ao final das 96 horas de incubagdo. Entretanto, a

exemplo dos tratamentos com MOD aldctone, a cultura exposta apresentou um atraso
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no seu crescimento em relagdo a cultura controle (Fig. 5b). PB apresentou valores
maximos nos intervalos entre 48 e 72 horas de incubacdo e 24 ¢ 48 horas de
incubagdo nos tratamentos exposto e controle, respectivamente, nas culturas de
crescimento de MOD aléctone (Tabela 1). Nas culturas de MOD autdctone, PB foi
maior nos intervalos entre 48 ¢ 72 horas de incubacdo e 0 ¢ 24 horas de incubagéo nos
tratamentos exposto e controle, respectivamente (Tabela 1).

As taxas de RB foram menores nos tratamentos expostos em relagdo aos
controles, tanto para a MOD aloctone, quanto para a autoctone (Tabela 2). Entretanto,
vale ressaltar que nas amostras expostas, tanto nas culturas de MOD aldctone, quanto
nas culturas de MOD autdctone, foi detectado aumento nas concentragoes de O, em
diferentes momentos das incubagdes, chegando a serem superiores as concentragdes
em tempos menores de incubagdo (e.g. Fig. 6). Como todas as culturas e medidas
foram realizadas de forma criteriosamente semelhante, acreditamos que se trata de
algum processo quimico de liberagdo de O, na agua.

As taxas de incorporagdo, respiragao e absor¢ao de histidina foram maiores (p <
0,05) nas amostras expostas do que nas amostras controle para a MOD aldctone em 96
horas de incubacdo (Fig. 7a, b, ¢). Apenas as taxas de respiracdo de leucina foram
maiores (p < 0,05) nas amostras expostas que nas amostras controle nas culturas da
MOD aldctone em 96 horas (Fig. 7e). Nas culturas de MOD autoctone, as taxas de
incorporagao de histidina e as taxas de respiracdo de leucina foram ligeiramente
menores (p < 0,05) nas amostras expostas do que nas amostras controle em 48 horas
de incubagdo (Fig. 8a, e). A taxa de absor¢@o de histidina por célula de bactéria foi
maior (p < 0,05) no tratamento exposto do que no controle da MOD aldctone (Fig.
9a). Nao houve diferenca para absor¢do por célula de leucina na MOD aléctone, ¢

nem para histidina e leucina na MOD autéctone sugerindo que as diferencas
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encontradas para a comunidade bacteriana ocorreram em funcdo da alteracdo da
densidade bacteriana (Fig. 9).

Experimento 3 — Efeitos do oxigénio singleto 0 para a degradacdo
bacteriana da MOD

Ao final das incubacdes, todas as culturas apresentaram densidades bacterianas
semelhantes, para ambas as fontes de MOD (Fig. 10). Entretanto, as amostras
expostas ao 1Oz apresentaram atraso no crescimento bacteriano, em relagdo aos outros
tratamentos (Fig. 10), semelhante as amostras expostas a foto-degradagdo (Fig. 5).
Dessa forma, todas as culturas estavam estaveis apos 48 horas de incubagao, exceto as
culturas expostas.

As maiores taxas de respiragdo foram registradas nos controles de cada MOD
(tratamentos sem adi¢do de rosa bengala), em relagdo aos outros tratamentos (dados
apresentados na Tabela 2). E importante destacar que para a MOD aléctone, nio foi
detectada respiracdo significativa no tratamento exposto + RB. Nesse tratamento
pareceu ocorrer um efeito de liberacdo quimica de O, (dados ndo mostrados),
semelhante aos experimentos de foto-degradacdo (e.g. Fig. 6). Nao foi detectada
também, respiracdo na cultura do L. Superior, comum para esse ambiente que ¢
considerado extremamente oligotrofico (Tabela 2; BIDDANDA et al., 2001).

Discussio

Os processos de foto-degradacdo e degradacdo bacteriana da MOD sdo
importantes vias de mineralizagdo e ciclagem de carbono nos ecossistemas aquaticos.
Nao somente esses dois processos isoladamente, mas também as interagdes entre
ambos representam importantes fragdes do processamento de MOD (JONSSON et al.,
2001; AMADO et al., 2007; Cap. 3). Por exemplo, o processo de degradagdo

bacteriana estimulou em até 13% a posterior foto-degradagdo em uma lagoa costeira

125



tropical humica. Ainda, a foto-degradacdo estimulou a degradacao bacteriana em até
36% na mesma lagoa costeira tropical humica enquanto que inibiu a degradacdo
bacteriana em até¢ 19% em uma lagoa costeira tropical eutrofica (AMADO et al.,
2007; Cap. 3). Alguns estudos destacaram que o efeito negativo da foto-degradagao
ocorre em ecossistemas ricos em MOD autéctone ou sistemas eutroficos (TRANVIK
& BERTILSSON, 2001; AMADO et al.,, 2007; Cap. 3). Outros estudos ndo
registraram qualquer inibicdo do crescimento bacteriano em ambientes eutroficos
(AMADO et al., 2006).

O estimulo da foto-degradagdo ao crescimento bacteriano foi atribuido, em
varios estudos, a quebra de moléculas refratarias, e a formacdo de moléculas mais
disponiveis a degradagdo bacteriana, como acidos carboxilicos, por exemplo
(LINDELL et al., 1995; TRANVIK & BERTILSSON, 2001; PULLIN et al., 2004;
AMADO et al., 2006). O efeito inibitério, por sua vez, ¢ comumente atribuido ao
consumo pela luz ou foto-produtos, de compostos labeis as bactérias (SCULLY et al.,
2003; OBERNOSTERER & BENNER, 2004; AMADO et al., 2007; Cap. 3), mas
também pela foto-producdo de compostos toxicos as mesmas (OBERNOSTERER et
al., 2001; PAUL et al., 2004; ANESIO et al., 2005), como as espécies reativas de
oxigénio (entre elas, peroxidos, radicais hidroxila e oxigénio singleto). ANESIO ef al.
(2005) encontraram relagdo negativa entre o crescimento bacteriano e a producao de
peroxidos de hidrogénio pela foto-degradacio. Entretanto, apos algumas horas, essa
relacdo ndo mais existia, em funcdo do rapido decaimento dos mesmos (algumas
horas). Recentemente, AMADO et al. (2007; Cap. 3) sugeriram que 5 aminoacidos
(cisteina, histidina, metionina, tirosina e triptofano) podem ser compostos chave para
o efeito inibitorio da foto-degradacdo a degradagdo bacteriana, uma vez que sdo

importantes fontes de nitrogénio para as bactérias, mas também sdo muito reativos ao
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'0,, produzido pela foto-degradacio da MOD. Estudando os efeitos das espécies
reativas de oxigénio (ERO) sobre a MOD para o crescimento bacteriano, SCULLY et
al. (2003) verificaram que as ERO oxidam completamente moléculas biodisponiveis,
resultando na reducdo da atividade bacteriana. Resultados publicados por PULLIN et
al. (2004) registraram que prévia exposicdo da MOD a radicais hidroxila (HO"),
comumente formados pela foto-degradacao, retarda em até 72 horas o crescimento das
bactérias. Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo como a produgdo de compostos
toxicos € o consumo de moléculas l1abeis interagem e geram mecanismos de inibi¢ao
do crescimento bacteriano.

O oxigénio singleto (102) ¢ uma molécula muito instavel de O, em estado
excitado, que se forma pela interacdo das radiacdes solares com a MOD colorida
(ZEPP et al., 1977). Antes de sofrer decaimento é capaz de interagir com a propria
MOD resultando na decomposi¢io da mesma. O 'O, é bastante seletivo em suas
reacOes e ataca proteinas, DNA, aminoacidos entre outras moléculas. Ainda, o '0,
ataca principalmente moléculas quimicas insaturadas (com ligagdes duplas e triplas) e
forma acidos hidroperoxidos (BARREIROS & DAVID, 2006). Pode reagir com as
cadeias laterais de aminoacidos resultando na formacdo de perdxidos orgénicos
instaveis que, por fim, geram peroxidos de hidrogénio (ZEPP et al., 1977). Sendo
assim, com a abordagem experimental utilizada no presente trabalho, o 'O, pode
interagir com as bactérias de duas maneiras: (1) consumindo compostos labeis as
bactérias e, (2) produzindo H,O,, composto toxico as bactérias. Vale ressaltar que, na
natureza, deve também existir o efeito inibitorio direto da 'O, sobre as bactérias, ja
que ambos podem coexistir na coluna d’agua durante o dia.

