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Lista de abreviactes

CARS (Condensed aromatic ring structures) — estruturas ou moléculas condensadas ricas em
anéis aromaticos.

CHO — moléculas formadas unicamente pelos atomos de Carbono, Hidrogénio e Oxigénio.
CHON — moléculas formadas unicamente pelos atomos de C, H, O e Nitrogénio.

CHOP — moléculas formadas unicamente pelos atomos de C, H, O e Fosforo.

CHOS — moléculas formadas unicamente pelos atomos de C, H, O e Enxoftre.

COD — Carbono Organico Dissolvido.

CRAM (Carboxilic-rich alicyclic molecules) — moléculas aliciclicas (i.e., com anéis nao
aromaticos), ricas em grupos carboxilicos.

DBE (Double Bond Equivalents) — Equivalentes de duplas ligagcdes ¢ o numero de ligagdes
duplas e de anéis aromaticos em uma molécula.

DBE/C — niimero de DBE em uma molécula, dividido pelo nimero de atomos de Carbono da
molécula. Utilizado como indice de aromaticidade da MOD.

EEM (Emission-Excitation Matrix) — Representagdo graficas das medidas de fluorescéncia.

Ex/Em — pares de comprimentos de onda de Excitacdo e Emissdo de fluorescéncia maxima de
um pico.

FTICRMS (Fourier-transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry) — Técnica de
espectrometria de massa para caracterizagdo quimica e molecular da MOD.

MOD — Matéria Organica Dissolvida.

MOD BB — MOD do reservatorio de Barra Bonita

MOD-C — Matéria Organica Dissolvida Cromoforica.

MOD EXTRA — MOD extracelular das culturas axénicas de Microcystis aeruginosa
MOD-F — Matéria Organica Dissolvida Fluorescente.

MOD inicial — MOD nao irradiada.

MOD INTRA — MOD intracelular das células de Microcystis aeruginosa cultivadas em modo
axénico.

MOD pr¢ irradiada — MOD exposta a radiacao antes da inoculacdo das bactérias.

UV —radiacao ultravioleta nas regides de 320 a 400 nm (UVA) e 280 a 320 nm (UVB).
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Resumo

As atividades fotoquimica e bioldgica sdo processos importantes na transformacdo da
matéria organica dissolvida (MOD) em ambientes aquaticos. O objetivo deste estudo foi analisar
os efeitos destes processos, separadamente e em associa¢do, sobre a MOD produzida pela
espécie de cianobactéria Microcystis aeruginosa (extracelular e intracelular), que contribui com
grande parte da biomassa fitoplanctonica do reservatorio de Barra Bonita. Nossos resultados
demonstraram a ocorréncia de fotodegradag¢dao, mas também de compostos resistentes e de foto-
produtos da exposi¢do da MOD da cianobactéria, que foram identificados também na MOD do
reservatorio. Isto demonstra a importante contribuigdo da MOD liberada por M. aeruginosa na
MOD deste ambiente. A pré exposicdo da MOD excretada pela cianobactéria (extracelular) a
radiacdo UV causou subsequente reducao em sua biodisponibilidade devido a competi¢cao entre
os dois processos, i.e., a irradiagdo removeu a por¢do biodegradavel da MOD. A
biodisponibilidade da MOD intracelular ndo foi significativamente alterada pela pré exposicao a
UV. A anidlise detalhada de sua composi¢do quimica demonstrou a ocorréncia de processos
opostos, i.e., competicdo entre foto e biodegradacdo e formacdo de fotoprodutos labeis a
atividade bioldgica, que equilibrou os efeitos negativos e positivos da radiagdo sobre a

biodegradabilidade da MOD intracelular.

Abstract

Photochemically and biologically mediated reactions are key processes on the
transformation of dissolved organic matter (DOM) in natural waters. The aims of this study were
to evaluate these isolated and coupled processes over the DOM produced by the Cyanobacteria
Microcystis aeruginosa, which contributes with great amounts of biomass in the Barra Bonita
Reservoir. Our results showed that photodegradation occurred, but also showed that there were
cyanobacterial photoresistant molecules and photoproducts that were identified in the
Reservoir’s DOM. Pre exposure of the DOM released by M. aeruginosa caused decrease in
bioavailability of this type of DOM due to competition, i.e., removal of the biolabile portion of
the DOM by irradiation. The bioavailability of intracellular DOM was not significantly altered
by pre exposure to UV radiation. Detailed chemical characterization showed that competition
between photo and biodegradation and photoproduction of biolabile compounds, equilibrated

negative and positive effects of irradiation on the bioavailability of the intracellular DOM.
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Capitulo 1. Apresentacao

1.1 Introducéo

Devido a redugao na camada de ozonio, o estudo dos efeitos da radiagdo UV sobre o
ciclo do carbono em ambientes aquaticos tem recebido mais atencdo nas ultimas décadas
(Harrison e Smith 2009). A matéria organica dissolvida (MOD) compde uma por¢ado substancial
do carbon organico total em sistemas aquaticos ¢ a degradacao microbiana (Azam e Cho 1987,
Lampert ¢ Sommer 1997, Wetzel 2001), juntamente com reagdes fotoquimicas (Mopper et al.
1991, Mopper e Kieber 2000), sdo os principais processos que afetam a MOD, quanto a
composi¢ao e concentracao (Bertilsson et al. 2004).

A radiacdo primariamente afeta a por¢cao cromoférica da MOD (MOD-C), i.e., o grupo
de compostos sensivel a radiagdo por ser capaz de absorvé-la, e varios estudos mostraram que a
redu¢ao da absorbancia da MOD-C esta correlacionada com fotooxidagdo e produgdo de
carbono inorganico dissolvido (CID), como dioxido (CO;) e mondxido de carbono (CO) (Miller
e Zepp 1995, White et al. 2010). Alteragdes nas propriedades Opticas podem indiretamente
demonstrar alteracdes quimicas na MOD (Morris e Hargreaves 1997) pelo calculo de varios
indices baseados na absorbancia em comprimentos de onda especificos (De Haan e De Boer
1987, Summers et al. 1987, Weishaar et al. 2003). Entretanto, levando em consideracdo que
alguns tipos de MOD podem ser compostos por uma pequena por¢do cromoforica, a relacao
entre as mudancgas nas propriedades Opticas e quimicas da MOD mediadas pela radiacio UV
ainda ¢ pouco compreendida (Osburn et al. 2001).

O efeito liquido das alteragdes fotoquimicas na MOD pode ser a produgao de substratos
labeis ou recalcitrantes (Harvey et al. 1983, Naganuma et al. 1996, Gobler et al. 1997) e parece
variar de acordo com o tipo de radiagdao (Choi et al. 2004), comunidade microbiana e
composi¢ao inicial da MOD (Benner e Biddanda 1998). Considerando que parte da MOD em

aguas eutrofizadas ¢ produzida e liberada principalmente pelo fitoplancton, uma avaliagdo do
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efeito da radiacio UV sobre a composi¢do da MOD fitoplanctonica e sobre sua
biodisponibilidade ¢ importante para uma maior compreensdo do processo de decomposicio e
do fluxo de carbono nestes ambientes. Embora estudos acerca dos efeitos liquidos da fotolise
sobre a MOD sejam numerosos, ¢ notavel a auséncia de uma abordagem direcionada a MOD
oriunda de populagdes naturais, principalmente de cianobactérias, freqiientemente dominantes
em ambientes de 4agua doce tropicais. A MOD composta pelos produtos de origem
fitoplanctdnica ¢ considerada labil, suscetivel a degradag@o bacteriana (Munster e Chrost 1990,
Wetzel 2001), e pode ser resultado de excrecdo ativa de produtos da fotossintese ou da lise
celular e liberacao do contetido intracelular para o meio.

Microcystis aeruginosa (Kutzing) ¢ uma espécie potencialmente toxica de cianobactéria
(Carmichael 1992) muito comum em ambientes de dgua doce do mundo todo (Reynolds e
Walsby 1975, Gilroy et al. 2000, Janse et al. 2004, Marshal 2009). Uma de suas caracteristicas
fisiologicas que confere vantagens competitivas com relagdo as demais espécies da comunidade
fitoplanctdnica € o fato das células produzirem internamente vesiculas de gas como parte de um
mecanismo de regulacdo de flutuagdo. Este mecanismo permite que as células em colonias
regulem sua densidade e consequentemente sua posi¢do na coluna d’agua, otimizando a
utilizacdo da radiacdo solar e sombreando as demais espécies. Devido a estas adaptacdes
fisiologicas, M. aeruginosa forma constantes e massivos florescimentos, principalmente em
reservatorios eutroficos como o reservatorio de Barra Bonita (rio Tieté, SP, Brasil, 22°29°S,
48°34°W), de onde a cepa de M. aeruginosa utilizada neste estudo foi isolada.

O reservatorio de Barra Bonita ¢ uma das represas artificiais do sistema de reservatorios
em cascata do rio Tieté. A barragem esta localizada a cerca de 250 km da cidade de Sao Paulo e
30 km do ponto onde o rio Piracicaba desdgua no rio Tieté (Giroldo 2003, Gouvéa 2004). Os
dois rios atravessam d4reas urbanizadas, industriais e agricolas. A grande quantidade de
nutrientes proveniente do despejo de residuos das atividades realizadas nestas areas faz com que

a producdo de biomassa fitoplanctonica do reservatdrio seja alta. Além disso, o reservatorio estd
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localizado numa regido subtropical, portanto caracterizada por alta incidéncia de radiagdo solar,
que favorece tanto a fotossintese e a produgdo autoctone de matéria organica, quanto a
ocorréncia de reagdes fotoquimicas.

No reservatorio de Barra Bonita, M. aeruginosa ¢ uma das espécies dominantes
(Dellamano-Oliveira et al. 2008) e produz florescimentos massivos ao longo do ano,
especialmente nos meses de verdo, quando hd menos vento e turbuléncia (Vieira et al. 2008),
condi¢des que permitem que as células flutuem formando densas camadas na superficie da agua.
A dominancia de M. aeruginosa no reservatorio, especialmente durante e apos florescimentos,
resulta na presenca de grandes quantidades de MOD auctdtone excretada, por liberagdo ativa ou
passiva, e intracelular, com a morte e lise das células.

1.2 Hipdtese

A exposi¢cdo da MOD produzida por Microcystis aeruginosa a radiagdo UV altera a sua
biodisponibilidade e, consequentemente, seu destino em sistemas onde a cianobactéria ¢
abundante, como o reservatorio de Barra Bonita. A caracterizacdo desta MOD e das
transformagdes as quais estd sujeita, mediadas pela atividade microheterotréfica e fotoquimica,
separadamente e em associacdo, contribuem para elucidar os mecanismos pelos quais a
biodisponibilidade e, consequentemente, as associagdes M. aeruginosa/bactérias, sdo afetadas
pela radiagao UV.

1.3 Objetivos

(1) Caracterizar a MOD produzida em culturas axénicas por M. aeruginosa, excretada
(extracelular) e intracelular, e a MOD do reservatério de Barra Bonita.

(2) Identificar as alteragdes causadas pela atividade fotoquimica sobre a MOD do
reservatorio de Barra Bonita e pelas atividades microbiologica e fotoquimica, separadamente e
em associagdo, sobre a MOD de M. aeruginosa (extracelular e intracelular).

(3) Avaliar os efeitos da exposicdo da MOD de M. aeruginosa a radiagao UV sobre sua

biodisponibilidade e as transformagdes quimicas responsaveis por estes efeitos.
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1.4 Técnicas

Diversas técnicas foram utilizadas ao longo deste estudo e serdo mencionadas
posteriormente no decorrer das andlises dos resultados. Para fins praticos, estas técnicas foram
listadas e descritas detalhadamente nos itens 1.4.1 a 1.4.5. A caracterizagdo da MOD foi feita
pela avaliacdo de suas propriedades Opticas e quimicas. Analises da matéria organica dissolvida
cromofoérica (MOD-C) e fluorescente (MOD-F) foram utilizadas para caracterizagdo das
propriedades opticas da MOD. A técnica de espectrometria de massa Fourier-transform ion
cyclotron resonance mass spectra (FTICRMS) possibilitou a caracterizagdo quimica da MOD.
A avaliacdo da biodisponibilidade foi baseada nas analises de concentracdo de carbono organico
da MOD, realizadas para quantificar remo¢do de material organico pelas bactérias; e nas
medidas de incorporagdo de timidina tridiada (H’- Timidina) pelas células, que foram utilizadas
como parametro de produtividade bacteriana. Os efeitos da irradiagdo da MOD sobre sua
biodisponibilidade foram elucidados pela caracterizagdo quimica fornecida por FTICRMS.

1.4.1 Andlises da matéria organica dissolvida cromoférica (MOD-C)

Andlises do espectro de absorbancia da MOD-C de 250 a 700 nm em intervalos de 1 nm
permitiram identificar a producdo e degradacdo de compostos cromofdricos mediadas pela
radiacdo e pela atividade bacteriana. Os espectros de absorbancia foram obtidos em
espectrofotometro de feixe duplo de luz (Agilent 8453) equipado com cuvetta de quartzo de 5
cm. Agua ultrapura foi utilizada como referéncia e as amostras foram analisadas em duplicatas.

Os valores de absorbancia foram transformados em coeficientes de absorbancia (a) por
metro (m™) de acordo com a equacdo (1) e variacdes na linha de base causadas pela difusdo da
luz pelas moléculas presentes na MOD-C foram eliminadas subtraindo-se a média de a em 750
nm até a em 800nm (Green e Blough 1994).

a=2.303A*L" (1)

onde A = valor de absorbancia e L = caminho 6ptico da cuveta (em metros).
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A massa molecular média da por¢do cromoférica da MOD pode ser calculada com base
na razao entre os coeficientes de absorbancia em 250 ¢ 365 nm (a250:a365). De acordo com De
Haan e De Boer (1987), compostos aromaticos de baixa massa molecular presentes na MOD-C
absorvem luz em 250 nm e conforme a massa molecular ou o nimero de anéis aromaticos
aumentam na MOD-C, a absorbancia desses compostos muda para comprimentos de onda mais
longos, sendo maxima em 365 nm. As variagdes na razdo a250:a365 sdo inversamente
proporcionais a variagdo na massa molecular média da MOC-C, ou seja, o aumento na razao
indica diminuicdo da massa molecular, e vice-versa. A reducdo média na massa molecular pode
ser causada por degradacdo completa preferencial de compostos de alta massa molecular, i.e.,
fotooxidagao ou degradagdo bioldgica completa de matéria organica e sua transformagdo em CO
e CO,, ou degradagdo parcial, ou seja, quebra de compostos de alta massa em compostos
menores, de baixa massa molecular. Por outro lado, o aumento médio na massa molecular da
MOD-C pode ser resultado da degradacdo completa preferencial de compostos de baixa massa
molecular, ou pela produgcdo de compostos de alta massa, seja por meio de reacdes de
condensa¢do mediadas pela radiagdo ou por excrecdo microbiana de compostos cromoforicos de
alta massa. As reacdes de condensagdo fotoinduzidas podem envolver também compostos
originalmente ndo cromoforicos, de baixa ou alta massa molecular, que passam a apresentar
propriedades opticas devido a condensagdo. E muito importante salientar que as variagdes na
massa molecular calculadas a partir das medidas de absorbancia devem ser restritas a por¢ao
cromoforica da MOD (MOD-C) e ndo necessariamente extrapoladas para toda a MOD,
especialmente se a fracdo cromofOrica representar pequena propor¢do, ou Proporcao
desconhecida da MOD total.

1.4.2 Anélises da matéria organica dissolvida fluorescente (MOD-F).

A andlise da porcdo fluorescente da MOD foi realizada por meio de analises de matrizes
de emissdo e excitacdo (emission-excitation matrices, EEM) tri-dimensionais de fluorescéncia.

As amostras foram analisadas em duplicatas. As matrizes foram geradas em um
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espectrofluorimetro (Fluoromax 2), equipado com cuveta de quartzo de 1 cm, de acordo com
Spencer et al. (2007). Para cada amostra, as matrizes foram construidas pela compilacdo de 45
espectros de emissdo (Em) no intervalo de 280 a 500 nm, com incremento de 1 nm, com
excitagdo (Ex) em comprimentos de onda de 200 a 420 nm, em intervalos regulares de 5 nm. As
aberturas de banda dos monocromadores de emissdo e excitacdo foram estabelecidas em 5 nm.
EEMs de aliquotas de agua ultrapura foram obtidas diariamente e utilizadas como referéncia. As
representacdes graficas das EEMs apresentam intensidade de fluorescéncia no eixo z, em fungdo
dos comprimentos de onda de excitacdo no eixo y, ¢ de emissdo no eixo X.

Em seguida foi realizada a correcdo das EEMs, feita em trés passos: (i) normalizag¢do da
fluorescéncia da MOD pela fluorescéncia do pico Raman detectado na agua ultrapura
(referéncia); (ii) correcdo dos efeitos da absorbancia da MOD na fluorescéncia (Bashford e
Harris 1987) por meio da equagdo (2) e (ii1) remocao de areas de emissdo < 300 nm e excitagdo
<240 nm das EEMs, devido a baixa razdo entre sinal e ruido nestas areas das matrizes.

I =1 (10", &) ()

Na equagdo (2), | ¢ a fluorescéncia detectada; lp ¢ a fluorescéncia na auséncia de auto-
absorbancia; o fator b assume que os feixes de emissdo e excitagdo somente passam por metade
do caminho 6ptico da cuveta; e Aex € Aem s30 valores de absorbancia da amostra nos respectivos
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo (Ohno 2002). A correcdo utilizando valores de
absorbancia deve ser feita em amostras com alta concentragdo de MOD, cuja absor¢do de luz
pelos cromoforos interfere na excitagdo e emissdo de fluorescéncia da amostra, sub-estimando
sua intensidade (Bashford e Harris 1987) .

Um modelo PARAFAC (parallel factor analysis) foi utilizado para identificagdo e
quantifica¢do dos picos de fluorescéncia (Stedmon et al. 2003). Esta andlise ¢ realizada com
base em uma biblioteca de EEMs a qual sdo aplicadas andlises estatisticas. O modelo identifica
picos que estdo sistematicamente presentes nas EEMs da biblioteca, mesmo que variando em

termos de intensidade. Novas EEMs para cada amostra sdo construidas com base no modelo; os
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fluoroforos observados nas EEMs originais sdo entdo comparados um a um com os fluoréforos
preditos pelo modelo, no que se refere a posicao (intervalos de emissdo e excitagdo dos picos) e
a intensidade de fluorescéncia, para checar a precisdo do modelo aplicado. As diferengas entre
os fluoréforos observados e preditos pelo modelo sdo o residuo; um modelo adequado prediz
fluoréforos cujas posicdo e intensidade dos picos sdo similares aquelas dos fluordforos
obervados, e portanto, apresenta residuos proximos de zero. Desta maneira, uma vez que o
modelo ¢ considerado adequado, o calculo das intensidades de fluorescéncia de cada pico das
EEMs pode ser utilizado como parametro semi-quantitativo da MOD-F.

Um méximo de quatro picos foram identificados nas EEMs (Figura 1) e agrupados em
trés categorias pelo modelo PARAFAC, embora nem todos eles tenham sido encontrados nos
trés tipos de MOD estudados. A caracterizagdo dos picos foi feita com base em estudos
previamente publicados acerca da identificacdo de componentes da MOD-F de diversos
ambientes e de substancias de referéncia, principalmente nos trabalhos de Coble et al. (1996) e
Huguet et al. (2009). De acordo com estes estudos, proteinas e outros compostos ricos em
aminoacidos aromaticos tirosina e triptofano apresentam fluorescéncia maxima em 275/350 nm
(Ex/Em) (pico T ou ); material humico ¢ composto por dois picos distintos, respectivamente
com fluorescéncia maxima em 270/450 nm (Ex/Em, pico A ou ) e em 350/450 nm (Ex/Em,
pico C ou ’, considerado material himico de origem terrestre); e o terceiro tipo de fluor6foro
foi identificado pelos autores como ‘material himico recente de origem autdctone’ e apresenta
fluorescéncia maxima em 315/400 nm (Ex/Em, pico M ou ). Esta terminologia ‘material
himico recente de origem autdctone’ € utilizada por autores que analisam amostras de MOD de
aguas naturais, nas quais a MOD ¢ uma mistura de material autoctone e aldctone. No caso do
presente estudo, todos os picos identificados na MOD de M. aeruginosa sao, obviamente, de
origem autdctone e recentes e, por esse motivo, mantivemos a terminologia mais simples de
‘material ou pico M’ para nos referirmos a este tipo de fluor6foro ao longo do texto. Além disso,

os fluor6éforos compostos por ‘material hiimico’ remetem na realidade a compostos com
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caracteristicas Opticas semelhantes ao material himico encontrado em amostras naturais e ndo ao
material resultante do processo de humificagdo propriamente dito. A analise por PARAFAC
agrupou estes fluoréforos nas trés categorias: material protéico (pico T), material himico (pico

A + pico C) e material M.
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Figura 1. Exemplo de EEM (MOD-F extracelular da cultura de Microcystis aeruginosa) e
localizacdo dos fluoréforos identificados neste estudo. T = material protéico; A = material
htimico, C = material himico de origem terrestre, e pico M.

1.4.3 Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry (FTICRMS)

A espectrometria de massa para amostras naturais de MOD por FTICRMS demanda uma
etapa inicial de ionizagdo da amostra, que transforma moléculas polares em moléculas
carregadas, ou ions e, portanto, esta técnica se restringe a porcao ionizavel da MOD. ESI
(electrospray ionization) foi o tipo de ionizagdo utilizado, que ocorre em pressdo atmosférica e é

considerado um processo ‘delicado’ de ionizacdo, que ndo degrada as moléculas da amostra.
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Este processo foi descrito em detalhe por Gaskell (1997). Em resumo, a amostra liquida de
MOD ¢ injetada de maneira a formar um Spray ou nuvem, ou seja, a amostra ¢ nebulizada em
goticulas mintisculas no momento que ¢ injetada na camara de ionizacao (Apollo II), preenchida
com gas nitogénio ultrapuro. Nesta camara ¢ aplicada uma diferenca de voltagem, o que faz com
que as moléculas se tornem ionizadas, seja pelo ganho ou perda de um préton. O tipo de ion em
que as moléculas sdo transformadas, se cation ou anion, depende do sinal da diferenca de
voltagem aplicada na camara, se negativa ou positiva. O acumulo de cargas e as interagdes do
tipo carga-carga entre os ions nas goticulas do spray de amostra reduzem-na a goticulas ainda
menores dentro da cdmara. Quando o solvente ¢ completamente evaporado, a MOD, agora
formada por ions, ¢ mantida na fase gasosa na camara de ioniza¢do do aparelho. Estes ions
acumulam em um hexapolo por 2 seg antes de serem transferidos para a célula de ressonancia
(Bruker Daltonics 12 Tesla Apex Qe), onde a intensidade do sinal emitido por cada ion € plotada
em func¢do de sua massa/carga (m/z) em um intervalo de 190 a 1000 m/z. As moléculas na MOD
que sofrem o processo de ionizagdo por ESI sdo carregadas com uma tUnica carga (Single
charged, z = 1) e, portanto, m/z representa o intervalo de massa, em Daltons, das moléculas da
MOD. O numero de corridas, i.e., ciclos de ionizacdo — acimulo de ions no hexapolo — tradugao
do sinal da célula de ressonadncia — varia de acordo com o potencial de ionizagdo da MOD em
estudo. A calibracdo externa do aparelho ¢ feita pela injecdo de uma solugdo de polietilenoglicol
(PEG) para verificar a eficiéncia da ionizagdo e da célula de ressonancia.

A preparagdo das amostras para analise por FTICRMS consiste em adicionar 100 a 200
pL de metanol ao mesmo volume da amostra aquosa de MOD (50:50, v/v). Quando analisada no
modo negativo de ionizagdo, a solu¢do de metanol utilizada contém 0.1 % de hidréxido de
amoénio, e quando analisada no modo positivo, a solucdo de metanol contém 0.1 % de acido
formico. Neste trabalho, algumas amostras foram ionizadas em modo negativo, e outras no
modo positivo; 300 corridas foram realizadas para cada amostra. A escolha do modo de

operagdo negativo ou positivo depende das caracteristicas da MOD em estudo. De maneira
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geral, as moléculas encontradas na MOD apresentam maior tendéncia a perder do que a ganhar
um proton e portanto, o modo negativo de operagdo tem sido mais utilizado para MOD de aguas
naturais (Mopper et al. 2007, Sleighter e Hatcher 2007). A utilizagdo de um ou outro modo de
ionizagdo ndo necessariamente resultara em caracterizagdo idéntica da mesma amostra de MOD,
j& que diferentes tipos de moléculas serdo ‘selecionadas’, dependendo do modo de operagdo
escolhido. Por exemplo, compostos contendo grupos fosfatados (PO,) tendem a perder um
proton, mas ndo a ganhar, e portanto sdo identificadveis pelo modo negativo de analise, e
‘invisiveis’ quando a MOD ¢ analisada no modo positivo. Por outro lado, compostos como as
proteinas e aminodcidos, por possuirem um grupo amina (NH>), que tem tendéncia a ganhar um
proton (NH;") e um grupo carboxilico (COOH), com tendéncia a perder um préton (COO),
serdo ionizados pelos dois métodos. A presenca de sais em geral, por exemplo NaCl em
amostras de aguas oceadnicas e os componentes de meios de cultura, interferem na andlise por
FTICRMS, pois sdo altamente ionizdveis e, portanto competem com as moléculas organicas da
MOD no processo de ionizagdo, especialmente se a MOD estiver em baixas concentragdes. A
relacdo entre concentracdo de sais e de MOD na amostra €, portanto, fundamental para obtencao
de um espectro de massa representativo da por¢ao organica da amostra.