Os dados do presente estudo revelam que a foto-degradagdo pode, realmente,

reduzir a atividade bacteriana pela degradacdo dos aminodcidos, quando estes
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representam uma importante fragdo da MOD (Fig. 4). Entretanto, a foto-degradagao
desses aminoacidos ndo reduziu o crescimento das bactérias (Fig. 5, Tabela 1) em
condigdes experimentais com concentragdes naturais de COD (~ 10 mg.L'l) e
aminoacidos. Ao contrario, o tratamento com MOD aldctone exposto a foto-
degradacdo, apresentou estimulo ao crescimento bacteriano em relagdo ao controle
(Fig. 5), como previsto n literatura (TRANVIK & BERTILSSON, 2001; AMADO et
al., 2006; AMADO et al., 2007, Cap. 3). Apesar dos ensaios com aminoacidos
marcados radioativamente (14C) e MOD aldctone terem indicado que as concentragdes
naturais de histidina foram reduzidas pela foto-degradacdo (Figs. 7, 8 ¢ 9), essa
reducdo nao foi suficiente para anular o efeito positivo de liberagdo de compostos
labeis da MOD aldctone.

Quando a MOD foi exposta exclusivamente a degradagdo pelo 'O, ndo foi
detectada nenhuma alteracdo na disponibilidade biologica total da MOD,
independente de sua origem (Fig. 10). Entretanto, foi registrado um atraso no
crescimento das bactérias em torno de 48 horas em relacdo aos controles (Fig. 10).
Esse comportamento também foi observado nos demais experimentos de foto-
degradacgdo (exposicdo ao simulador solar), nos quais os aminoacidos representavam
uma grande fragdo da MOD (Fig. 2b), e nos experimentos com concentragdes naturais
de COD e aminoacidos (Fig. 5). Logo, esse efeito retardador do crescimento
bacteriano parece estar relacionado com a dindmica do 'O, na 4gua. Se as ERO (entre
elas o 1Oz) degradam biomoléculas, como aminoacidos, as bactérias necessitariam de
mais tempo e energia para sintetizar novas moléculas, o que poderia inibir ou atrasar o
seu crescimento.

Por outro lado, o 'O, é conhecido por atacar e inativar células vivas. Como o

decaimento do 'O, ocorre em fragdes de segundo (40 — 70 ps; PAUL et al., 2004),
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essa molécula ndo deve ser a responsavel direta pelos efeitos negativos sobre as
bactérias nas condi¢es experimentais utilizadas. Logo, esse efeito pode ser resultado
de algum produto intermediario do decaimento do 'O,, além do consumo de
moléculas biodisponiveis. O processo de foto-degradacdo da MOD pode resultar na
formagdo direta de peroxidos orgénicos e de hidrogénio (COOPER & ZIKA, 1983).
Entretanto, sabe-se que parte dos peroxidos de hidrogénio podem ser formados via
'0, (ZEPP et al., 1977, COOPER et al., 1994). Recentemente, estudando as taxas de
formacdo de H,0, via decomposi¢do por 'O, CORY et al. (submetido) mostraram
que grande parte do H,O; resultante de foto-degradagao, deve ser formado via reagao
do 'O, (entre 20 ¢ 50%). Sendo assim, o efeito negativo da foto-producdo de '0, deve
ser transmitido as bactérias, nas culturas de crescimento, pela formagao de H,O,. Uma
forte evidéncia desse fato apresentada no presente estudo foi a possivel liberacdo de
O, na agua ao longo das culturas de crescimento bacteriano (realizadas no escuro),
que causaram uma aparente reducdo das taxas de respiragdo bacteriana nas amostras
expostas (Tabela 2; Fig. 6) a foto-degradagdo e apenas a degradacio pelo 'O,. Esse O,
liberado € proveniente do decaimento de moléculas de H,O, (2H,O, — 2H,0 + 10,).
Estudando o papel do radical hidroxila (HO") para a degradagdo bioldgica da
MOD, PULLIN et al. (2004) mostraram que esse radical pode afetar a qualidade da
MOD, mas ndo encontraram aumento da producdo bacteriana e sim, da respiracao
bacteriana, o que resultou em uma menor eficiéncia de crescimento bacteriano (ECB
= PB/[PB + RB]). Além disso, a agdo do HO retardou o crescimento bacteriano, em
relacdo ao controle, em cerca de 72 horas, semelhante ao registrado no presente
estudo para MOD exposta a foto-degradacio e 'O, (Figs. 2b e 5). Em experimentos de
fotélise com a mesma MOD aloctone do presente estudo (SRFA), VAUGHAN &

BLOUGH (1998) verificaram que os radicais HO™ podem ser responsaveis pela
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producdo de até 20% de todo H,O; resultante da foto-degradagdo. Esse fato sugere
que, assim como nos experimentos realizados no presente estudo, o fator responsavel
pelo atraso do crescimento bacteriano em amostras expostas € a formacao de H,O, via
decomposicao de ERO (nesse caso do HO").

Ainda, alguns estudos verificaram que a prévia foto-degradacdo da MOD
provoca alteragdes na estrutura das comunidades bacterianas, em relacdo ao controle
(PEREZ & SOMMARUGA, 2007; ABBOUDI et al., 2008). Como resposta a foto-
degradacdo de MOD de diferentes origens, PEREZ & SOMMARUGA (2007)
registraram que grupos de Betaproteobactérias apresentaram atraso de crescimento de
48 horas nas comunidades bacterianas em todas as culturas expostas. Porém, apos
esse periodo todas as culturas eram dominadas pelos grupos Betaproteobactérias. Por
outro lado, apesar dos grupos de Actinobacterias terem sido o segundo grupo de
bactérias dominantes, a sua abundancia aumentou significativamente apos 48 horas de
incubacdo das culturas expostas, em relagdo aos controles. Essas alteragdes na
estrutura das comunidades podem representar uma maior demanda energética para
grupos como as Actinobacterias, o que resultaria em aumento da respiracao bacteriana
e reducdo do ECB, conforme registrado por PULLIN et al. (2004).

Diante do acima exposto, a dinamica de produgdo e consumo de compostos
chave da MOD, como aminoacidos, e formagdo e decaimento de '0,, HO™ e H,0,
devem apresentar importancia central no resultado das interagdes entre a foto-
degradacdo e a degradacdo bacteriana da MOD, causando estimulo ou inibicao de sua
degradacdo. Propomos entdo, que as interagdes entre a foto-degradagio e a
degradagdo bacteriana da MOD ¢ resultado de um balango entre dois mecanismos que
atuam de maneira desacoplada. O primeiro mecanismo ¢ a producdo ou consumo de

moléculas labeis de um processo para o outro (e.g. AMADO et al., 2007; Cap. 3). O

130



segundo mecanismo est4 relacionado & dinamica de produgio e decaimento de 'O, (e
outras ERO) e H,0;, que devido a sua toxicidade as bactérias, provocam o
retardamento do crescimento das bactérias durante o dia, em ecossistemas aquaticos.

Os efeitos da foto-degradagdo e, mais especificamente, do 'O, sobre a MOD e
as conseqiiéncias para o metabolismo bacteriano estdo resumidos na tabela 3 e no
modelo tedrico exemplificado na Figura 11. Como sugerido na literatura, a MOD
apresenta disponibilidade reversa para a foto-degradacdo e a degradacdo bacteriana
(BERTILSSON & TRANVIK, 2000; AMADO et al., 2006). Em outras palavras,
quanto maior a biodisponibilidade, menor a disponibilidade & foto-degradagao. Por
isso, a foto-degradagdo deve degradar moléculas biodisponiveis e competir com as
bactérias pela degradagio da MOD, através de compostos “mensageiros”, como o 'O»,
que é produzido pela foto-degradacdo de substancias humicas (aloctone) e ataca
moléculas especificas na MOD altamente disponiveis para as bactérias, como
aminoacidos (ZEPP et al., 1977, MICHAELI & FEITELSON, 1994). Corroborando
essa idéia, TRANVIK & KOKALJ (1998) wverificaram a reducdao da
biodisponibilidade da MOD de origem algal (autdctone) quando exposta as radiagdes
solares em conjunto com substincias hiimicas (aloctone). Por outro lado, quando a
MOD autéctone foi exposta isoladamente, ndo foram detectadas alteragdes na
biodisponibilidade da mesma. Por fim, moléculas como 'O, e HO™ promovem ainda, a
formagdo de H,O; que, por sua vez, € toxico para as bactérias (Fig. 11).

Conclusoes

Concluimos que os 5 aminoacidos reativos ao 'O, podem ser responsaveis pela
competicdo entre a foto-degradagdo e a degradagdo bacteriana da MOD, quando
representarem uma importante fragdo da mesma. Concluimos ainda que o atraso ou

inibicdo do metabolismo bacteriano resultante da foto-degradacdo pode estar
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relacionado as interagdes diretas entre 'O, e as bactérias pela degradagio de
moléculas biodisponiveis, mas também, indiretamente pela produgdo de peroxidos
(organicos e de hidrogénio) que sdo toxicos as bactérias e possuem tempo de meia-
vida (horas) muito maior do que o 'O, (fragdes de segundo) em 4gua. Por fim,
sugerimos entdo, que os efeitos da foto-degradacdo da MOD para as bactérias sdo o
resultado de um balango entre a producdo ou consumo de compostos biodisponivies
somada & produgio e consumo de compostos labeis pelo 'O, (ou outras ERO), além
do seu efeito toxico, negativo, direto e/ou indireto pela produgdo de perdxidos.
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Tabela 1: Taxas de producgdo bacteriana (PB; nMC.h"l) nas amostras expostas e
controle nos experimentos com MOD aldctone e autdctone, em cada intervalo de
tempo. Entre parénteses estdo apresentados o desvio padrdo. As diferentes letras
marcas as diferencas estatisticas entre as amostras expostas e controle (p < 0,05). * PB

total na fase exponencial de crescimento.