O espectro de massa obtido pela analise por FTICRMS de uma amostra de MOD ¢
formado por centenas de picos, sendo que, teoricamente, cada pico representa um ion/molécula
da MOD. Para nossas amostras analisadas no modo negativo, a calibragdo interna do espectro
(posi¢do dos picos) foi feita com uma lista de massas moleculares exatas de acidos graxos, uma
classe de moléculas naturalmente presente em amostras de MOD e que tem alta eficiéncia de
ionizacdo no modo negativo (Lee 2005), no intervalo de massa de 200 até 450 m/z, com
resolugdo menor do que 1 ppm. As amostras analisadas pelo modo positivo foram internamente
calibradas com uma lista de compostos criada a partir da propria amostra de 200 a 700 m/z, com

resolugdo média de 0.2 ppm e mdxima de 0.6 ppm.
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Cada molécula identificada pela técnica apresenta massa molecular exata, com precisdo
de até 5 casas decimais. A partir dos valores de massa molecular exata, as férmulas moleculares
de cada molécula do espectro foram determinadas, considerando que as moléculas devem ser
formadas por um intervalo (min e méx) de nimero de atomos de Carbono (IZC, min 8, méax 50),
Hidrogénio (‘H, min 8, max 100) e dos heteroatomos Oxigénio (‘°0, min 0, max 30), Nitrogénio
(**N, min 0, méx 16), Enxofre (*'S, min 0, max 2) e Fosforo (**P, min 0, max 2). Além dos
numeros absolutos de cada tipo de atomo, as razdes entre eles consideradas quimicamente
possiveis foram estabelecidas para a definicdo das formulas moleculares, sendo elas: O/C < 1.2;
0.3 > H/C <2.25; N/C <0.5; S/C <0.2; P/C < 0.1 e (S+P)/C <0.2 (P para as analises feitas no
modo negativo apenas). Estes numeros foram processados pelo software Molecular Formula
Calculator e por programagdo inserida no software MATLAB. Com base em todos estes
critérios, uma Unica formula quimica possivel ¢ determinada para os compostos de baixa massa
molecular (m/z < 300 Da); conforme m/z aumenta, o nimero de férmulas matematica e
quimicamente possiveis para um sO pico aumenta também. Isto acontece porque, para os
compostos de alta massa molecular, a resolugdo da técnica disponivel até o momento ndo ¢ alta
o suficiente e, portanto, um so6 pico ¢ visivel no espectro, mas ele pode na verdade representar
mais de uma molécula. Por este motivo, ao invés de simplesmente escolher uma das férmulas
quimicas dentre as possiveis, nds optamos por analisar apenas o grupo de compostos definidos
por uma unica férmula molecular possivel. Dentro do intervalo de m/z que foi internamente
calibrado, a porcentagem de compostos com uma uUnica formula molecular possivel foi em
média de 65 % para nossas amostras.

A lista final de compostos e suas respectivas formulas moleculares e massas moleculares
exatas foram utilizadas para o calculo de varios parametros tteis na interpretacao dos resultados.
Os espectros propriamente ditos ndo foram apresentados por que fornecem muito pouca
informacao discernivel visualmente. Ao invés deles, outros tipos de plotagens dos dados, mais

esclarecedoras, foram realizadas. As razdes entre o numero de atomos de Hidrogénio e Oxigénio
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pelo nimero de atomos de Carbono (H/C e O/C) em cada molécula sio comumente usadas na
producdo do diagrama de Van Krevelen (Van Krevelen 1950), que ¢ uma representacdo grafica
que permite a visualizacdo da abundancia de compostos pertencentes a diferentes classes
moleculares. Um exemplo do diagrama de Van Krevelen ¢ apresentado na Figura 2. As classes
de biomoléculas apresentadas na Figura 2 foram estabelecidas de acordo com valores tedricos de
H/C e O/C. Considerando que a composi¢cao da MOD pode ser complexa e ainda variar devido
aos processos de transformagdo, o diagrama ndo deve ser interpretado como um método
definitivo de identificacdo das moléculas de uma amostra de MOD, mas como um guia para a
provavel classificacdo dos compostos. O diagrama de Van Krevelen ¢ muito utilizado para
comparacdo de amostras no intuito de identificar processos de degradagdo, producdo e

intercdmbio de moléculas, além das reagdes quimicas representadas pelas letras A — D.
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Figura 2. Diagrama de Van Krevelen mostrando as regides onde classes de moléculas estdo
representadas com base em razdes H/C e O/C tedricas. As letras representam reagdes quimicas:
(A) Metilagdo/Demetilagdo; (B) Hidrogenagdo/Dehidrogenacao; (C) Condensacao/Hidratacao

(adigdo de grupos OH); (D) Oxidagao/Redugdo. Fonte: Sleighter e Hatcher (2007).
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Diversos célculos baseados nas formulas quimicas e nas massas moleculares exatas das
moléculas foram realizados a fim de obter uma classificagdo dos compostos identificados por
FTICRMS. A massa molecular média da MOD foi calculada pela soma das massas exatas de
todas as moléculas dividida pelo nimero numero total de moléculas de uma amostra. A fim de
identificar tendéncias de alteragdes nas massas moleculares causadas pelos processos estudados,
o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado a massa molecular de diferentes grupos
de compostos. O equivalente de duplas ligagdes (double bond equivalent, DBE) ¢ o calculo do
namero de duplas ligacdes e de anéis aromaticos na MOD, e quando normalizado pelo niimero
de 4atomos de carbono das moléculas (DBE/C), pode ser utilizado como um indice de
aromaticidade da amostra. O DBE pode ser normalizado também pelo niumero de atomos de
hidrogénio e oxigénio das moléculas. Os valores normalizados de DBE sdo, por sua vez,
utilizados na identificacdo de diversas formas quimicas estruturais como: estruturas condensadas
ricas em anéis aromaticos (Condensed Aromatic Ring Structures, CARS, Hockaday et al. 2006),
compostos alifaticos (longas cadeias de carbono sem anéis aromaticos ou aliciclicos, Perdue et
al. 1984) e moléculas aliciclicas (com anéis ndo aromadticos) ricas em grupos carboxilicos
(COOH) (Carboxilic-rich alicyclic molecules, CRAM, Hertkorn et al. 2006). O resumo dos

critérios para definicao e calculo destes indices estd listado na Tabela 1.

Tabela I. Critérios de defini¢ao dos indices e estruturas moleculares utilizados neste estudo.

Indice Critério(s) de definigao

Massa molecular média Soma das massas exatas dividida pelo nimero total de picos

DBE/C DBE =[ 2*(2*#C + #N + #P - #H +2) | / #C

CARS DBE/C > 0.7

Alifaticos DBE/C > 0.3 and H/C > 1

CRAM 0.68 <DBE/C > 0; 1.75 <DBE/O > 0.77; 0.75 <DBE/H > 0.2

# = numero de atomos
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1.4.4 Carbono organico dissolvido

Medidas de concentragdo de carbono organico dissolvido (COD) da MOD foram
realizadas pelo método de combustdo (Sharp et al. 1993) a 720° com oxigénio ultrapuro. As
amostras foram analisadas em um aparelho TOC-V cph (Shimadzu) pelo método NPOC (non-
purgable organic carbon) e os valores de COD foram expressos em ppm e representam a média
de 3 de um total de 5 injecdes de cada amostra com valores méximos de coeficiente de variacao
(CV) e de desvio padrao estabelecidos em 2 % e 0.1, respectivamente. O método NPOC consiste
na inje¢cdo da amostra cujo pH foi previamente reduzido para 2.8 — 3.0 e aeragdo com gas
oxigénio ultrapuro por 1.5 min para elimina¢gdo do carbono inorganico e, em seguida,
transferéncia para a cdmara de combustao.

1.4.5 Produtividade bacteriana

A avaliacdo da produtividade bacteriana foi baseada no célculo das taxas de incorporagao
de timidina tritiada (H’-Timidina) ao DNA bacteriano, de acordo com o método de
microcentrifugacdo descrito por Smith e Azam (1992). Embora este método seja referente a
produgdo bacteriana medida por assimilagio de C'*-leucina, os autores afirmam que o
procedimento pode ser utilizado também para a assimilagio de H’-timidina. Em resumo, 8
aliquotas de 1.5 mL de amostra das culturas bacterianas sdo transferidas para tubos de pléstico
de 2 mL e 10 pL de uma solugdo de H’-timidina a 57 pCi ou 0.74 nmol (atividade especifica: 77
Ci mmol'l, Amersham) sdo adicionados as amostras. A 4 das 8 réplicas, sdo imediatamente
adicionados 100 pL de solu¢do de acido tricloroacético (TCA) 79 %, para interromper o
metabolismo bacteriano nestas réplicas e, desta maneira, utilizd-las como medidas iniciais (tp).
As outras 4 réplicas sdo mantidas vivas e incubadas em temperatura ambiente por 4 horas (1),
tempo suficiente para que ocorra a assimilagio mensuravel de H’-timidina pelas células ativas.

, , .. o 3. g , . . , 1. . I
Ap6s este periodo, a assimilacdo de H’-timidina ¢ interrompida nas réplicas vivas pela adicao de
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100 uLL de TCA 79 %. Em seguida, todas as réplicas foram lavadas por multiplas centrifugacdes
para remogdo da H’-timidina em excesso, ndo incorporada, e também do TCA, e para lavagem
das células. A primeira centrifugacdo ¢ feita a 10.000 g por 15 min e o sobrenadante ¢
descartado; em seguida, adiciona-se 1.5 mL de TCA 5 % aos tubos e centrifuga-se novamente a
10.000 g por 7 min; o sobrenadante ¢ novamente descartado e 1.5 mL de etanol 80 % gelado sao
adicionados aos tubos. Finalmente, as amostras sdo centrifugadas a 10.000 g por 7 min,
descartando-se o sobrenadante. Os tubos contendo as células bacterianas sedimentadas pela
centrifugacdo foram mantidos em temperatura ambiente por no minimo 12 horas, até que o
etanol evaporasse completamente. As células sdo entdo ressuspensas em 1.5 mL de solugdo de
cintilagdo (Cole-Parmer) e a radioatividade nos tubos ¢ medida em unidades de DPM
(desintegragdes por minuto, Tri Carb Packard HP). A taxa de incorporacao de H’-timidina foi
calculada de acordo com a equagao (3) (Wetzel e Likens 1991):

Taxa de incorporagio de H’-timidina (nmol.L™".h™")= (DPMt-DPMt)*1.01*1000 3)

1.71%10%*v*t

Onde, DPMt = DPM das amostras incubadas vivas por 4 h; DPMty; = DPM das amostras
controle, ‘mortas’ antes da incubacdo; 1.01 = fator de dilui¢do pela adicdo de TCA; 1000 = fator
de multiplicagio para calculo da taxa por litro; 1.71*10° = atividade especifica da H-timidina
utilizada; v = volume inicial de amostra utilizado nas incubagdes; e t = tempo de incubagdo.

Amostras de H-timidina em 4gua ultrapura em concentragdes no intervalo de 0.25 a 250
nmol foram utilizadas para avaliar os limites de deteccdo do aparelho medidor de radioatividade
(R* médio = 0.9998) ¢ a reprodutibilidade das medidas. Todas as medidas de radioatividade em

nossas amostras foram acompanhadas de medidas nestas amostras de referéncia.
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Capitulo 2. Caracterizacdo e mudancas induzidas pela radiacdo UV na MOD produzida por
Microcystis aeruginosa em culturas axénicas e MOD do reservatdrio de Barra Bonita em

funcao do tempo de irradiacéo.

2.1 Objetivos

(1) Caracterizar a MOD extracelular e intracelular produzida M. aeruginosa, em culturas

axénicas, e do reservatorio de Barra Bonita.

(2) Avaliar as mudangas nestes trés tipos de MOD causadas pela radiacio UVA e UVB

em fung¢do do tempo de exposi¢do.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Nomenclatura e defini¢éo dos tipos de MOD estudados

MOD EXTRA, definida como a matéria organica dissolvida extracelular menor do que

0.22 pm presente nas culturas axénicas de M. aeruginosa apos 60 dias de cultivo;

MOD INTRA, definida como a matéria organica interna as células, que foi liberada para

o meio externo devido a lise celular;

MOD BB, matéria organica dissolvida menor do que 0.22 pum presente na agua do

reservatorio de Barra Bonita.

2.2.2 Obtencédo da MOD

A cianobactéria M. aeruginosa (cepa BB005), isolada do reservatorio de Barra Bonita ¢
mantida na cole¢do de culturas de microalgas do Departamento de Botanica da UFSCar
(WDCM No. 835), foi cultivada em condi¢des axénicas para obtengdo da MOD EXTRA e MOD
INTRA. As culturas axénicas foram preparadas em 3 L de meio de cultura ASM-1, pH 7

(Gorham et al 1964), previamente autoclavado (121° C, 40 min) em frascos de borosilicato de 4
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L. A transferéncia do inoculo axénico foi feita assepticamente em fluxo laminar e as culturas
foram mantidas em sala acondicionada a 23°C (£ 1), com ciclo luz:escuro de 12:12 h e
intensidade de luz de 150 pmol photons m™s™ proveniente de lampadas de 40 W do tipo ‘luz do

dia’. As culturas foram aeradas por agitacdo manual dos frascos, duas a trés vezes ao dia.

MOD EXTRA: Apo6s 60 dias de cultivo, ao final da fase exponencial do crescimento, as
células foram separadas da MOD extracelular da cultura por filtragdo tangencial em cartuchos
com membranas de polipropileno de 0.22 um de diametro de poro (Pellicon Millipore), sob
pressdo maxima de 10 psi. O sistema de filtragdo foi pré-lavado com solucdo de NaClO 5 % e
enxaguado varias vezes com agua ultrapura antes e apds a filtracdo. A MOD extracelular menor

que 0.22 um foi utilizada nos experimentos.