Aloctone Autoctone
(nl\/F g ' Exposto  Controle = Exposto Controle
0.4 0,27% 8,57 0,134 147,78 "
(3.5) (0.4) G, (6,7)
2448 11,00 88,04°  52,96% 9,83°
(3.2) (28,1) (4.8) (8,0)
48.7 15733%  5083°  111,33% 7,76 "
(26,00  (25.1) (11,8) (10,9)
1296 13494 -112% 2,08% 1,50%
asn (241 2L.4) (7.8)
Total @MC)* 169 147 164 165
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Tabela 2: Dados das regressdes lineares entre as concentracdes O, ao longo das
incubagdes de degradagdo bacteriana apds os experimentos de foto-degradacao e
degradacdo pelo oxigénio singleto. Os asteriscos marcam as diferencas

significativas.

Coeficiente angular (-)§ r Probabilidade (p)

Foto-degradacao

MOD al6ctone
Exposta 0,076 0,75 <0,0001*
Controle 0,121 0,82 <0,0001*
MOD autodctone
Exposta 0,038 0,41 0,003*
Controle 0,139 0,94 <0,0001*

Degradagcio pelo 'O,

MOD al6ctone
Exposta + RB 0,009 0,33 0,5726
Controle + RB 0,034 0,33 0,0520%%
MOD 0,048 0,84 <0,0001*
MOD autoctone
Exposta + RB 0,103 0,69 0,0009*
Controle + RB 0,093 0,68 0,0010*
MOD 0,162 0,85 <0,0001*
Lago Superior 0,010 0,06 0,5044

$ O coeficiente angular (em modulo) representa a taxa de respiragio bacteriana
(uM h™") referente a todo o periodo de cada incubagio (96 horas para os
experimentos de foto-degradagdo; 192 horas para os experimentos de degradacdo
apenas pelo oxigénio singleto).

$% Consideramos esse valor como significativo, uma vez que ficou muito préximo
do limite de confianga.
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Tabela 3: Efeitos da foto-degradagdo e de seus sub-processos sobre a matéria organica dissolvida (MOD) para o seu processamento pelas

bactérias planctdnicas nos ecossistemas aquaticos.

Interacoes da Foto-oxida¢do com a MOD

Resultados para a MOD Resultados para as bactérias
Decomposicio total da MOD (CO,, CO, etc) Reducéo da atividade
Decomposi¢do parcial da MOD (moléculas de menor peso molecular)  Aumento da atividade
Humificacdo da MOD (moléculas de maior peso molecular) Reducdo da atividade
Produgao de ERO (H,O»,, '0,, HO', 0, Reducdo da atividade

Interacées de ERO com a MOD

Resultados para a MOD Resultados para as bactérias

Decomposicao total da MOD (CO,, CO, etc) Reducdo da atividade
Decomposi¢do parcial da MOD (moléculas de menor peso molecular)  Aumento da atividade

Compostos especificos

H,0, Inativacdo de enzimas — reducao da atividade

102 Producéao de H,O,, Inativacdo de enzimas, consumo de moléculas
especificas (e.g. aminoacidos) — redugdo da atividade.

HO' Baixa producao de acidos carboxilicos, produgdo de H,O,,

Inativacdo de enzimas — reducgdo da atividade
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Figura 1: Esquema dos frascos utilizados para as incubacdes de absorcdo de

. 14
aminoacidos marcados com C.
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Figura 2: Densidade bacteriana ao longo da incubagdo no experimento 1, nos
tratamentos: (A) T1, T2 e T3; (B) T4 e T5; (C) T6 e T7. As barras de erro

representam o desvio padrao da média.
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Figura 3: Taxas de respiragdo bacteriana nos 7 tratamentos. As barras representam
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a média e as barras de erro representam os desvios-padréo.
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Figura 4: Taxas de remo¢do do COD (CODggm) pelas bactérias apds 120 horas de
incubac¢do, nos tratamentos: T4, TS, T6 ¢ T7. As barras representam os valores
médios e as barras de erro representam os desvios-padrdo. As diferentes letras

marcam as diferencgas estatisticas (p < 0,05) entre os tratamentos.
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Figura 5: Densidade bacteriana ao longo das incubagdes com (A) MOD aldctone e
(B) MOD autoctone nas amostras expostas e controle. As barras de erro

representam os desvios-padrao das réplicas.
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Figura 6: Concentragdo de O, nas incubacdes (A) controle ¢ (B) expostas das
culturas na MOD autdctone. Notar o aumento das concentragdes de O, no tempo
de 72 horas, em relacdo ao tempo anterior de 48 horas. Fendmeno similar ocorre
nas culturas de MOD aldctone, porém, menos pronunciadamente (dados ndo

mostrados). Notar diferengas de escala entre as figuras.
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Figura 7: Taxas de (A) incorporacdo, (B) respiracdo e (C) absor¢do de histidina e
(D) incorporagdo, (E) respiracdo e (F) absor¢do de leucina em 48 e 96 horas de
incubacdo nas culturas de MOD aloctone. Os asteriscos marcas tempos nos quais
houve diferengas significativas (p < 0,05) entre expostos e controle. As barras de

erro representam os desvios-padrao das réplicas. Notar as diferengas de escala.
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Figura 8: Taxas de (A) incorporagdo, (B) respiracao e (C) absorcao de histidina e
(D) incorporacdo, (E) respiracdo e (F) absor¢do de leucina em 48, 72 ¢ 96 horas de
incubagdo nas culturas de MOD autdctone. Os asteriscos marcas tempos nos quais
houve diferencas significativas (p < 0,05) entre expostos e controle. As barras de

erro representam os desvios-padrao das réplicas. Notar as diferencas de escala.
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Figura 9: Taxas de absorcdo de histidina e leucina por célula em 96 horas de
incubagdo nas culturas com MOD (A) aloctone e (B) autoctone. O asterisco indica
que houve diferenca significativa entre as amostras expostas e controle (p < 0,05).

As barras de erro representam os desvios-padrdo das réplicas.
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Figura 10: Densidade bacteriana ao longo das incubagdes com (A) MOD aléctone
e (B) MOD autoctone nas amostras expostas apenas ao oxigénio singleto e

controles. As barras de erro representam os desvios-padrdo das réplicas.
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Figura 11: Modelo conceitual dos efeitos da foto-degradacdo da MOD para o crescimento bacteriano. Além da oxidagdo total da MOD,

ocorre a producdo de moléculas mais labeis ou menos labeis que as moléculas iniciais. Ao mesmo tempo, a foto-degradacdo estimula a

producio de peroxidos de hidrogénio (H,0,), oxigénio singleto (‘O,), radicais hidroxila (OH), entre outras espécies reativas de oxigénio.

1 - . L. N , . C e , - . ~ 1
Tanto o 'O, quanto o OH™ decaem formando mais H,O,, que € toxico as bactérias, inibindo-as até a sua decomposi¢do. A interacdo do O,

com a MOD resulta na degradacdo de aminoacidos e do OH’ resulta na formagao de acidos carboxilicos (compostos bio-reativos). O resultado

final do crescimento bacteriano sera um balango entre todas as interagdes, que deve variar de acordo com a composicdo e caracteristicas

quimicas das moléculas que compdem a MOD, bem como sua origem, intensidade das radiagdes solares, além da composicdo da comunidade

bacteriana e a temperatura ambiental. * Outros microorganismos heterotroficos também devem responder da mesma maneira.
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O processo de foto-degradacdo da matéria organica dissolvida (MOD) ¢ um
importante processo de decomposicdo e/ou alteragdo da MOD em ecossistemas
aquaticos (JONSSON et al., 2001). Esse processo consiste na absor¢ao pela MOD,
das radiagdes solares e sua conseqiiente oxidacao. Como produto dessas reagdes, pode
ocorrer a oxidacdo total da MOD com liberacdo de moléculas inorgénicas (e.g. COy),
oxidacdo parcial com a geragdo de moléculas de menor peso molecular (e.g. acidos
carboxilicos), complexa¢do de moléculas de MOD formando outras de maior peso
molecular (humificagdo), producdo de espécies reativas de oxigénio (e.g. oxigé€nio
singleto), dentre outros compostos (BERTILSSON & TRANVIK, 2000; SCULLY et
al., 2003; PULLIN et al., 2004; PEREZ & SOMMARUGA, 2007). Podem ser
destacados como os principais precursores dessas reacdes fatores como: a intensidade
das radiagdes incidentes, a capacidade da MOD absorver energia luminosa
(coloragdo/fluorescéncia da MOD), concentragdo de carbono organico dissolvido
(COD; substrato para degradag@o) e a concentracdo de oxigénio na agua (AMON &
BENNER, 1996; GRANELI et al., 1996; GRANELI et al., 1998; BERTILSSON &
TRANVIK, 2000; FARJALLA et al., 2001a).