MOD INTRA: A amostra de células isoladas do material extracelular foi concentrada
durante a filtragdo tangencial descrita anteriormente ¢ imediatamente congelada para obtengdo da
MOD intracelular. Ap6s duas semanas no freezer, o concentrado de células foi descongelado e
mantido em banho de ultrassom por 15 min. Este ciclo de congelamento-descongelamento-
sonificagdo foi repetido varias vezes para garantir a ruptura da maior parte das células. Em
seguida, a amostra foi filtrada a vacuo em trés etapas consecutivas em filtros de 10, 5 ¢ 0.7 um de
diametro de poro, para retirada das células inteiras resistentes ao procedimento e outras particulas
maiores, ¢ obtencdo da MOD intracelular dissolvida. Finalmente, a amostra foi assepticamente
filtrada em sistema de filtragdo tangencial em cartuchos com membranas de 0.22 um de diametro
de poro e a MOD coletada, menor que 0.22 pum, foi utilizada nos experimentos. A eficiéncia deste
procedimento foi verificada experimentalmente por meio de contagem de células antes e apds os
ciclos congelamento-descongelamento-sonificagao, e por medidas de carbono organico dissolvido
ao longo das etapas de filtragdo (dados ndo apresentados), € mostraram que a maioria das células
(90 %) foi lisada e a maior parte do carbono organico intracelular (80 %) foi obtido na fracdo

menor que 0.22 um por este procedimento.
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MOD BB: Amostras de 4gua do reservatorio de Barra Bonita foram coletadas em varias
profundidades (0, 1, 3, 7, 10, 15 e 18 m) com uma garrafa e sistema de mangueiras previamente
autoclavados, que impediram a contamina¢do com bactérias do ar. As amostras das diferentes
profundidades foram coletadas na mesma garrafa e misturadas em igual volume para obtencdo
de uma amostra de agua integrada da coluna d’4gua. No dia da coleta, havia um grande
florescimento de Microcystis sp que cobria a superficie da dgua no ponto de coleta. No
laboratério, a amostra de agua foi filtrada em filtros de fibra de vidro pré-calcinados de 1.2 pm
de diametro de poro para retirada das células fito e zooplanctonicas, e outras particulas maiores,
e em seguida filtrada em sistema de filtragdo tangencial com cartuchos de fibra oca de 0.65 pm
de didmetro de poro. A esta amostra foi adicionado cloreto de merctrio (100 uL.L" de uma
solugdo estoque saturada a 70 g.L™'). A amostra foi filtrada tangencialmente em condi¢des
assépticas em cartuchos de 0.22 pm de diametro de poro imediatamente antes do inicio do

experimento e a MOD coletada, menor que 0.22 pm, foi utilizada nos experimentos.
2.2.3 Experimentacéo

Separadamente, as amostras de MOD EXTRA e MOD INTRA foram distribuidas
assepticamente em tubos de quartzo de 80 mL, mantidos sob lampadas ricas em radiagdo UVA
(340 Q-Panel). Este procedimento foi repetido posteriormente e as amostras de MOD EXTRA,
MOD INTRA e MOD BB, separadamente, foram expostas a lampadas ricas em radiacio UVB
(Philips). Ambos experimentos foram realizados em sala acondicionada a 20°C para evitar o
aquecimento excessivo das amostras. As intensidades de radiagdo utilizadas nestes experimentos
em laboratdrio foram as mesmas medidas de radiacio UVB e UVA que atingem a superficie do
reservatorio de Barra Bonita: 3 W.m™ e 25 W.m™, respectivamente. O niimero de lampadas, que
variou entre 4 e 12, e o posicionamento das amostras foram adequados de modo a obter estas
intensidades de radiacao. Para as medidas de radiacao realizadas no laboratorio foi utilizado um

radiometro IL-1700 (International Light) e sensores especificos para UVA (SUD 240) e UVB
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(SED 240). As medidas de radiagdo feitas na superficie do reservatorio de Barra Bonita foram
realizadas com um radiometro EPP 2000 (StellarNet). Nos experimentos realizados com MOD
EXTRA e MOD INTRA, irradiadas com UVB e UVA, as amostras foram obtidas apos 0.5, 1, 3,
7, 15 e 60 dias de exposicdo, além da amostra inicial ndo irradiada. No experimento realizado
com a MOD BB, irradiada com UVB, as amostras foram obtidas apo6s 0.5, 1, 2, 4, 7, 11 e 43
dias, além da amostra inicial ndo irradiada. Em cada amostra foram realizadas as analises
descritas no Capitulo 1, com exce¢do da Produtividade Bacteriana. A terminologia MOD inicial
ao longo do texto refere-se a MOD ndo irradiada. Os experimentos com MOD EXTRA e MOD
INTRA foram realizados primeiro e, de maneira geral, resultaram em padrdes similares de
fotoalteragdes quando realizados com UVA e UVB. Por este motivo, a MOD de Barra Bonita foi
exposta apenas a radiacdo UVB.

2.3 Resultados

2.3.1 Anélises da matéria organica dissolvida cromoforica (MOD-C)

Como resultado da exposi¢do da MOD EXTRA a radiagdo UVA e UVB, trés principais
processos puderam ser observados na sua por¢do cromoforica (MOD-C, Figura la e 1b).
Primeiramente, houve reducdo da absorbancia em comprimentos de onda curtos (de 250 a 340
nm) em funcdo do tempo de exposi¢do. Em segundo lugar, ocorreu aumento da absorbanca da
MOD-C de 340 até 450 nm como resultado da exposi¢ao por 0.5 dia. Finalmente, a irradiagdo de
3 a 60 dias revelou picos de material fotorresistentes na MOD-C, com absorbancia maxima em
300, 354 e acima de 420 nm. O primeiro pico de material resistente aparece discernivel nos
espectros das amostras expostas de 3 a 60 dias. O segundo pico, com absorbancia maxima em
354 nm, foi mais visivel quando a MOD foi irradiada com UVB. O terceiro ndo aparece como
um pico definido no espectro, mas € representado por um aumento generalizado em absorbancia
acima de 420 nm, cujos valores nas amostras expostas por 60 dias foram maiores do que os
valores na MOD inicial. Os trés processos — redu¢do e aumento nos valores de coeficiente de

absorbancia em diferentes regides do espectro e a fotoresisténcia ou fotoprodugdo de porgdes
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fotorresistentes — demonstram que a MOD excretada por M. aeruginosa ¢ composta por

produtos com diferentes niveis de suceptibilidade e tipos de reatividade a radiacao.

comprimento de onda (nm)

550 600 650 700

comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectro do coeficiente de absorbincia (a.m™) da matéria organica dissolvida
cromoforica (MOD-C) extracelular liberada por Microcystis aeruginosa ao longo do tempo de
exposicao a radiacdo (a) UVB e (b) UVA.

A exposicdo da MOD INTRA a radiagdo resultou em reducdo da intensidade de

absorbancia ao longo de todo o espectro em fun¢do do tempo, e a forma inicial do espectro
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manteve-se similar durante os 60 dias de exposi¢do (Figuras 2a e b). O pico de absorbancia
correspondente a ficocianina, em 630 nm, foi completamente eliminado apds 0.5 dia de exposi¢ao
a UVA e UVB. Nao houve fotoprodugdo detectivel de MOD-C e picos de materiais

fotorresistentes também ndo foram observados.
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Figura 2. Espectro do coeficiente de absorbancia (a.m™) da matéria organica dissolvida
cromoforica (MOD-C) de origem intracelular de Microcystis aeruginosa ao longo do tempo de
exposicao a radiacdo (a) UVB e (b) UVA.
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Similarmente 8 MOD INTRA, a exposicdo da MOD BB a radiacdo UVB resultou em

redu¢do na absorbancia de uma maneira geral ao longo do espectro, mas especialmente em

comprimentos de onda mais longos (Figura 3). Nao houve produgdo detectavel de compostos

cromoforicos causada pela irradiacdo. Apds 43 dias de exposi¢do, no entanto, dois picos

distintos de material resistente, com absorbancia maxima em 300 e 354 nm, foram observados

no espectro (Figura 3, quadro interno), semelhantes aqueles que foram observados durante a

irradiagdo da MOD EXTRA de M. aeruginosa.
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Figura 3. Espectro do coeficiente de absorbancia (a.m™) da matéria organica dissolvida

cromoforica (MOD-C) do reservatério de Barra Bonita ao longo do tempo de exposi¢dao a

radiacdo UVB. O quadro interno mostra a amostra irradiada por 43 dias em escala otimizada.
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A razdo entre os coeficientes de absorbancia em 250 e 365 nm diminui conforme a massa
molecular da MOD-C aumenta. Houve aumento na massa molecular média da MOD-C EXTRA,
que ocorreu no periodo de 0.5 dia de exposicdo (Figura 4a), devido a produgdo de MOD-C
absorvendo em 365 nm (MOD-C de alta massa) nos experimentos com UVB e UVA. Portanto, a
fotoproducao de MOD-C de alta massa molecular foi o principal processo que causou o aumento
na massa molecular média da MOD-C EXTRA em 0.5 dia de exposi¢dao. Em seguida, a
exposicdo por mais de 3 dias causou reducdo em ambos a250 e a365 proporcionalmente,

mantendo a massa molecular constante e mais alta do que a inicial.

A irradiagdo da MOD INTRA e MOD BB, por outro lado, causou a redu¢do na massa
molecular média da MOD-C (Figura 4b), devido a redugdo da absorbancia mais efetiva em
comprimentos de onda longos (a365) do que curtos (a250). Nestes dois tipos de MOD, a
reducdo média na massa molecular foi relacionada também ao fato da absorbancia da MOD-C
de baixa massa (a250) ser inicialmente muito maior e, portanto, ‘sobrar’ na amostra apds a

reducdo de virtualmente toda a absorbancia da MOD-C de alta massa (a365).

Nos trés tipos de MOD, uma vez que a por¢do cromoforica de baixa massa foi
diretamente afetada pela radiag@o, ndo foi detectada fotoproducdo de compostos cromoforicos de

baixa massa resultantes da quebra de compostos de alta massa.
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MOD INTRA de Microcystis aeruginosa e MOD BB.
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2.3.2 Andlises da matéria organica dissolvida fluorescente (MOD-F)

A andlise da por¢do fluorescente da MOD pelas EEMs mostrou que o material humico
com maximas Ex/Em 350/450 nm, pico C, foi encontrado na MOD EXTRA (Figura 5a) e
INTRA (Figura 5b), enquanto que o material himico com maxima Ex/Em em 270/450, pico A,
foi observado nos trés tipos de MOD estudados (Figura 5a, b e ¢). O componente protéico, rico
em triptofano com maxima Ex/Em em 275/350 nm, pico T, foi detectado apenas na MOD das
culturas de M. aeruginosa: MOD EXTRA ¢ MOD INTRA (Figura 5a e b). O terceiro tipo de
fluoroforo (tipicamente descrito como material autdctone recente, Capitulo 1), pico M com
maxima Ex/Em em 315/400 nm, foi obervado na MOD EXTRA (Figura 5a) e na MOD BB

(Figura 5c).

A irradiacdo da MOD EXTRA e INTRA por 0.5 dia revelou que os diferentes tipos de
fluoréforos da MOD produzida pela cianobactéria apresentam diferente suceptibiliade a radiacao
UV. A avaliagdo qualitativa das EEMs das amostras de MOD EXTRA e INTRA irradiadas por
0.5 dia com UVB (Figura 5d e 5¢) mostrou que a exposicao a radia¢ao fez com que o material
hiimico passasse ser a classe de fluor6foros mais representativa, ja que a intensidade de
fluorescéncia do material protéico foi rapida e drasticamente reduzida pela exposi¢ao de curto
prazo. Em consequéncia, estas EEMs tornaram-se qualitativamente mais semelhantes aquela
obtida para a MOD BB inicial (Figura 5c¢). Por sua vez, a exposi¢ao de 0.5 dia da MOD BB
também nado foi suficiente para a remog¢do do material humico presente inicialmente na MOD
(pico A). Estes resultados mostram que a fluorescéncia do material himico ¢ mais resistente a
fotodegradacdo do que aquela dos demais tipos de fluoréforos. O pico M da MOD BB ainda

esteve visivel apds a exposicao a UVB por 0.5 dia.
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Figura 5. Matrizes de Emissdo-Excitagdo (EEMs) da MOD de Microcystis aeruginosa (a)
EXTRA inicial e (b) INTRA inicial e (c) MOD BB inicial; e apds irradiagdo com UVB por 0.5
dia (d) EXTRA, (e) INTRA e (f) de BB. T = material protéico, M = pico M, C e A = material

htimico.
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Os resultados obtidos pelo modelo PARAFAC agruparam os picos da MOD EXTRA em
3 tipos distintos (humicos, proteico e pico M), os da MOD INTRA em 2 tipos (humico e
proteico), enquanto que para a MOD BB, a aplicacdo do modelo foi adequada apenas para o
material hiimico (pico A) (Figura 6). A analise semi-quantitativa da fluorescéncia mostrou que a
MOD-F de M. aeruginosa EXTRA e¢ INTRA ¢ dominada pelo material protéico, seguida pelo
material hiimico (Figura 6a, b, c e d, ‘tempo 0’). O material M, na MOD EXTRA, contribuiu

com a menor intensidade de fluorescéncia (Figura 6a e b, ‘tempo 0°).

Ao longo do tempo de irradiagdo, com UVB e UVA, foi observada a reducdo na
fluorescéncia da MOD EXTRA e INTRA de maneira geral. Apos 3 dias de exposicdo, as
intensidades de todos os fluoroforos foram significativamente reduzidas (Figura 6a — d). Durante
a exposicao de curto prazo (0.5 e 1 dia), no entanto, as medidas de intensidade de fluorescéncia
confirmaram a resisténcia relativa dos compostos humicos (Figura 6a, b e c, ‘tempos 0.5 ¢ 1
dia’), a excecdo da MOD INTRA irradiada com UVA (Figura 6d, ‘tempos 0.5 e 1 dia’), cuja
dominancia de compostos protéicos foi mantida. A intensidade de fluorescéncia do componente
hiimico da MOD-BB foi lentamente reduzida ao longo do tempo de exposicao a UVB (Figura
6¢), similarmente a reducao observada para o componente himico da MOD EXTRA e INTRA.
Nao foi observada fotoproducao de compostos fluorescentes € nenhum dos materiais resistentes
detectados pelo espectro de absorbancia da MOD EXTRA parece pertencer a porcao

fluorescente desta MOD.
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Figura 6. Intensidade méxima de fluorescéncia (em unidades de Raman, U.R.) de cada pico de

material fluorescente identificado na MOD EXTRA em funcdo do tempo de exposi¢cdo a (a)

UVB e (b) UVA; MOD INTRA em funcao do tempo de exposicao a (¢) UVB e (d) UVA; e (e)

MOD BB em func¢ao do tempo de exposi¢do a UVB.
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2.3.3 Concentracéao de carbono organico

A fotodegradagdo ou fotooxidagdo completa (i.e., transformacao de carbono organico em
inorganico) dos trés tipos de MOD foi medida pela redugdo de carbono organico dissolvido
(COD) das amostras em fun¢do do tempo de exposicao (Figura 7). Estes dados foram obtidos
apenas para os experimentos realizados com radiagdo UVB. E interessante notar que houve uma
relagdo inversamente proporcional entre a remocdo de COD em funcdo do tempo e a
concentracdo inicial de COD de cada tipo de MOD. Por exemplo, a MOD EXTRA apresentou
menor concentra¢do inicial de COD e quando irradiada por 3 dias, apresentou reducao de 15 %
do valor inicial, enquanto que a exposi¢do maxima estabelecida no experimento, 60 dias, causou
a reducao de 70 % na concentracdo de COD. Resultados similares foram observados na MOD
BB: fotooxidacdo de 15 % do COD apos 2 e 4 dias enquanto que a exposicdo maxima da MOD,
de 43 dias, resultou em fotooxidagcdo de 60 % do COD. A MOD INTRA, por outro lado,
apresentou a maior concentracao de COD inicial e somente apds 7 dias foi observada a remogao

de 10 % do COD, e apos 60 dias de exposicao apenas 22 % do COD foi removido.
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Figura 7. Concentragdo de carbono organico total (COD, em ppm) em fungdo do tempo de

exposicao a radiagdo UVB da MOD EXTRA e INTRA de Microcystis aeruginosa e MOD BB.
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2.3.4 Analise das caracteristicas quimicas da MOD - espectrometria de massa.

A caracterizagdo por FTICRMS no modo negativo de ionizacdo foi realizada apenas nas
amostras de MOD EXTRA inicial e irradiada por 0.5 e 7 dias com UVB e de MOD BB inicial e
irradiada por 0.5 e 7 dias com UVB. Para fins praticos os termos irradiacdo de curto e longo
prazo, referem-se as andlises de FTICRMS das amostras irradiadas por 0.5 e 7 dias,

respectivamente.

Como mencionado no Capitulo 1, os compostos identificados por FTICRMS foram
classificados de acordo com a forma estrutural (CRAM, alifaticos ¢ CARS). Os compostos
foram também classificados de acordo com as formulas quimicas ou composigdes atomicas,
dentre as quais as mais abundantes foram CHO, CHON, CHOS, CHOP. A maior parte dos
compostos das 6 amostras analisadas foram identificados como pertencentes a uma das classes

estruturais (79.5 a 88 %) e das categorias de composi¢ao atdmica (85.5 a 91.7 %) (Tabela I).

Embora a composi¢do geral da MOD EXTRA irradiada por 0.5 dia tenha sido bastante
semelhante a da MOD EXTRA inicial, houve fotooxidacdo de 61 compostos da MOD inicial, e
produgdo de 90 novos picos, e, portanto, a MOD EXTRA irradiada por 0.5 dia apresentou 11.6 %
mais compostos do que a MOD EXTRA inicial (Tabela I). Notavelmente, as maiores
transformagdes mediadas pela radiagdo UVB foram causadas pela exposi¢ao de longo prazo (7
dias) da MOD EXTRA, pela clara redu¢do no niimero total de compostos identificados pela

técnica (de 249 para 158, reducdo de 36.5 %, Tabela I).

A Figura 8 mostra o diagrama de Van Krevelen das diferentes formas estruturais dos
compostos detectados por FTICRMS na amostra de MOD EXTRA, inicial (Figura 8a) e
fotoquimicamente modificada pela exposi¢ao de curto (0.5 d, Figura 8b) e longo prazo (7 d, Figura
8¢), e suas respectivas composicdes atomicas (Figura 8d-f). Dentre as classes estruturais, destacou-

se a dominancia de alifaticos na MOD EXTRA inicial (Figura 8a) e irradiada por 0.5 dia (Figura



52

8b). Na amostra exposta por 7 dias foi observada redugdo proporcional de compostos aromaticos e
CRAM, e aumento da dominancia de alifaticos (Figura 8c). Em termos de composi¢do atomica,
compostos CHON dominaram as amostras de¢ MOD EXTRA inicial e irradiada por curto prazo
(47 e 46 %, respectivamente) (Figura 8d e e) e irradiagdo de longo prazo causou aumento da
abundancia de moléculas CHO (62 %) (Figura 8f). Como sera analisado adiante, a dominancia do
grupo CHO nesta amostra foi atribuida a fotodegradacdo preferencial dos compostos CHON e

resisténcia relativa de CHO.

Tabela 1. Numero de compostos identificados por FTICRMS na MOD EXTRA de Microcystis
aeruginosa e MOD BB iniciais e irradiadas por 0.5 e 7 dias com radiagdo UVB. Os valores entre
parénteses sdo a porcentagem que cada componente (fotoproduto ou fotoresistente) representa em
relagdo ao total de compostos das amostras irradiadas; A representa a variagdo no total de
compostos das amostras irradiadas em relagdo as respectivas amostras iniciais; FE ¢ a
porcentagem de compostos identificados pelo critério de Forma Estrutural (%); e CA ¢ a

porcentagem de compostos identificados pelo critério de Composi¢ao Atomica (%).

Tipo de Irradiagdo Componentes Numero de A FE (%) CA (%)
MOD compostos
Inicial n/a 249 n/a 80.7 88.8
UVB, 0.5 dia 278 +11.6 79.5 86
MOD Fotoprodutos 90 (32.4%)
EXTRA Fotorresistentes 188 (67.6 %)
UVB, 7 dias 158 -36.5 84.8 91.7

Fotoprodutos 71 (45 %)
Fotorresistentes 87 (55 %)

Inicial n/a 400 n/a 83.8 90.3
UVB, 0.5 dia 445 +11.25 84 90.3
MOD Fotoprodutos 130 (29.2 %)
BB Fotorresistentes 315 (70.8 %)
UVB, 7 dias 166 -58.5 88 85.5

Fotoprodutos 118 (71 %)
Fotorresistentes 48 (29 %)
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Figura 8. Caracterizagdo quimica da MOD extracelular das culturas de Microcystis aeruginosa:

diagrama de Van Krevelen da MOD (a) inicial e irradiada por (b) 0.5 e (c) 7 dias (as barras

representam a propor¢ao de cada classe de compostos na amostra); e composicdo atomica da

MOD (d) inicial e irradiada por (e) 0.5 e (f) 7 dias, em nimero de compostos e porcentagem

(%).
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A Figura 9 mostra os compostos degradados (Figura 9a), resistentes (Figura 9b) e
produzidos (Figura 9c) pela exposi¢cdo de curto (0.5 dia) e longo prazo (7 dias) da MOD
EXTRA. Os compostos fotooxidados em curto prazo estiveram localizados principalmente na
regido do diagrama correspondente as proteinas. A maior parte das moléculas fotodegradaveis,
no entanto, foi removida gracas a exposi¢do de longo prazo, e também coincidiu com a regido
das proteinas no diagrama (Figura 9a). O grupo de compostos resistente a irradiagdo por 7 dias,
claramente esteve localizado na regido dos lipideos do diagrama, caracterizada por alifaticos de
baixa razdo O/C (Figura 9b). Dentre os fotoprodutos (Figura 9c), trés tendéncias foram
observadas: a producdo de compostos CARS (aromaticos condensados) em curto prazo, a
producdo de alifaticos de baixa razdo O/C (na regido dos lipideos) em longo prazo, e a produgdo
de espécies mais oxidadas, que ocorreu de maneira gradual em fun¢do do tempo de exposi¢do. A
tendéncia de oxidacdo da MOD foi iniciada pelo aumento no nimero de moléculas com O/C
entre 0.3 e 0.4 em curto prazo, e continuou ao longo do tempo de irradiacdo, com a produgdo de

espécies ainda mais oxidadas (O/C ~0.5) em longo prazo.

E interessante ressaltar que os CARS presentes nas amostras inicial e produzidos pela
exposi¢ao por 0.5 dia foram em sua maioria fotodegradados pela exposicdo de longo prazo da
MOD i radiagdo (Figura 9a). E notavel que a composigdo final da MOD irradiada ¢é na realidade
uma combinagdo entre os diversos processos. Por exemplo, a auséncia aparente de variagdo no
total de CRAM ocultou o balango entre fotodegradacao e fotoprodugdo (Figura 9a e 9c) deste
tipo de estrutura e dentre os alifaticos da MOD irradiada por 7 dias, 55 % foram compostos por

moléculas fotorresistentes, e 44 % por fotoprodutos (Figura 9b e 9c).
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Figura 9. Diagrama de Van Krevelen dos compostos (a) degradados, (b) resistentes e (c)
produzidos devido a exposicdo de curto (0.5 d) e longo prazo (7 d) da MOD extracelular de
Microcystis aeruginosa a radiagdo UVB. As barras representam a propor¢do dos grupos na
amostra.
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A Figura 10 mostra a fotodegradabilidade das diferentes classes de compostos da MOD
EXTRA, classificados quanto a composi¢ao atomica (CHO, CHON, CHOS e CHOP) e quanto a
estrutura (alifaticos, aromaticos e CRAM) proporcionalmente as quantidades iniciais de cada
classe. Dentre as classes estruturais (Figura 10a), alifaticos foram os mais resistentes, enquanto
aromaticos ¢ CRAM foram considerados os mais suceptiveis a fotodegradacdo, especialmente
CRAM, por ter sido a classe de compostos proporcionalmente mais fotodegradada pela
exposicao por 0.5 dia. Os compostos nitrogenados (CHON) foram os mais preferencialmente
fotodegradados, embora isso tenha ocorrido devido a exposi¢do de longo prazo (Figura 10b). A
fotodegradacdo preferencial de compostos CHON esta de acordo com o padrdo de degradacao
das moléculas encontradas na regido das proteinas do diagrama de VanKrevelen. Compostos
CHOS foram os mais fotorresistentes, seguidos por compostos CHO. A resisténcia de
compostos CHO estd de acordo com a localizagdo de compostos resistentes na regido dos
lipideos no diagrama. Finalmente, compostos ricos em fosforo (CHOP) ndo foram degradados
em 0.5 dia de exposicdo, sendo que 50 % deles foi resistente e 50 % fotodegradado em longo

prazo.

O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi aplicado aos valores de DBE/C das trés
amostras de MOD EXTRA analisadas por FTICRMS para avaliar a variagao da aromaticidade
desta MOD em fung¢do do tempo de exposic¢ao. O valor de mediana de DEB/C (0.2632) da MOD
inicial foi ligeiramente menor do que da amostra irradiada por 0.5 dia (0.2778), porém esta
diferenca nao foi considerada estatisticamente significante (p = 0.3026). A mediana de DBE/C
da amostra irradiada por 7 dias (0.1603), por outro lado, foi significativamente menor do que das
duas outras amostras (p < 0.0001), o que mostra que a exposicdo de longo prazo reduz

significativamente a aromaticidade da MOD EXTRA.
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Figura 10. Proporcao (%) de compostos resistentes a longo prazo (7 dias) e degradados em curto

(0.5 dia) e longo prazo (7 dias), pertencentes as diversas classes (a) estruturais e (b) de

composicao atdbmica da MOD extracelular de Microcystis aeruginosa exposta a radiagdo UVB.
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Similarmente 8 MOD EXTRA, a irradiacdo de curto prazo da MOD BB causou um
pequeno aumento de 11 % no nimero total de picos detectados pela técnica (de 400 para 445), e
a irradiacdo de longo prazo resultou em reducdo mais expressiva (58 %) no numero de
moléculas identificadas (de 400 para 166) (Tabela I). A Figura 11 mostra a caracteriza¢do da
MOD BB, inicial e irradiada por 0.5 e 7 dias, quanto a composi¢do estrutural (diagramas de Van
Krevelen, Figura 11a-c) e composicdo atdmica (Figura 11d-f). A caracterizagdo da MOD BB
mostrou que a propor¢ao de CRAM nesta MOD (Figura 11a) ¢ consideravelmente maior do que
na MOD EXTRA de M. aeruginosa. Houve reducdo proporcional na contribui¢ao desta classe
de compostos em fun¢do do tempo de irradiacao (Figuras 11b e ¢). A composi¢do atdmica da
MOD BB, por outro lado, ndo variou significativamente, tendo sido dominada por compostos

CHO nas amostras inicial e irradiadas (Figuras 11 d, e, f).