Estudando um gradiente de concentragdo e fontes de COD em 38 lagos, situados
em altas latitudes (55°42°3 N — 71°16°0 N), BERTILSSON & TRANVIK (2000)
mostraram relagdo positiva (r* = 0,77) entre as taxas de foto-degradagio do COD e a
radiacdo total absorvida por cada amostra (caracteristica dependente da coloragao da
agua). As lagoas costeiras tropicais do norte do Estado do Rio de Janeiro representam
um gradiente de concentragdo de COD e coloragdo (FARJALLA et al, 2001b).
Alguns desses ambientes apresentam essas caracteristicas (concentragdo de COD e
coloragdo escura) equivalentes as mais altas ja registradas na literatura (STEINBERG

et al., 2006), apresentando por isso, condicdes especiais para o fendmeno da foto-
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degradacgdo. As elevadas concentragdes de COD e coloragdo (as3o; ver Cap. 1) em
alguns ecossistemas costeiros super-himicos (e.g. Atoleiro) podem resultar em
algumas limitagoes ao processo de foto-degradacdo, em detrimento ao ja registrado na
literatura. Os dados apresentados no capitulo 1 dessa tese mostram que, de maneira
geral, as taxas de foto-oxidacdo nas lagoas costeiras apresentam relacdo significativa
direta com a radiacgdo incidente sobre as amostras (Fig. 4; Cap. 1), conforme proposto
na literatura (BERTILSSON & TRANVIK, 2000). Entretanto, em ambientes super-
htimicos, como o Atoleiro ([COD] = 15,58 uMC), a absor¢do da radiagdo luminosa
pela MOD ¢ muito intensa, em fun¢ao da coloracdo escura, que com cerca de 20
mWem? de radiacdo incidente nas amostras, ¢ consumido mais de 80% de todo O,
presente na agua. Esse fato resulta na reducdo da intensidade do processo que passa a
ser limitado pela concentragdo de O, (limitagdo estequiométrica).

Quanto maior a coloragdo da MOD, maior a absor¢do de energia solar e,
conseqiientemente, maiores sdo as taxas de foto-degradagdo (e.g. GRANELI et al.,
1998; BERTILSSON & TRANVIK, 2000; FARJALLA et al., 2001a). Logo, em
ambientes cuja MOD apresenta a coloracdo mais clara, o aumento da coloragdo
favorece o aumento das taxas potenciais de foto-oxidacdo, por maior disponibilizagdo
de substrato (GRANELI et al.,, 1998; BERTILSSON & TRANVIK, 2000). Os
experimentos de diluicdo da MOD, apresentados no capitulo 1 dessa tese, mostram
que a coloragdo da agua pode ter efeito ambiguo para as taxas de foto-degradagdo. Por
exemplo, no Atoleiro, a partir da concentracdo de 6mMC a relagdo entre as taxas de
foto-degradagdo e a concentragdo de COD ¢ enfraquecida (Fig. 6a; Cap. 1). A partir
dessa concentragdo, os valores de coloracdo da MOD (a430) sdo muito altos e resultam
no auto-sombreamento da MOD, reduzindo a eficiéncia da foto-degradac¢do. Sendo

assim, em ambientes de d4guas muito escuras (super-humicos), o aumento da coloragao
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pode reduzir o potencial de foto-oxidagdo em funcdo de intenso auto-sombreamento
da MOD. Esse padrao foi confirmado estudando as caracteristicas e as taxas de foto-
oxidagdo de 20 lagoas costeiras que formam um gradiente de COD e coloragao.

GRANELI ef al. (1998) mostraram que algumas lagoas costeiras apresentam
elevadas taxas de foto-degradacdo comparados com lagos suecos (regido temperada)
com concentragdes de COD equivalente (e.g.: Lagoa Cabitinas, COD = 15,5 mgL™" ¢
taxa de foto-degradagiio = 0,6 mgL™'; Lago Lindhultsgol, COD = 15,3 mgL™" e taxa
de foto-degradacao = 0,3 mgL'l). De acordo com os calculos desses autores, essas
diferencas nas taxas de foto-oxidagdo entre os ambientes tropicais ¢ temperados foram
atribuidas as maiores intensidades de radiagdo solar nos tropicos (GRANELI et al.,
1998). Similarmente, os dados da presente tese (Cap. 1), compilados com dados da
literatura (FARJALLA et al. no prelo), resultados de experimentos com metodologias
equivalentes confirmaram a mesma tendéncia. Os ecossistemas tropicais,
especificamente as lagoas costeiras do norte do Estado do Rio de Janeiro, apresentam
as maiores taxas de foto-degradagdo ja registradas na literatura, tendo a média
significativamente maior que a média das taxas de foto-degradacdo dos ecossistemas
temperados (Cap. 1; Fig. 8). Entretanto, diferente do apresentado por GRANELI et al.
(1998), ficou claro que o COD nas lagoas costeiras tropicais apresenta maior foto-
reatividade que nos ecossistemas temperados, além da maior disponibilidade das
radiacoes solares (FARJALLA et al., no prelo; Anexo 1).

As taxas de foto-degradacdo estdo suscetiveis a mudancas sazonais de variaveis
ambientais, tais como reportados acima (intensidade luminosa, concentragdo de COD,
etc). Estudando dois lagos na regido temperada do Globo Terrestre, LINDELL et al.
(2000) registraram as maiores taxas de foto-degradacdo potenciais do COD no final

do inverno ou inicio da primavera, apesar das baixas incidéncias das radiacdes solares
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nesses periodos. Esses autores argumentaram que o aumento nas taxas de foto-
degradagdo nesses periodos ¢ resultante da entrada de COD recente (do inglés “fresh
DOC”) que ¢ mais foto-reativo que o COD ja exposto anteriormente a foto-
degradacdo. Essa explicagdo se deve ao fato de que no inverno, a homogeneizacao da
temperatura (em torno de 4°C) na coluna d’agua, resulta no ressurgimento de COD
pouco degradado, antes limitado ao hipolimnio, escuro, de lagos profundos. Ja na
primavera, a entrada de COD recente ocorre através do degelo que carreia detritos
recém formados nas bacias de drenagem, ricos em COD colorido, aumentando o
substrato para a foto-degradacdo (LINDELL et al., 2000). Sendo assim, esses autores
identificaram um padrao de pulsos para a dindmica sazonal da foto-degradagdo em
lagos temperados, regulado pela variagao sazonal climatica.

Na regido tropical, a dinamica sazonal de foto-degradacdo tem um padrdo de
pulsos, assim como mostrado para a regido temperada, acima citado. Entretanto, os
pulsos ndo sdo determinados pela sazonalidade das estacdes do ano. Conforme
mostrado no capitulo 2, nas lagoas costeiras, as entradas de COD fresco nos
ecossistemas sao determinadas pela periodicidade das chuvas. Apods o periodo seco de
acumulacdo de liteira, ocorre lixiviagdo massiva com conseqiiente entrada de carbono
de origem humica. Essas entradas de COD em sinergia com as elevadas intensidades
de radiacdo solar do verdo nos tropicos resultaram nas maiores taxas de foto-
degradacdo ja registradas na literatura (Fig. 8; Cap. 1; Fig. 2b; Cap. 2), conforme
discutido acima. Na Amazonia, também foi observado o padrio sazonal relacionado a
pluviosidade para rios e lagos (AMADO et al., 2006). Entretanto, para rios maiores €
lagos de inundacdo, a dindmica também ¢ influenciada pelo pulso de inundagio,
determinado pelo degelo dos Andes. A partir desses dados, foi proposto um modelo

tedrico de pulsos de entrada de COD, seguido de picos maximos de foto-degradacao
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ou foto-reatividade. Posteriormente ao pico, essas variaveis decaem ao longo do
periodo de um ano, em fungdo da decomposi¢cdo do COD, até o proximo evento de
entrada. Esse modelo de pulsos ¢ entdo determinado pela dindmica sazonal das chuvas
e pulso hidrologico nos trépicos (Fig. 3; Cap. 2).

Diferentes fontes de MOD apresentam diferentes reatividades aos processos de
degradag@o. De maneira geral, a MOD de origem humica apresenta maior foto-
reatividade em relacdo a MOD de origem algal (BERTILSSON & TRANVIK, 2000).
Esse fenomeno ¢ explicado pelo fato da MOD de origem huimica apresentar grandes
quantidades de cromodforos, que lhe conferem coloragdo escura, tornando-a capaz de
absorver e interagir com as radiacdes solares. A degradacdo bacteriana, por sua vez,
apresenta padrdo inverso; MOD de origem himica ¢ menos bio-reativa em
comparagdo com a MOD de origem algal (AMADO et al., 2006; AMADO et al.,
2007; Cap. 3). Isso se deve ao fato da MOD de origem algal apresentar compostos de
menor complexidade e maior aproveitamento energético, como aguicares, em relagdo a
MOD de origem humica (COLE, 1982).

A alternancia da fonte de COD em um lago amazoénico foi responsavel por
alteragdes sazonais no metabolismo bacteriano (FARJALLA et al., 2006). No lago
Batata, ambiente no qual foi desenvolvido aquele estudo, durante o periodo de aguas
altas o COD do lago ¢ dominado por COD aldctone, oriundo da floresta. Durante o
periodo de dguas baixas, 0 COD ¢ dominado por COD de origem algal. Dessa forma,
os autores mostraram que houve um favorecimento a producao bacteriana no periodo
de dominancia de COD algal (FARJALLA et al, 2006). O mesmo padrdo foi
observado no mesmo lago, alguns anos depois em experimentos nos quais o COD foi
previamente submetido a foto-degradagdo (AMADO et al., 2006). Por outro lado, ao

contrario das bactérias, a foto-degradacao foi mais efetiva no periodo de dominéncia
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da MOD aléctone. Assim, a foto-degradagdo e a bio-degradacdo da MOD
apresentaram a¢do complementar ao longo do pulso hidrolégico. Com a alternancia de
fontes de COD, as taxas de degradagdo total da MOD no lago mantiveram-se
semelhantes ao longo do ano. Entretanto, no periodo de aguas baixas, a degradagdo
era dominada pela degradac@o bacteriana, enquanto que no periodo de aguas altas, era
dominado pela foto-degradagao (AMADO et al., 2006).

Além do seu papel chave separadamente, a foto-degradagdo ¢ a degradagdo
bacteriana apresentam interacdes importantes para a decomposicdo da MOD em
ecossistemas aquaticos. Diversos trabalhos registraram o aumento da bio-degradacao
da MOD, ap6s sua prévia exposicao a foto-degradacao (e.g. LINDELL et al., 1995).
Por outro lado, alguns estudos ja registraram a reducdo da degradagdo biologica apo6s
a foto-degradagdo da MOD (e.g. OBERNOSTERER et al, 2001). TRANVIK &
BERTILSSON (2001), estudando 30 lagos temperados concluiram que quando as
algas sdo a principal fonte de COD, o efeito da foto-degradacdo ¢ a reducdo da
producao bacteriana. Por outro lado, quando a principal fonte de MOD sdo os vegetais
superiores de origem terrestre, o efeito da foto-degradacdo ¢ o estimulo da produgao
bacteriana. Algumas hipodteses foram formuladas para explicar esses resultados, mas
nenhum resultado conclusivo foi apresentado. O estimulo ao crescimento bacteriano
na MOD humica foi atribuida a liberagdo de compostos mais labeis que os iniciais,
como acidos carboxilicos (PULLIN et al., 2004). Por outro lado, foram levantadas
tré€s hipoteses para a inibi¢do do crescimento bacteriano apds a foto-degradacdo de
MOD de origem algal: (1) producdo de compostos mais refratarios que os iniciais,
foto-humificagdo (PEREZ & SOMMARUGA, 2007); (2) foto-consumo de compostos
bio-disponiveis (COTNER & BIDDANDA, 2002) e, (3) produgdo de compostos

toxicos as bactérias como peroxidos de hidrogénio ou outras espécies reativas de
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oxigénio (FARJALLA et al., 2001a; PAUL et al., 2004). Ainda, TRANVIK &
KOKALJ (1998) mostraram que em misturas de MOD algal com MOD humica a
foto-degradacdo resultava em inibi¢ao do crescimento bacteriano, em funcdo de
alguma interacdo entre as duas fontes.

COTNER & BIDDANDA (2002) sugeriram que por a foto-degradagdo e a bio-
degradagdo serem capazes de degradar grupos similares de moléculas organicas,
ambos os processos poderiam competir pela degradagdo do COD. OBERNOSTERER
& BENNER (2004) em experimentos de foto-degradacao e degradagdo bacteriana
seqlienciais, registraram que cerca de 15% do COD em um ecossistema htmico,
estaria disponivel tanto para foto-degradacdo quanto para bio-degradagdo. Com isso,
os autores sugeriram que os dois processos competem por parte da MOD. Entretanto,
no mesmo experimento foi verificado que 22% do COD s6 foi degradado pelas
bactérias, em fun¢do de foto-transformacgdes sofridas pela MOD previamente. Nesse
caso, o balago entre as interagdes resulta no estimulo de 7% da degradagdo da MOD,
ao invés da competicdo sugerida. Entretanto, esse resultado mostra a disponibilidade
dupla de certo grupo de moléculas da MOD, apesar do estimulo global a degradagao.
Um ponto importante para ser ressaltado ¢ o fato de que os experimentos de foto-
degradacdo eram feitos por longos periodos de tempo, até que ndo fossem mais
detectadas mudangas no COD, antes da MOD ser, finalmente, exposta as bactérias; ¢
vice-versa. Dessa forma, parte da MOD que fosse reativa a ambos os processos pode
nunca ter sido exposta ao outro processo. Por isso, esse resultado pode nado reproduzir
fielmente o que ocorre in situ, uma vez que durante os dias a MOD pode ser exposta
aos dois processos simultaneamente.

Estudando os efeitos das intera¢des entre os processos de foto-degradagao e bio-

degradacdo em 2 lagoas costeiras com diferentes fontes de MOD (humica e algal)
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encontramos resultados que corroboram o encontrado por TRANVIK &
BERTILSSON (2001) em relagéo a fonte de MOD (AMADO et al., 2007; Cap. 3). A
foto-degradacdo da MOD aldctone resultou em estimulo a degradacdo bacteriana,
enquanto que na MOD aléctone o resultado foi oposto. Ainda, a atividade bacteriana
resultou em estimulo a foto-degradacao, independentemente da origem do COD. Esse
ultimo resultado esta de acordo com outros trabalhos (e.g. NIETO-CID et al., 2006)
que registraram a liberagdo de compostos coloridos pelas bactérias. Analisando o
balanco entre os dois processos nas lagoas costeiras, constatamos que a interacao foi
positiva na lagoa himica, mostrando que 22% do COD mineralizado foi resultado das
interagdes. Por outro lado, registramos que na lagoa com MOD de origem algal, cerca
de 2% do COD (1,87 uM) era reativo aos dois processos, resultando em competigao,
entre a foto-degradacdo e a degradagdo bacteriana, pela MOD nesse ecossistema (Fig.
2; Cap. 3). Sugerimos que 5 aminoacidos (cisteina, histidina, metionina, tirosina e
triptofano) que sio reativos ao oxigénio singleto ('0,), molécula formada pela foto-
degradacdo da MOD, podem ser compostos chave para o efeito inibitorio da foto-
degradacdo a degradagdo bacteriana, uma vez que também sdo importantes fontes de
nitrogénio para as bactérias. Vale ressaltar, que, de acordo com estimativas, a
concentracdo desses aminoacidos na lagoa estudada deve variar entre 1,56 ¢ 4,29 uM
C. Esse valor engloba os 1,87 uM C estimados como sendo a quantidade de COD
responsavel pela competi¢ao registrada (Fig. 2, Cap. 3).

Em estudo de foto-degradacao seguida de bio-degradacdo em meio enriquecido
com aminoacidos, verificamos que a foto-degradacdo desses aminoacidos realmente
pode reduzir o metabolismo bacteriano (Figs. 3 e 4; Cap. 4). Quando experimento
semelhante foi realizado em amostras com concentragdes naturais de COD (~ 10

-1 . , . . . . . .
mg.L™") e aminodcidos, verificamos que o crescimento bacteriano foi estimulado pela
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foto-degradagdo em amostra de MOD aldctone e ndo o alterou em amostra de MOD
autdctone. Apesar disso, na cultura de MOD aléctone foi detectada a redugdo
significativa das concentracdes de histidina (aminoacido foto-degradavel) e nao
alteragdo nas concentragdes de leucina (aminoacido ndo foto-degradavel). Dessa
forma, em concentragdes naturais, a foto-degradacdo da histidina ndo foi suficiente
para anular o efeito positivo de liberacdo de compostos labeis da MOD. Além dos
efeitos acima citados, vale destacar que em ambas as fontes de MOD, o crescimento
bacteriano foi retardado em cerca de 48 horas nas amostras expostas em relagcdo ao
controle, apesar do crescimento final ter sido maior ou igual para as fontes alctone e
autoctone, respectivamente (Fig. 5; Cap. 4).

O oxigénio singleto ('0,) é uma molécula muito instavel de O, em estado
excitado, que se forma pela interagdo das radiagdes solares com a MOD colorida
(ZEPP et al., 1977). O 'O, é bastante seletivo em suas reagdes e ataca proteinas,
DNA, aminoacidos entre outras moléculas e, pode ser responsavel pela produgéo
indireta de grande parte dos perdxidos de hidrogénio (H,O,) produzidos pela foto-
degradacdo (e.g. BARREIROS & DAVID, 2006). CORY et al. (submetido),
estudando as mesmas fontes de MOD do presente estudo (SRFA e PLFA) verificaram
que até 50% de todo H,0O, foto-produzido pode ser formado via degradagio pelo 'O,.
Por fim, inimeros estudos j4 mostraram que os H,O, s@o tdxicos e inibem o
crescimento bacteriano enquanto presentes na agua (FARJALLA et al, 2001a;
ANESIO et al., 2005).