A Figura 12 mostra os grupos de moléculas degradadas, resistentes e produzidas a partir
da MOD BB inicial, em irradiagdo de curto e longo prazo. A Figura 12a demonstrou que
compostos com razao O/C mais baixa (~0.2) foram degradados primeiro, enquanto que
compostos com O/C mais alta (~0.35) foram degradados apenas pela exposi¢cdo de longo prazo.
Dentre os compostos mais resistentes, destacaram-se alifaticos, com baixa razao O/C (Figura
12b), conforme foi também observado nas analises da MOD EXTRA. Dentre os fotoprodutos,
que foram distribuidos em todas as areas no diagrama, a maior parte foi produzida como
resultado da exposi¢do de curto prazo (Figura 12c¢). Dentre os fotoprodutos, destaca-se a

producao de compostos oxidados (O/C 0.4 — 0.6).
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Figura 11. Caracterizagdo quimica da MOD do reservatorio de Barra Bonita: diagrama de Van
Krevelen da MOD (a) inicial e irradiada por (b) 0.5 e (¢) 7 dias (as barras representam a
proporcao de cada classe de compostos na amostra); e composicao atomica da MOD (d) inicial e

irradiada por (e) 0.5 e (f) 7 dias, em nimero de compostos e porcentagem (%).
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Bonita a radiagdo UVB. As barras representam a propor¢ao dos grupos na amostra.
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Finalmente a Figura 13 mostra que tendéncias bastante divergentes daquelas observadas
para a MOD EXTRA foram reveladas pela andlise da degradabilidade das vérias classes de
compostos da MOD BB. Compostos nitrogenados da MOD BB foram os mais resistentes a
fotodegradacao, embora a maior parte dentre os CHON fotodegradaveis tenha sido removida em
curto prazo. As classes de composi¢ao atdomica CHO e CHOS foram bastante degradaveis,
embora este processo tenha sido mais efetivo em longo prazo do que em curto prazo. Os
compostos ricos em fosforo do reservatorio (CHOP), por outro lado, mostraram-se
extremamente fotodegradaveis: 100 % deles foram degradados em apenas 0.5 dia de exposigao.
Por outro lado, a tendéncia de menor fotoresisténcia de aromaticos e CRAM comparada aos

alifaticos, observada na MOD EXTRA, confirmou-se nas andlises quimicas da MOD BB.

A avaliacdo estatistica da aromaticidade da MOD BB foi similar a obtida para a MOD
EXTRA: em resumo, a irradiacdo de curto prazo ndo alterou significativamente os valores de
DBE/C da MOD (0.2829 x 0.2667, p = 0.4789), enquanto que a exposi¢ao por 7 dias causou

reducdo extremamente significativa na aromaticidade da MOD (0.1667, p < 0.0001).
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da MOD do reservatorio de Barra Bonita exposta a radiacao UVB.



63

A analise comparativa da MOD EXTRA inicial e MOD BB inicial revelou que 83
moléculas foram encontradas em ambas amostras. Estas 83 moléculas comuns representaram
20.75 % do total de moléculas da MOD BB. A Tabela II ainda detalha estes compostos comuns
de acordo com a classe estrutural e de composicdo atdmica a que pertencem, € apresenta a
porcentagem que representam na MOD BB inicial. Os dados nesta Tabela podem ser
interpretados como a quantidade (em numero e propor¢do) de compostos presentes na MOD BB
que tém origem na excregdo por M. aeruginosa. Dentre as diversas classes em que as moléculas
foram classificadas, 68 compostos alifaticos e 64 compostos CHO liberados por M. aeruginosa
foram identificados na MOD do reservatdrio. Estas classes representaram, portanto, as mais
importantes dentre os compostos presentes na MOD do reservatorio cuja origem foi atribuida a

excrecao por M. aeruginosa.

Tabela II. Numero de compostos comuns a MOD EXTRA inicial ¢ MOD BB inicial,
pertencentes as diferentes classes estruturais e de composicdo atdmica, e porcentagem que estes

compostos comuns representam na MOD BB inicial (%).

Classes # Comuns % na MOD BB
Total 83 20.75
Alifaticos 68 31
CRAM 5 4.6
CARS 0 0
Nao identificados 10 15.4
CHO 64 22.3
CHON 4 22.2
CHOS 13 24.5
CHOP 1 333

outros 1 9.7




64

2.4 Discussao

2.4.1 Caracterizacdo das MODs

Os trés tipos de MOD apresentam propriedades cromoforicas. A presenca de MOD-C no
ambiente tem importantes implicagcdes na formagdo da camada eufética em lagos e outros
sistemas aquaticos (McKnight et al 2001), além de atuar como filtro que protege a biota dos
efeitos deletérios da radiagdo UV sobre o DNA (Gao e Zepp 1998, Walsh et al 2003), e ao
mesmo tempo reduz a quantidade de radiagdo PAR (photosynthetically active radiation)
disponivel a atividade fitoplanctonica (Blough e Del Vecchio 2002). Alguns autores sugerem
que a principal fonte de MOD-C em ambientes naturais ¢ a MOD terrestre (Bracchini et al
2006), i.e., MOD aldctone com origem em plantas superiores € solos, que entra no corpo d’agua
pelo escoamento da dgua da chuva a partir das margens (Sulzberger e Durisch-Kaiser 2009) ¢
por ressuspensao a partir do sedimento (Boss et al 2001). Outros estudos demonstraram que a
MOD-C de origem terrestre ¢ mais reativa do que a de origem fitoplanctonica (Obernosterer e
Benner 2004, Opsahl e Benner 1998, Vatahalo e Wetzel 2004) devido a alta porcentagem de
aromaticos na primeira (Minor et al 2007, Stubbins et al 2008). Embora a propor¢do entre a
MOD-C de origem terrestre e fitoplanctonica no reservatorio de Barra Bonita seja desconhecida,
o presente estudo demonstrou que a MOD extracelular e intracelular produzida por M.
aeruginosa contém fragdes que absorvem luz, que certamente contribuem com a MOD-C do
reservatorio. Estes resultados somam-se a estudos prévios que demonstraram a ocorréncia de
produgdo de MOD-C a partir do fitoplancton em aguas naturais, devido a excregdo (Bricaud et al

1981, Carder et al 1989) e lise celular (Momzikoff et al 1992).

Além da porcdo cromoforica, os trés tipos de MOD apresentaram compostos
fluorescentes. A MOD extracelular de M. aeruginosa apresentou 4 picos fluorescentes, enquanto
a MOD intracelular apresentou 3 picos. Como as amostras de MOD EXTRA foram obtidas a

partir de culturas axénicas, pode-se afirmar que os fluor6foros encontrados foram liberados pelas
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células de M. aeruginosa, e portanto ndo foram produzidos ou modificados por atividade
heterotrofica. Estes resultados sdo interessantes porque demonstram que a espécie M.
aeruginosa ¢ fonte potencial de todos os tipos de fluor6foros (picos A, C, T e M) observados em
ambientes de dgua doce (Mopper e Schultz 1993, Coble 1996, Wu e Tanoue 2001, Alberts et al
2004), ja que trata-se de uma espécie cosmopolita (Marshal 2009). O pico M ¢ tipicamente
associado a material recente de origem metabolica; sua presenca na MOD extracelular e
auséncia na MOD intracelular de M. aeruginosa reforgcaram a teoria de que se trata, de fato, de
um produto de excre¢do do metabolismo da cianobactéria. A presenca do pico M na MOD do
reservatorio de Barra Bonita corroborou a importancia do material extracelular de M. aeruginosa

na composi¢cao da MOD do reservatorio.

A caracterizagdo quimica da MOD extracelular de M. aeruginosa e da MOD do
reservatorio de Barra Bonita mostrou que ambas sdo dominadas por compostos alifaticos.
Embora o valor total de compostos comuns a MOD extracelular da cianobactéria e MOD do
reservatorio (83 moléculas) e a porcentagem que representam na MOD de Barra Bonita (20.75
%) possam parecer valores baixos, ¢ preciso considerar que a MOD BB analisada foi uma
amostra integrada da coluna d’agua e ndo apenas da zona eufética, onde a densidade de células
fitoplanctonicas ¢ mais alta, principalmente nas condigdes em que a coleta foi realizada:
presenca de florescimento de Microcystis sp e auséncia de vento, que favorece a flutuagao das
células. Dentre as moléculas produzidas por M. aeruginosa que aparecem na composi¢do da
MOD do reservatorio, os alifaticos e CHO sao as classes de compostos quantitativamente mais
representativas. Especialmente a propor¢cdo de alifaticos da MOD do reservatério de Barra
Bonita cuja origem foi atribuida a excregdo por M. aeruginosa (31 %) demonstra que a liberagdo
de MOD pela cianobactéria tem um forte impacto na composi¢cdo da MOD no reservatdrio. Esta

observagdao ¢ especialmente relevante se considerarmos que a MOD extracelular de M.

aeruginosa analisada foi obtida em culturas axénicas, e portanto, ¢ composta por material
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recente e inalterado, enquanto a MOD coletada no reservatdrio esteve previamente sujeita a

transfomagdes bidticas e abidticas do ambiente.

A alta proporcdo de compostos nitrogenados na MOD extracelular em oposi¢do a
escassez destes compostos na MOD de Barra Bonita reforga o carater recente e intacto da MOD
extracelular obtida em culturas axénicas. Por outro lado, as altas propor¢cdes de CRAM e de
compostos CHO na MOD de Barra Bonita sdo caracteristicas tipicamente associadas a MOD de
aguas naturais, previamente submetidas a diversos processos de transformagdo quimica e

biologica, como observado por Sleigher e Hatcher (2008) e Stubbins et al (2010).

2.4.2 Efeito do tempo de exposicdo a radiacdo UV sobre as propriedades dpticas da

MOD

Durante a irradiagdo por 0.5 dia (UVA e UVB) da MOD EXTRA, a absorbancia da
MOD-C aumentou em comprimentos de onda de 350-420 nm, enquanto que na regido de 250 a
350 nm do espectro a absorbancia ndo foi alterada significativamente. Estes resultados mostram
que o aumento na absorbincia ndo foi simples resultado de reestruturagdo de MOD-C que
deixou de absorver luz em determinados comprimentos de onda e passou a absorver em outros.
Em oposicao a isso, o aumento em absorbancia da MOD-C foi interpretado como fotoprodugao
de novos compostos cromoforicos, mediada pela radiagdo UV, e que estes produtos tiveram
compostos originalmente ndo cromoféricos como precursores. A producdo de MOD-C a partir
de MOD ndo cromoforica pode ser atribuida a reagdes de condensagdo, envolvendo produtos
celulares como carboidratos, aminoacidos, acidos policarboxilicos e lipideos, resultando em
formagdo de anéis aromaticos e aumento na absorbancia (Nissembaum e Kaplan 1972). Varios
estudos sugerem ainda que a produ¢do de MOD-C esta relacionada a presenga de compostos
organicos nitrogenados na MOD (Bushaw et al 1996, Reitner et al 2002, Vihitalo e Zepp 2005),
o que refor¢a o carater potencial da fotoproducdo de MOD-C da MOD EXTRA, rica em

compostos CHON (item anterior).
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Ainda em relagdo a MOD EXTRA, ¢ interessante notar que os fotoprodutos
cromoforicos foram rapidamente gerados (0.5 dia) e lentamente degradados (3-60 dias),
potencialmente perdurando no ambiente por consideravel periodo de tempo. Um forte indicio
desta afirmagdo ¢ a presenca dos picos de material resistente encontrados na MOD-C de Barra
Bonita irradiada por 43 dias (Figura 3). Considerando o tempo de residéncia da 4gua do
reservatorio de Barra Bonita (37 dias no verdo e 137 no inverno, Vieira et al 2008), a incidéncia
continua de radiacdo UV devido a sua localizagdo subtropical, e a grande contribuicdo da MOD
EXTRA de M. aeruginosa na MOD do reservatorio, sugerimos que a producdo de material
cromoforico a partir de material ndo cromofoérico ¢ um processo bastante significativo neste
ambiente, e importante devido as fungdes ecologicas da MOD-C mencionadas no item anterior.
O conjunto de compostos resistentes (i.e., picos, Figura 1) observados no espectro de
absorbancia da MOD EXTRA ao longo do tempo de irradiacdo e na MOD BB irradiada por 43
dias (Figura 3) também reforca a contribui¢do de M. aeruginosa na porg¢ao cromoforica
fotoresistente da MOD do reservatdrio. Finalmente, os indicios de transforma¢do de compostos
nao cromofdricos em cromoforicos compromete ainda mais o uso do indice a250:a365 como

parametro de variagdo na massa molecular da MOD como um todo.