No presente trabalho, quando a MOD foi exposta exclusivamente a degradagdo
pelo '0,, ndo foi detectada nenhuma alteragdo na disponibilidade biolégica total da
MOD, independente de sua origem (Fig. 10; Cap. 4). Entretanto, foi registrado um

atraso no crescimento das bactérias em torno de 48 horas em relagdo aos controles,
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assim como nos outros experimentos citados acima (Figs. 5 e 10; Cap. 4). Logo, esse
efeito retardador do crescimento bacteriano parece estar relacionado com a dindmica
do '0; na agua, ja que esse ¢ o fator em comum entre os diferentes experimentos.
Como o decaimento do 'O, ocorre em fragdes de segundos apds sua formacio (40 —
70 ps; PAUL et al., 2004), o efeito retardador do metabolismo bacteriano deve estar
relacionado a formacdo de H,0,. Efeito semelhante é causado pela presenca de
radicais hidroxila (HO"). Esse radical também pode resultar na formagdo de H,O; e,
que resultou no atraso de 72 horas do crescimento de uma cultura de bactérias e
estimulou a respiragdo bacteriana (PULLIN et al., 2004).

Por fim, propomos que as interacdes entre a foto-degradacdo e a degradagdo
bacteriana da MOD ¢ resultante de um balango entre dois mecanismos que atuam de
maneira desacoplada. O primeiro mecanismo ¢ a producdo ou consumo de moléculas
labeis de um processo para o outro (Cap. 3). O segundo mecanismo esta relacionado a
dindmica de produgio e decaimento de 'O, (e outras ERO) e H,0,, que devido a sua
toxicidade, provocam o retardamento do crescimento das bactérias durante o dia, em
ecossistemas aquaticos (Fig. 11; Cap. 4 - Modelo teérico).

Conclusoes Finais:

v" Em relagdo a primeira hipétese da tese “As taxas de foto-oxidagio sio
mais altas na regido tropical que na regido temperada” concluimos
que a mesma foi corroborada. Explicada pelas altas incidéncias de

radiagdo solar, maior concentragdo e disponibilidade de COD.

v" Em relagdo a segunda hipotese da tese “A origem da MOD (autéctone
ou aléctone) é o fator determinante do resultado das relacdes entre a
foto-oxidacao e a degradacao bacteriana em func¢ao do balanco entre

producdo e consumo de moléculas mais disponiveis para o
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metabolismo bacteriano” concluimos que a mesma foi parcialmente
corroborada. Acrescento que a dinamica de formacdo e decaimento de

peroxidos também € relevante, mas independente da origem da MOD.

Concluimos ainda que o regime anual de chuvas ¢ o principal fator
controlador da dinamica da foto-reatividade do COD em ecossistemas
tropicais, gerando um padrao de pulsos com periodicidade de um ano

hidrolégico.

Por fim, sugerimos que os efeitos da foto-degradacao da MOD para as
bactérias sdo o resultado de um balanco entre a producdo ou consumo
direto, pelas radiacdes luminosas, de compostos bio-disponiveis somado
a produgdo e consumo de compostos labeis pelo 'O, (e possivelmente
por outras espécies reativas de oxigénio), além do seu efeito toxico,

negativo, direto e/ou indireto pela produgdo de perdxidos.
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Abstract

Goal, Scope and Background. Dissolved humic substances (HS) usually comprise 50-80% of dissolved organic carbon
(DOC) in aquatic ecosystems. From a trophic and biogeochemical perspective, HS had been considered to be highly
refractory for a long time and supposed to accumulate in the water. The upsurge in the microbial loop paradigm and the
studies on HS photo-degradation into labile DOC gave rise to the belief that microbial processing of DOC should sustain
aquatic food-webs in humic waters. However, this has not been extensively supported by the literature, since most of HS and
their photo-products are often oxidized by microbes through respiration in most nutrient-poor humic waters.

Methods. We based our review on classical and recent findings on the field of biogeochemistry and microbial ecology,
highlighting some odd results from highly humic Brazilian tropical lagoons, which can reach up to 170 mg C-L™.

Results. The data reviewed do not support the microbial loop as an efficient energy transfer pathway in highly humic
ecosystems. Highly humic tropical lagoons showed proportionally lower bacterial production rates and higher bacterial
respiration rates (i.e., lower bacterial growth efficiency, BGE) than other lakes.

In addition, we found that some tropical humic ecosystems presented the highest DOC photo-chemical mineralization (PM)
rates reported in the literature, exceeding up to 3-fold the rates reported for temperate humic ecosystems.

The sunlight action on DOC is positive to microbial consumption in humic waters, but little support is given to the
enhancement of BGE.

Discussion. It seems, from the reviewed data, that carbon and energy fluxes through microbial loop per se are probably not
more important in highly humic ecosystems than other aquatic ones. This contradicts the current paradigm for humic-rich
ecosystems, where the microbial loop was supposed to play its major trophic role.

We propose that the atypically high PM rates found in tropical, humic ecosystems are the result of a joint effect of the
seasonal dynamic of allochthonous DOC input and the high sunlight incidence throughout the year.

Once the labile photo-chemical products are mostly respired by microbes in the nutrient-poor humic waters, bacterial
consumption of HS photo-products is mostly channelled through microbial respiration, leading to low BGE. A conceptual
model of the relationships among HS, microbes and sunlight is presented.

Conclusion. HS may be and important source of energy for aquatic bacteria in humic waters, but probably not as important
as a substrate to bacterial growth and to aquatic food webs, as HS consumption is mostly channelled through microbial
respiration. This seems to be specially the case of humic-rich, nutrient-poor ecosystems, where the microbial loop was
supposed to play its major role. In the tropics, highly-humic ecosystems also present the highest PM rates reported in the
literature. Finally, light and bacteria can cooperate in order to achieve total carbon degradation in highly humic aquatic
ecosystems but with little effects on aquatic food webs.

Perspective. More detailed studies using C and N stable isotopes techniques and modelling approaches are still lacking to
better understand the actual importance of HS to the carbon cycling in highly humic waters.

Keywords: Dissolved humic substances, dissolved organic carbon, bacterioplankton, microbial loop, photo-degradation,
photo-oxidation, photo-chemical mineralization, tropical ecosystems, coastal lagoons

1 Introduction

Dissolved organic carbon (DOC) is a major carbon pool in the biosphere, and dissolved humic substances (HS) comprise 50-
80% of DOC in aquatic ecosystems (Thurman 1985). Historically, the DOC pool was considered to be inert in aquatic
ecosystems and its ecological functions were mostly related to iron and phosphorus bioavailability, pH control and light
penetration (Steinberg 2003). In 1974 and 1983, Pomeroy and Azam and co-authors introduced the microbial loop concept in
which DOC could enter planktonic food webs through incorporation into bacterial biomass and protozoa predation upon
bacterial communities. Therefore, DOC, and more specifically HS, could be an important source of energy and matter to
aquatic food webs.



Carbon cycle in the biosphere and the CO, flux between aquatic ecosystems and the atmosphere have recently received great
attention due to the increase in the Greenhouse Effect. Planktonic bacteria, through aerobic respiration, may release a large
amount of CO, in aquatic ecosystems. In addition, the sunlight action on chromophoric humic carbon may produce CO, in
aquatic ecosystems, a process called photo-chemical mineralization. Bacterial and sunlight carbon mineralization, for
instance, were responsible for 70% of total CO, production in the water column of a temperate humic lake (Jonsson et al.
2001). Therefore, bacterial respiration and DOC photo-chemical mineralization play a major role in the net heterotrophy
pattern found in most aquatic ecosystems.

In the last few decades, several studies of bacterial DOC uptake and sunlight DOC photo-degradation were performed in
temperate ecosystems, which resulted in several publications related to these processes (see del Giorgio and Cole 1998,
Bertilsson and Tranvik 2000). Nutrient concentrations, temperature and the quality of DOC pool are major factors that limit
bacterial DOC removal in aquatic ecosystems, and the DOC concentration, the quality of DOC pool and the amount of
sunlight energy are major factors that regulate DOC photo-degradation. However, these processes were barely studied in
tropical ecosystems that present higher temperatures as well as higher solar incidence throughout the year, two major limiting
environmental conditions to bacterial and sunlight DOC degradation in temperate ecosystems. In addition, some tropical
aquatic ecosystems are humic-rich and achieve more than 160 mg C-L™* of DOC concentrations (Farjalla et al. 2002, Suhett et
al. 2004, Suhett et al. 2007), where high rates of bacterial metabolism and DOC photo-oxidation are likely expected.

Tropical coastal lagoons of Rio de Janeiro State (Brazil) are shallow aquatic ecosystems formed by regression and
transgression of the sea level during the Quaternary Period (Fig. 1A-C). These lagoons, which are separated from the nearby
ocean by a sand bar, show a gradient of salt and carbon concentration related to their genesis. Humic coastal lagoons are
orthogonally orientated in relation to the coastal line, show low salt concentrations and are greatly influenced by the
surrounding restinga mosaic vegetation (Fig. LA-B). The restinga vegetation exports large amounts of organic matter to these
lagoons through dead leaves decomposition on the sand soil, which results in high DOC concentration (10-160 mg C-L™),
mainly composed by HS, and low water transparency. Bacterial and light DOC degradation in these tropical humic lagoons
have been studied for the last years, resulting in some disperse publications (Graneli et al. 1998, Stepanauskas et al. 2000,
Farjalla et al. 2002, Farjalla et al. 2006, Suhett et al. 2007, Amado et al. 2007). Reviewing these data and comparing the rates
of bacterial and light degratation in tropical humic ecosystems to other aquatic ecosystems are the major goals of this mini-
review. Furthermore, we also discuss the relation between these two processes to total DOC degratation (i.e. complementarity
or competition).

Fig.1

2 Bacterial degradation

HS stands for a group of complex organic carbon molecules in which each specific compound is present at very low
concentrations (McKnight and Aiken 1998, Steinberg 2003). Due to its high heterogeneity, the HS pool is considered to be
more refractory to bacterial growth than other carbon sources, such as the algal-derived DOC (Sgndergaard and Middelboe
1995, del Giorgio and Davis 2003, Farjalla et al. 2006). An extracellular enzymatic degradation step is required to bacterial
uptake of humic-derived carbon, and a co-metabolism between more labile and abundant carbon molecules and HS has
already been observed (de Haan 1974, Miinster and de Haan 1998). However, because of their low degradation rates, HS may
represent an important carbon source to bacterial metabolism in aquatic ecosystems (Tranvik 1998). Humic-rich aquatic
ecosystems have a higher bacterial production potential than humic-poor ecosystems, because of the higher carbon
concentration in the former. The humic carbon content may shift a phytoplanktonic-based aquatic food web into a bacteria-
based aquatic food web with consequences to the balance between carbon emission and absorption in aquatic ecosystems
(Jansson et al. 2000). Bacterial abundance and production would dominate the food webs and the energy flow in humic-rich
aquatic ecosystems, where phytoplankton is usually limited by light penetration and inorganic nutrient competition with
bacteria (Biddanda et al. 2001). Phytoplankton assemblages in these ecosystems are often dominated by mixotrophic
flagellates that feed directly on bacterial cells (Jansson, 1998). Therefore, the carbon flux through bacteria (i.e. the microbial
loop) should be more relevant to aquatic food webs in humic-rich ecosystems than in humic-poor ecosystems. However, the
amount of humic carbon fixed by planktonic bacteria that reaches the higher trophic levels is still barely known (but see Cole
et al. 2006).

Humic ecosystems are relatively carbon-rich and inorganic nutrient-poor ecosystems. Phosphorus is usually the main limiting
nutrient to bacterial growth as well as to DOC utpake in aquatic ecosystems (Vadstein 2000), and humic lakes are not an
exception. For instance, bacterial growth in several humic lakes in northern Sweden that vary in total carbon concentration (2
to 20 mg C-L™) is phosphorus-limited (Jansson et al. 1996, Jansson et al. 2000, Karlsson et al. 2001). We also observed a
consistent phosphorus limitation in highly humic tropical lagoons in southeast Brazil (10 to 75 mg C-L™, Farjalla et al. 2002).
In addition, the quality of bulk DOC seems to play an important role by regulating the bacterial prodution in humic lagoons.
After phosphorus addition, sequential addition of glucose significantly enhanced bacterial production despite the initial high
DOC concentrations (Farjalla et al. 2002). Jansson et al. (2006) proposed that DOC is allocated to growth when bacteria are
limited by low DOC concentrations as well as to respiration when bacteria are phophorus-limited. Therefore, we might
expect similar bacterial production rates but higher rates of bacterial respiration in DOC-rich, phosphorus-poor aquatic humic
ecosystems than in other aquatic ecosystems.

In situ bacterial production varied from 0.014 to 1.418 pg C-L™h™ (N = 19, median = 0.139, 0.25-0.75% percentiles = 0.084-
0.312, unpublished data and Farjalla et al. 2002) in Comprida lagoon, a highly-humic coastal lagoon in Rio de Janeiro State
(Fig. 1A). In the same period, DOC concentration varied from 15.32 to 74.04 mg C-L™* (N = 19, median = 28.92, 0.25-0.75%
percentiles = 23.27-59.16, Farjalla et al. 2002, Suhett et al. 2007). Bacterial production in this lagoon is in the range found in
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the literature despite the high DOC concentrations, however it is closer to the lowest limit of bacterial production values
observed in lakes in a review performed by del Giorgio and Cole (1998). Bacterial respiration is worldwide less studied, but it
seems to be more conservative than bacterial production in aquatic ecosystems (del Giorgio and Cole 1998, Pace and Prairie
2005). In the same review, del Giorgio and Cole (1998) observed a positive correlation between bacterial production and
respiration by using data from 237 paired analysis of bacteria production and respiration in the literature. Based on the two
bacterial production x bacterial respiration alternative models proposed by them and on our values of in situ and in vitro
measurements of bacterial production, we calculated significantly lower values of bacterial respiration than the ones we
observed in three humic lagoons of Rio de Janeiro State (Fig. 2, see the data in Farjalla et al. 2002). Therefore, bacteria in this
highly humic lagoons showed proportionally lower bacterial production rates and higher bacterial respiration rates than in
other lakes (Fig. 2), which resulted in low bacterial growth efficiencies (10-14% during exponential growth, Farjalla et al.
2002).

Fig. 2

Firstly, we hypothesized that the relative importance of microbial loop would be higher in highly humic tropical ecosystems
than elsewhere. Those ecosystems show high water temperatures throughout the year and high amounts of colored HS. Light
penetration is limited to few centimeters and there is an uncoupling between algae DOC production and bacterial DOC
uptake, since HS are an important extra carbon source to bacteria. Phytoplanktonic production and algae abundance are low
but a typical food web, including piscivorous fishes can be found in these lagoons (Hollanda-Carvalho et al. 2003).
Therefore, an alternative energy and matter pathway subsidizes higher trophic levels, however it does not seem to be through
dissolved HS or planktonic bacteria. Bacterial production is relatively low in these ecosystems and only a minor fraction of
total DOC flux through bacteria (Fig. 2). The small amount of DOC incorportated by bacteria is basicaly oxidized through
respiration, and less than 15% is usually converted into bacterial biomass (Fig. 2). The carbon and energy fluxes through
microbial loop per se are probably not more important in highly humic ecosystems than other aquatic ecosystems. Finally, we
suggest that other organic carbon sources, such as terrestrial particulate organic carbon and aggregates, supply carbon and
energy demand of higher trophic levels in these highly humic lakes, as experimentally observed in some temperate lakes
(Cole et al. 2006).

3 Photo-chemical degradation

A portion of sunlight energy entering aquatic ecosystems is absorbed by DOC molecules in structures called cromophores.
The energetic stabilization of the molecules leads to the degradation of these cromophores (photo-bleaching), rendering the
molecule an excited state. These sensitized organic molecules, in turn, cause a series of chain reactions that lead to formation
of several types of (photo-)oxidant species, such as hydroxyl (¢OH) radical, hydrogen peroxide (H,O,) and singlet oxygen
(*O,) among others (for a thorough review, see Steinberg 2003). Besides photo-bleaching, these oxidants lead to the cleavage
of organic molecules (see bellow) and ultimate photo-chemical mineralization to CO or CO, (Moran and Zepp 1997).

In general, photo-chemical mineralization (PM) is positively related to DOC concentration (Granéli et al. 1998, Bertilsson et
al. 1999, Suhett et al. 2004) and to the amount of incident light (de Haan 1993, Farjalla et al. 2001). However, the ability of
DOC to interact with sunlight (i.e. its absorptivity and photo-reactivity) may be more important than DOC concentration and
radiation intensity in some cases (Granéli et al. 1996, Farjalla et al. 2001, Véhétalo et al. 2003, Suhett et al. 2007). The photo-
reactivity of DOC is mainly related to its origin and history of exposure to sunlight. Colored, mostly allochthonous, humic
DOC is more photo-reactive than algal DOC (Bertilsson and Tranvik 2000). DOC with a low exposure history to sunlight
also presents higher photo-reactivity, as shown for samples from the hypolimnion of temperate lakes (Véhatalo et al. 2003)
and from shaded streams in the Amazon (Amado et al. 2003). As shown by Paul et al. (2004), DOC photo-reactivity may be
related to its ability to generate *O.. In tropical, highly humic coastal lagoons, O, consumption by photo-oxidation may be so
intense that O, becomes a limiting factor for this process in the upper layers of water (unpublished data).