Dentro do periodo de 0.5 dia de irradiagao, as EEMs das MODs EXTRA e INTRA
tornaram-se qualitativamente mais semelhantes a EEM da MOD BB, porque a contribui¢ao dos
diferentes picos a fluorescéncia total mudou notavelmente, passando de um caracter protéico a
um caracter humico, devido a relativa fotoresisténcia do material himico. A irradiagdo por 0.5
dia, portanto, mascara o carater autéctone da MOD fluorescente EXTRA e INTRA, tornando-as
mais semelhantes ao da MOD aldctone (i.e., terrestre). Desta forma pode ser justificada a
auséncia do material protéico fluorescente de M. aeruginosa na MOD do reservatodrio, ou seja, a
incidéncia de radiagdo solar no reservatorio causaria a degradagao do pico protéico, mas nao do

material humico. Em outras palavras, o balango entre a exposi¢ao a radiagdo UV e a producao
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continua de MOD-F por excrecdo e lise celular de M. aeruginosa no reservatorio resultaria no
carater humico da por¢ao fluorescente da MOD BB. O estudo mais aprofundado no ambiente,
incluindo medidas de circulacdo da agua e de tempos reais de exposi¢do a radiagdo solar, ¢
fundamental na compreensdo da dinamica entre estes dois mecanismos. Além disso,
naturalmente, outros processos, como a biodegradacdo, também contribuem na manutencao das

caracteristicas da MOD do reservatorio.

Para fins teodricos, ¢ importante ressaltar que a fluorescéncia das proteinas ¢ associada ao
seu conteudo de tirosina e triptofano, aminoacidos aromaticos que absorvem luz, responsaveis
pelo pico protéico das EEMs (Coble 1996). Portanto, a redugdao do pico protéico ndo significa
necessariamente a fotodegradagao completa de proteinas, mas sim daquelas que contém estes
aminoacidos em sua composicdo, ou mesmo somente destes sitios especificos das moléculas.
Compostos com caracteristicas himicas, por outro lado, sdo caracterizados por varios anéis

aromaticos (Nissembaum e Kaplan 1972, Kieber et al 1997).

Finalmente, vale ressaltar a importancia da avaliagdo das propriedades dpticas no estudo
da fotoquimica da MOD, ja que estes parametros revelam combinagdes entre degradacio e
producdo, e susceptibilidade/resisténcia relativas, que ndo seriam detectaveis por medidas
quantitativas. Estes parametros revelam transformag¢des que ocorreram na MOD antes da
alteracdo inicial na concentragdo de COD, e/ou quando a concentracdo de COD ja parou de
variar (Saadi et al 2006). Neste estudo, embora a remog¢ao de COD em fungdo do tempo pareca
ter sido relacionada a concentragao inicial de COD das diversas amostras de MOD, as condi¢des
em que os experimentos foram planejados ndao fornecem dados suficientes para o
estabelecimento definitivo desta relagdo. Além disso, estudos prévios demonstraram que o grau
de fotooxidacdo da MOD depende ndo somente da concentragdo, mas também da composicao

inicial da MOD em estudo (Benner e Biddanda 1998).
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2.4.3 Efeito da exposicdo de curto (0.5 dia) e longo prazo (7 dias) a UVB sobre as

caracteristicas quimicas e moleculares da MOD EXTRA e MOD BB.

Um dos resultados mais interessantes e surpreendentes revelados pela caracterizagao
quimica da MOD EXTRA foi a producdo de compostos CARS em 0.5 dia de exposi¢do. O
aumento na quantidade de CARS pode estar relacionado ao aumento na absorbancia da MOD-C,
revelado pelo espectro de absorbancia da MOD EXTRA irradiada. Além da fotoproducao de
CARS, a perda de CRAM durante a exposi¢ao de curto prazo também pode estar relacionada a
reagoes de condensacao que, de acordo com Nissenbaum e Kaplan (1972), envolve modificagdes
quimicas como perda de grupos carboxilicos (COOH) e outros grupos oxigenados,
dehidrogenacao (i.e., reducdo na razdao H/C) e fechamento de anéis aromaticos, e resultam em
aumento da absorbancia. O conjunto destes resultados indica que a irradiagdo de curto prazo

causa polimerizagdo da MOD EXTRA.

Por outro lado, a irradiagdo por 7 dias causou a remog¢do de CARS, iniciais e
fotoproduzidos em 0.5 dia, além da reducdo estatisticamente significativa da aromaticidade da
MOD (DBE/C). Por serem compostos reativos a radiagdo, CARS sdo frequentemente
consideradas estruturas fotoinstaveis, e portanto, comumente identificadas entre compostos mais
fotodegradaveis da MOD (Tremblay et al 2007). De maneira geral, o efeito da irradiagdo de longo
prazo sobre a MOD EXTRA e MOD BB foi ndo somente a redu¢do na aromaticidade, mas
também a perda de riqueza e heterogeneidade molecular, resultados consistentes com estudos
prévios da fotoquimica da MOD fracionada (4cidos fulvicos do Rio Swannee, Kujawinski et al
2004) e total (Rio Congo, Stubbins et al 2010, ¢ Cape Fear River, Gonsior et al 2009). Além da
remog¢do de CARS, a redu¢do na aromaticidade da amostra irradiada por longo prazo foi devida
também a fotoresisténcia e fotoprodugdo de material alifitico monosaturado e saturado, em

comparagao com seus correspondentes insaturados (Hama 1991).
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Resguardadas as consideragdes feitas no item anterior acerca das propriedades
fluorescentes vs concentracdo de proteinas, compostos organicos nitrogenados sdo considerados
susceptiveis a fotooxidacdo (Choi et al 2004, Biers et al 2007). De fato, os compostos
nitrogenados da MOD EXTRA foram proporcionalmente os mais fotodegradados. Estes
resultados tém importantes implicagdes ecoldgicas, no sentido em que a fotodegradagdo de
compostos nitrogenados resulta em produ¢do de ions facilmente assimilaveis pelo fitoplancton,
como o nitrato (NO5"), mas também em compostos menos disponiveis como amodnio (NH;") e
nitrito (NO,"), e até mesmo a forma gasosa do nitrogénio (N,), que seria eliminado do sistema
(Hidaka et al 2008). E interessante observar que a por¢io CHON da MOD de Barra Bonita foi a
mais resistente a fotodegradacdo. Isso mostra que embora apresentem a mesma composi¢ao
atdmica, estas moléculas possuem diferentes niveis de susceptibilidade a radiagcdo, o que pode
estar relacionado principalmente a ‘idade’ deste material nitrogenado; por ter estado
previamente sujeito a radiacdo solar e também a biodegradagdo, o grupo de moléculas
nitrogenadas presente na MOD BB seria composto apenas por material refratario acumulado.
Além disso, o grau de reatividade a UV estd relacionado a estrutura tridimensional destas

moléculas, que ndo € revelada por FTICRMS.

A fotoproducao de compostos com altas razoes O/C mostraram a tendéncia de oxidacao
tanto da MOD EXTRA quanto da MOD BB, principalmente devido a fotoprodugdao de
compostos oxidados, como observado por outros autores (Hansell et al 1997, Gonsior et al
2009). A oxidagao pode ocorrer via mecanismos diretos e indiretos de ionizagdo pela radiagdo
UV. Mecanismos diretos envolvem absor¢do de radiacdo que causa a ionizagdo direta da porgao
cromoférica da MOD (Zepp et al 1987, Bruccoleri et al 1993, Blough and Zepp 1995). Ja a
por¢ao nao cromoforica da MOD pode sofrer oxidacao indireta, por meio da reacao com radicais
hidroxila ("OH) (Gao e Zepp 1998, Anesio e Granéli 2004) formados pela fotdlise do nitrato

(NOj3) (Mack e Bolton 1999), que torna a MOD reativa ao oxigénio molecular (Blough e Zepp
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1995). Ambos os mecanismos direto e indireto de oxidagdo da MOD provavelmente ocorreram
simultaneamente, ja que além de possuirem uma porg¢ao cromoforica, a MOD EXTRA ¢ MOD BB
sdo compostas por fracdo ndo cromoforica, e a irradiagdo foi realizada em meio rico em nitrato
(meio de cultura ASM-1 e agua do reservatorio), o que pode ter favorecido a produgido de ‘OH e

desencadeado o mecanismo indireto de oxidagao.

Finalmente, a irradiagdo de longo prazo tornou a composi¢ao atomica da MOD EXTRA
mais similar a composi¢ao atdmica da MOD BB, devido a remog¢ao dos compostos CHON e ao
carater resistente das moléculas CHO, dominantes em dguas naturais (Sleighter e Hatcher 2008),
mostrando que a irradiagdo reduz a diversidade de composi¢ao atdomica da MOD recém

excretada.
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Capitulo 3. Efeitos da radiacdo UV e da atividade microheterotroéfica, separadamente e em
associacdo, sobre a matéria organica dissolvida extracelular liberada por Microcystis

aeruginosa em culturas axénicas.

3.1 Objetivos

(1) Avaliar o processo de biodegradacdo da MOD extracelular liberada por M.
aeruginosa em culturas axénicas.

(2) Analisar os efeitos da radiagdo UVA e UVB sobre a biodisponibilidade da MOD
extracelular liberada por M. aeruginosa em culturas axénicas,

(3) Analisar as altera¢des nas caracteriticas quimicas da MOD extracelular liberada por
M. aeruginosa em culturas axénicas, causadas pelas atividades fotoquimica e bioldgica,

separadamente e em associacao.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Obtencéo da MOD

Os experimentos descritos neste capitulo foram realizados exclusivamente com a MOD
extracelular obtida em culturas axénicas de M. aeruginosa. A obtengdo destas amostras de MOD
foi realizada como ja descrito em detalhes no Capitulo 2. Em resumo, a cianobactéria foi
cultivada em condi¢des axénicas em meio de cultura ASM-1, pH 7 (Gorham et al 1964),

previamente autoclavado (121° C, 40 min). As culturas foram mantidas em sala acondicionada a

2.-1

23°C (% 1), com ciclo luz:escuro de 12:12 h e intensidade de luz de 150 pmol photons m™s’
proveniente de lampadas de 40 W do tipo ‘luz do dia’ e aeradas por agitacdo manual dos frascos,
duas a trés vezes ao dia. Apos 60 dias de cultivo, ao final da fase exponencial do crescimento, as
células foram separadas da MOD extracelular da cultura por filtracdo tangencial em cartuchos

com membranas de polipropileno de 0.22 um de didmetro de poro (Pellicon Millipore), sob

pressdo maxima de 10 psi. O sistema de filtragdo foi pré-lavado com solugdo de NaClO 5 % e
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enxaguado varias vezes com agua ultrapura antes e apo6s a filtragdo. A MOD extracelular menor
que 0.22 pm foi utilizada nos experimentos.

3.2.2 Experimentacao

No primeiro experimento, a amostra de MOD extracelular foi dividida em trés aliquotas:
a primeira ndo foi irradiada (chamada ao longo do texto de MOD inicial) e as demais foram
irradiadas por 0.5 dia, uma com radiagdo UVA e a outra com UVB. No segundo experimento, a
amostra de MOD extracelular foi dividida em MOD inicial (ndo irradiada) e MOD irradiada por
7 dias com radiagdo UVB. No terceiro experimento, a MOD extracelular foi dividida em MOD
inicial (ndo irradiada) e irradiada por 7 dias com radiacdo UVA. Os periodos de 0.5 e 7 dias de
irradiacao foram baseados nos resultados obtidos no Capitulo 2. A irradiagdo destas amostras foi
realizada em frascos de quartzo com 500 mL de capacidade, e as intensidades de radiagdo UVB
e UVA foram iguais aquelas medidas na superficie do reservatorio de Barra Bonita (3 W.m™ e
25 W.m™, respectivamente).

Imediatamente apds a irradiacdo, foi adicionado o indculo bacteriano as aliquotas de
MOD nao irradiada (= MOD inicial) e previamente irradiadas nas diversas condi¢des descritas
acima (= MOD pré irradiada). A coleta e preparacdo do indculo bacteriano foi feita em
sincronia com o fim de cada pré irradiagdo da MOD. O indculo bacteriano foi coletado no Little
Creek Reservoir (Norfolk, VA, EUA), que ¢ um reservatorio de agua doce com nivel de
eutrofizagdo ligeiramente menor do que o do reservatorio de Barra Bonita onde ha ocorréncia de
Microcystis sp. Uma amostra de agua deste reservatorio foi coletada a cerca de 30 cm da
superficie em garrafa de vidro pré autoclavada e calcinada, de modo a evitar a contaminacao
com bactérias do ar. No laboratorio, a amostra foi filtrada em membranas de fibra de vidro pré
calcinadas de 1.2 pm de didmetro de poro para remoc¢do de zooplancton, fitoplancton e outras
particulas maiores. O filtrado contendo as bactérias foi centrifugado a 10.000 x g por 30 min a
4°C (Beckman J2-21) para sedimentacdo das células bacterianas e remoc¢dao da MOD proveniente

do reservatdrio. Apods a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células bacterianas
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sedimentadas foram ressuspensas e homogeneizadas em &4gua ultra pura, e imediatamente
inoculadas em igual volume nas aliquotas de MOD inicial e pré irradiada.