As pointed out by Granéli et al. (1996), PM may be largely responsible for the regularly observed CO, supersaturation
observed in lakes (Cole et al. 1994). Modeling carbon mineralization pathways in a humic Swedish lake, Jonsson et al. (2001)
showed that PM may account for 10% of carbon mineralization of the water column. Calculations for the tropical, highly
humic Comprida Lagoon (Rio de Janeiro, Brazil) show that PM of DOC may even reach 20% of total ecosystem metabolism
(unpublished data). An analysis of PM rates in humic ecosystems worldwide shows that some extremely high rates occur in
tropical humic ecosystems (Fig. 3). A general linear relationship was found between In-transformed DOC and PM rates when
tropical and temperate ecosystems are plotted together (Fig. 3, R = 0.4963, P < 0.0001). The highest rates were found in
Amazonian forest streams (Amado et al. 2003) and humic coastal lagoons (Granéli et al. 1998, Suhett et al. 2004, Suhett et al.
2007). Brazilian coastal lagoons are among the ecosystems with the highest DOC concentrations reported in the literature,
varying from about 10-160 mg C-L™ (Granéli et al. 1998, Farjalla et al. 2002, Suhett et al. 2004, Suhett et al. 2007). All these
data, together, suggest that the high PM rates found in tropical ecosystems are partially due to atypically high DOC
concentrations. Another possible explanation for higher PM rates is that humic DOC is more photo-reactive in tropical than
in temperate ecosystems. However, the very opposite would be expected, since DOC in tropical ecosystems is constantly
exposed to high amounts of solar radiation, which should render the DOC less reactive. But, as shown by Granéli et al.
(1998) in a survey on tropical and temperate lakes of contrasting humic content, there was no evidence of difference in DOC
photo-reactivity between these regions after normalizing PM rates by DOC and sunlight. Thus, higher sunlight incidence in
the tropics may also account for high PM rates. Since several of these studies did not report the total amount of received
energy, it was not possible to further investigate its influence on PM.

Fig. 3



We also believe that atypically high PM rates in tropical, humic ecosystems are closely related to the seasonal dynamics of
DOC photo-reactivity. In temperate lakes, it has been shown that inputs of allochthonous DOC due to snowmelt and rainfall
in spring, as well as the upcoming of hypolimnetic DOC during winter mixing, increase ‘potential’ PM rates because of the
increased DOC photo-reactivity (Lindell et al. 2000). However, since these periods do not coincide with maximal sunlight
incidence for these regions, peaks in DOC photo-reactivity are not effectively checked by sunlight. On the other hand, in the
tropics, sunlight is less variable and always high throughout the year, and any peak of DOC photo-reactivity is readily
checked by sunlight. This seems to be notably the case of the humic Comprida lagoon (Fig. 1A), where not only PM rates,
but also DOC photo-reactivity peaks in the early rainy season, producing the highest PM reported in our analysis (Suhett et
al. 2007). The same pattern of seasonal variation has been also observed in Amazonian humic streamlets (Amado et al. 2006).

4 Interactions of bacterial and photo-chemical degradation

Both microbes and sunlight promote DOC degradation and are responsible for two of the most relevant DOC removal
processes in aquatic systems. Algal DOC is considered to be more labile to bacterial degradation while humic DOC, which is
biologically refractory, is considered to be more labile to photochemical degradation due to light absorbance characteristics
(Bertilsson and Tranvik 2000, Farjalla et al. 2006, Amado et al. 2006).

Photochemical processes can lead to transformations in the DOC biological availability, affecting bacterial degradation.
Tranvik and Bertilsson (2001) stated that photochemical degradation of algal-originated DOC results in decreased bacterial
activity. On the other hand, photochemical degradation of humic DOC enhances bacterial degradation rates. Studying
photochemical effects on DOC bacterial degradation in a clearwater Amazonian lake, Amado et al. (2006) recorded bacterial
growth stimulation in humic DOC-dominated highwater period and no effects to bacterial growth in algal-derived DOC-
dominated lowwater period. In addition, negative effects of photochemical degradation were observed in mixtures of humic
and algal DOC (Tranvik and Kokalj 1998).

The mechanisms that lead to photochemical reduction of bacterial DOC degradation are not yet clear. Some hypothesis, such
as photo-humification, photo-consumption of bioavailable molecules and/or production of toxic compounds (such as
peroxides) are the most popular (Moran and Covert 2003). In contrast, photochemical stimulation of biological degradation
on humic DOC occurs as a result of the formation of lower molecular weight compounds, usually more bioavailable than the
original molecules, enhancing bacterial activity (Lindell et al. 1995).

Besides acting directly in the DOC mineralization, photochemical degradation affects indirectly the carbon cycle by changing
its fate inside the bacterial cell. Some studies recorded enhanced bacterial growth efficiency (BGE) due to photochemical
degradation of DOC, while others recorded photochemically reduced BGE (Reche et al. 1998, Farjalla et al. 2001). Anesio et
al. (2005) suggested that the photochemical degradation of autochthonous HS lead to a greater increase in bacterial
production than allochthonous HS (10-fold higher). Exposure of HS to sunlight also increased bacterial respiration but less
than production, resulting in an average increase in BGE. However, the mechanisms that control the fate of humic carbon
inside bacterial cells, whether the assimilated photo-degraded humic DOC enhances biological respiration or biomass
production, are still unclear. Thus, studies crossing HS chemical composition and photochemical transformations, metabolic
demands and bacterial species composition should be undertaken.

Studying bacterial and photochemical degradation, Amado et al. (2007) has recently showed that these processes are tightly
related. Photochemical degradation of allochthonous HS in a highly humic tropical lagoon (Comprida Lagoon, Fig, 1A)
resulted in a three-fold stimulation of both bacterial respiration and production. On the other hand, photochemical
degradation of autochthonous HS resulted in 16% inhibition of bacterial metabolism in an eutrophic tropical lagoon. These
authors demonstrated that DOC degradation can be 20% increased due to synergic effects between photochemical and
bacterial degradation in a humic lagoon. On the other hand, photochemical and bacterial degradation can compete for
aproximatelly 2% of degradable humic DOC in the eutrophic lagoon. Thus, the synergism between photo and microbial
degradation stimulates the carbon flow through microbes in allochthonous HS systems and reduces it in autochthonous HS
systems (i.e. competition).

HS were considered as important sources of energy and matter to microbial food web (Daniel et al. 2005) as predicted in the
microbial loop theory (Azam et al. 1983). However, the low quality of HS to bacterial growth may restrict this carbon flow,
specially in nutrient-poor and highly humic tropical systems (see above and Farjalla et al. 2002). Photochemical degradation
changes the availability of humic DOC, which can lead to increased production, respiration or both (Amado et al. 2006,
Daniel et al. 2006). Apparently, in the tropical humic systems photochemical degradation stimulates microbial mineralization
of HS, which might result in decreased BGE (Amado et al. 2006). Thus, despite the fact that the mechanisms are still
unknown, photochemical degradation of humic substances plays a critical role in carbon cycle in humic systems once this
process increase the carbon flow through microbes, which leads either to increased mineralization or biological substrate
production to the microbial food web. We summarize this effects in a conceptual model presented in Figure 4.

Fig. 4

5 Conclusion

HS may be and important source of energy for aquatic bacteria in humic waters, but probably not as important as a carbon
source to bacterial growth and for aquatic food webs, as HS consumption is mostly channelled through microbial respiration.
This seems to be specially the case of humic-rich, nutrient-poor ecosystems, where the microbial loop was supposed to play
its major role. In the tropics, highly-humic ecosystems also present the highest photo-chemical rates reported in the literature.
Finally, light and bacteria can cooperate in order to achieve total carbon degradation in highly humic aquatic ecosystems but
with little effects on aquatic food webs.



6 Recommendations and Perspectives
More detailed studies using C and N stable isotopes techniques and modelling approaches are still lacking to better
understand the actual importance of HS to the carbon cycling in highly humic waters.
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Fig. 1: Tropical costal lagoons of southeast of Rio de Janeiro State, Brazil. A: Comprida Lagoon; B: Cabitnas Lagoon; C: Garcas Lagoon.

Fig. 2: Relationship between bacterial production and bacterial respiration in aquatic ecosystems. Models 1 and 2 were adapted from del Giorgio and
Cole (1998). Bacterial production and respiration of tropical costal lagoons were based on Farjalla et al. (2002).

Fig. 3: DOC photo-chemical mineralization rates (PM) calculated upon data reported in tropical and temperate humic ecosystems. Only studies with
exposure to natural sunlight or artificial light with similar intensity were considered. Photo-chemical O, consumption, when reported, was converted to C
assuming a 1:1 molar ratio. For exposures shorter than the whole light period of the day, we considered the reported PM for the whole day. Granéli et
al. (1998) studied both tropical (I) and temperate (Il) ecosystems. The horizontal dashed line was an upper-threshold for PM in temperate ecosystems
(c.a. 1 mg C L% d™). Lindell et al. (2000) and Vahétalo et al. (2003) were not used for the regression, since they did not report individual DOC values.
Fig. 4: Conceptual model of the HS photochemical degradation effects on bacterial degradation in aquatic systems. The photochemical degradation of
HS enhances carbon flow through microbes stimulating both mineralization and the microbial food web. The thicker arrows and lines and bold letters
indicate higher carbon flow in photo-exposed HS compared to unexposed HS.
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