As culturas bacterianas em MOD inicial e pré irradiada nas condigdes descritas acima
(em réplicas) foram mantidas a 30°C no escuro e aeradas por agitagdo manual dos frascos, e
foram amostradas durante 27-28 dias, mais frequentemente durante os primeiros 5 dias. Ao
longo do tempo de cultivo das bactérias, aliquotas das culturas contendo as células bacterianas
foram obtidas para medidas de incorporagdo de timidina tritiada (H’-timidina). Outras amostras
das culturas foram filtradas para retirada das bactérias em membranas de policarbonato de 0.22
um de diametro de poro previamente lavadas com 500 mL de agua ultrapura. Nestas amostras

foram realizadas as analises da MOD descritas no Capitulo 1.
3.3 Resultados

3.3.1 Incorporacéo de H*-Timidina e remocéo de COD pelas bactérias

Os dados apresentados na Figura 1 indicaram que, de maneira geral, as culturas em
MOD inicial apresentaram taxa de incorporagdo de H’-Timidina mais alta do que em MOD pré
irradiada. Quando a MOD foi pré irradiada com UVA e UVB por 0.5 d (Figura la), as
diferengas na taxa de incorporacdo foram mais significativas durante os primeiros 6 dias de
cultivo das bactérias. A partir do 9° dia até o final do experimento, as diferengas foram menores.
As trés culturas apresentaram a mesma dinadmica ao longo do tempo, com aumento exponencial
na produtividade até o 21° dia de cultivo, e declinio no 28° dia.

Quando a MOD foi pré irradiada por mais tempo (7 dias), a redugdo na taxa de
incorpora¢io de H’-Timidina foi mais acentuada (Figura 1b e 1c). Este efeito também foi mais
evidente nos primeiros 5 dias de cultivo e a partir do 8° dia as diferencas diminuiram. A pré-
irradiagdo da MOD por 7 dias causou a ocorréncia de uma fase lag na produtividade bacteriana,
que durou de 1 a 2 dias. Este ‘atraso’ no inicio da atividade bacteriana ndo foi observado nas

culturas em MOD inicial.
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As medidas de remocdo de carbono organico dissolvido (COD) pela respiracdo ndo
revelaram diferencas significativas no consumo de MOD inicial e pré irradiada (Figura 2a, b e
¢). E notavel que a maior parte do carbono organico foi consumido durante os primeiros 5 ou 6
dias de cultivo, periodo coincidente com a maior produtividade bacteriana na MOD inicial. Apds
o 6° dia, quando as diferencas nas taxas de produtividade entre a MOD inicial e pré-irradiada

tornaram-se menores, a maior parte do COD da MOD j4 havia sido removido.

3.3.2 Biodegradacdo da MOD-C

De maneira geral, as pré irradiacdes feitas com UVA e UVB resultaram em reducdo
similar na absorbancia da MOD cromoforica (MOD-C), especialmente em comprimentos de
onda curtos (250 a 350 nm). Como apresentado no Capitulo 2, a irradiagdo da MOD extracelular
por 0.5 dia resultou em produ¢do de MOD-C de alta massa molecular, porém a filtragdo das
amostras em membranas de 0.22 um realizada nos experimentos de biodegradacdo removeu esta

porcao da MOD-C, que portanto ndo aparece no espectro de absorbéancia das Figuras 3 e 4.
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Figura 1. Varia¢do na taxa de incorporacdo de H’-Timidina (nM.L™".h™") a0 longo do tempo de

cultivo da comunidade microheterotréfica em MOD extracelular de Microcystis aeruginosa (a)

inicial e pré irradiada por 0.5 dia com UVA e UVB; inicial e pré irradiada por 7 dias com (b)

UVB e (c) UVB; barras representam o desvio padrao.
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Figura 2. Varia¢do na concentracdo de carbono organico dissolvido (COD, ppm) da MOD

extracelular de Microcystis aeruginosa (a) inicial e pré irradiada por 0.5 dia com UVA e UVB;

inicial e pré irradiada por 7 dias com (b) UVA e (¢c) UVB em fung¢do do tempo de cultivo das

bactérias.
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A redugdo da absorbancia da MOD-C inicial resultante da atividade bacteriana foi mais
acentuada do que a ocorrida na MOD-C das culturas de MOD pr¢ irradiada por 0.5 dia (Figura
3a-c). Esta diferenca pode ser mais facilmente observada pela comparacdo dos espectros de
absorbancia da Ultima amostragem feita em cada cultura (dias 27 ou 28).

A pré-irradiagdo por 7 dias causou redugdo acentuada na absorbancia da MOD-C, e
revelou dois picos de material resistente a fotodegradacdo (Capitulo 2 e Figura 4). Durante a
incubagdo com as bactérias, a MOD-C na amostra inicial foi gradualmente consumida ao longo
do tempo, revelando que os mesmos picos resistentes a fotodegradagdo sdo também resistentes a
biodegradacao (Figura 4a e b). Na MOD-C pré¢ irradiada por 7 dias ndo houve mudangas na
intensidade nem na forma do espectro de absorbancia ao longo do tempo de cultivo das
bactérias, devido a remocao prévia da porcao biodegradavel nesta MOD-C pela exposi¢cdo a UV
(Figura 4c e d). Nao houve fotoprodugdo detectdvel de MOD-C durante a atividade bacteriana

durante o periodo estudado.
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3.3.3 Biodegradacdo da MOD-F

As analises da por¢do fluorescente da MOD (MOD-F) mostraram que M. aeruginosa
excreta compostos com as caracteristicas dos trés tipos de material himico encontrados na MOD-
F de diversos ambientes naturais — picos A, C e M — e material protéico, T (Figuras 5a, 6a e 7a).
Durante a incubagdo da MOD (inicial e pré irradiada) com a comunidade bacteriana, fluoréforos
foram consumidos e produzidos. De maneria geral, a irradiacdo por 0.5 dia causou a remog¢ao do
pico correspondente ao material protéico, mas ndao do material himico da MOD-F (Figuras 8a e
9a). Ja a irradiacdo de longo prazo reduziu a intensidade de fluorescéncia de todos os fluoro6foros
(Figuras 10a e 11a), e nestas amostras o tnico pico observado foi o referente ao material hiimico
A, em intensidade de fluorescéncia bastante reduzida.

De maneira geral e a despeito das diferencas iniciais causadas pela pré irradiagdo na MOD-
F, a dindmica dos fluoréforos ao longo do processo de biodegradagdo da MOD inicial e pré
irradiada por 0.5 e 7 dias foi bastante similar. O padrdo observado foi o seguinte: o pico de
fluorescéncia correspondente as proteinas foi drasticamente reduzido nos primeiros 3 dias de
biodegradacdo da MOD inicial e a intensidade de fluorescéncia dos materiais humicos A e C
também diminuiu em fungdo do tempo devido a atividade bacteriana, porém mais lentamente do
que a reducdo da fluorescéncia do material protéico (Figuras 5, 6 e 7). Notavelmente, o material
himico A foi degradado mais lentamente do que os demais, estando presente até o final dos
experimentos em que esteve presente inicialmente (MOD inicial e pré irradiada por 0.5 dia,
Figuras 5-9). Em todos os experimentos (Figuras 5-11), um terceiro processo foi observado
durante a biodegradacao e se refere ao surgimento e aumento na intensidade de fluorescéncia do
material M, da metade até a fase final do cultivo das bactérias. A formacao deste material parece
ter ocorrido pela transformagao dos compostos humicos do pico C, pela tendéncia de redugao nos
comprimentos de onda de emissao e excitagdo deste fluoroforo, que pode ser observada pela

formagao gradual de um ‘rastro’ que conecta os picos C e M.
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3.3.4 Espectrometria de massa (FTICRMS) da MOD foto e/ou bioalterada

Quatro amostras deste conjunto de experimentos foram escolhidas para andlises de
FTICRMS no modo positivo de ionizagcdo: MOD inicial, MOD irradiada (UVB, 7 dias), MOD
inoculada (bioprocessada, apos 2 dias de cultivo), e MOD irradiada (UVB, 7 dias) e em seguida
inoculada (bioprocessada, apds 2 dias de cultivo); para efeitos praticos esta ultima poderd ser
referida como MOD irradiada + inoculada. As analises pareadas destas amostras possibilitaram a
analise dos processos quimicos e bioldgicos, separadamente e associados, e a identificagdo de
grupos de compostos labeis (bio ou fotodegradados), refratarios (bio ou fotorresistentes) e
produzidos (bio ou fotoprodutos), e também a elucidagdo do processo de reducdo da
biodisponibilidade da MOD causada pela pré exposi¢do a UV.

A classificacdo dos compostos identificados por FTICRMS foi feita quanto a estrutura
quimica das moléculas, em compostos alifaticos, aromaticos ou moléculas aliciclicas ricas em
grupos carboxilicos (CRAM). Este critério de classificagdo permitiu a identifica¢do de 84 - 90 %
dos compostos nas quatro amostras. As moléculas foram também agrupadas quanto a
composicdo quimica das féormulas CHO, CHON, CHOS. Apesar de 8 tipos de formulas
quimicas terem sido encontrados, estas trés composi¢des foram as mais abundantes,
representando juntas 43 — 52 % dos compostos. A Tabela I apresenta de maneira genérica a
composi¢do das quatro amostras analisadas.

A Figura 12a mostra as caracteristicas da MOD inicial excretada por M. aeruginosa no
diagrama de Van Krevelen, composta em sua maioria por material alifatico, de baixa razao O/C.
Quanto as formulas quimicas, observou-se que os 3 tipos estudados representaram fragdes
significantes do total identificado (Figura 12b), especialmente os compostos nitrogenados

(CHON).
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Figura 12. Caracteriza¢do quimica da MOD extracelular inicial de Microcystis aeruginosa: (a)
diagrama de Van Krevelen, onde a barra representa a contribui¢do porporcional de cada classe, e

(b) composi¢do atdmica, em niimero de compostos e propor¢ao (%).

Como resultado do processo de irradiagdo da MOD e incubagdo com as bactérias, parte
da MOD foi degradada e parte permaneceu intacta. Além destes dois grupos de compostos
identificados (nomeados foto ou biodegradados, ¢ foto ou biorresistentes), também foi
identificado o grupo de compostos produzidos por estes processos (foto e bioprodutos,
respectivamente). A Figura 13 mostra a distribuicdo estrutural no diagrama de Van Krevelen
destes trés grupos de compostos resultantes da atividade bacteriana (13a-c) e fotoquimica (13d-f)
da MOD. E possivel observar que os diagramas dos compostos biorresistentes (13a) e
fotorresistentes (13d) sdo bastante similares, assim como os compostos biodegradados (13b) e
fotodegradados (13d). Notavelmente, os bioprodutos foram muito mais numerosos do que os
fotoprodutos (13c e 13f, Tabela I), embora ambos tenham sido dominados por compostos

alifaticos.
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Figura 13. Diagrama de Van Krevelen e classificacdo estrutural dos compostos degradados, resistentes

e produzidos apds 2 dias de atividade biologica (a, b, c, respectivamente) e 7 dias de atividade

fotoquimica (d, e, f, respectivamente) sobre a MOD extracelular de Microcystis aeruginosa. As barras

representam a contribui¢do porporcional de cada classe.
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Alguma semelhanga entre os compostos resistentes e degradados pelos dois processos
também foi observada quando a MOD foi classificada de acordo com as formulas quimicas
(Figura 14). Os compostos CHO compuseram uma importante fracdo dos compostos bio e foto
resistentes (14a e 14d); os compostos contendo enxofre (CHOS) foram os mais abundantes
dentre os biorresistentes (14a). Compostos nitrogenados (CHON) representaram a maioria dos
compostos degradados por ambos processos (14b e 14e). Os bio e fotoprodutos foram bastante
similares quanto a sua composicdo atdmica, sendo ambos dominados por compostos contendo

nitrogénio (14c e 14f).

a b :
57 30
37 18% 16%
48%
d f
48
29%

8 CHO B CHON B CHOS

Figura 14. Composi¢do atdmica, em numero e contribuicdo proporcional (%), dos grupos de
compostos (a) biorresistentes, (b) biodegradados e (c) bioproduzidos apos 2 dias de atividade
bioldgica e (d) fotorresistentes, (¢) fotodegradados e (f) fotoproduzidos apos 7 dias de atividade

fotoquimica sobre a MOD extracelular de Microcystis aeruginosa.
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A avaliagdo quanto a estrutura e formulas quimicas dos compostos degradados e
resistentes a ambos processos em relacdo proporcional a composi¢do da MOD inicial permitiu
avaliar tendéncias ou preferéncias de cada processo relativas aos tipos moleculares estruturais e
atomicos (Figuras 15 e 16). Foi observado, por exemplo, que compostos CHON foram
preferencialmente biodegradados (Figura 15a). Embora alifaticos tenham representado a maior
parte dos compostos biodegradados, eles foram considerados apenas o segundo grupo
preferencialmente biodegradado, apés o grupo de compostos ndo identificados (Figura 15b). A
atividade fotoquimica removeu principalmente os compostos CHON, mas também causou
degradacdo de grande parte dos compostos CHOS (Figura 16a). Alifaticos e compostos nao
identificados foram preferencialmente fotodegradados em comparag¢do com aromaticos e CRAM

(Figura 16b).
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Figura 15. Propor¢do (%) entre compostos biorresistentes e biodegradados, pertencentes as
diversas classes (a) de composigdo atdmica e (b) estruturais da MOD extracelular de Microcystis

aeruginosa.
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Figura 16. Proporcao (%) entre compostos fotorresistentes e fotodegradados, pertencentes as
diversas classes (a) de composi¢do atdmica e (b) estruturais da MOD extracelular de Microcystis

aeruginosa.
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Em resumo, a anélise da MOD por FTICRMS nestas amostras mostrou que os tipos de
compostos preferencialmente biodegradados foram em sua maioria coincidentes com aqueles
que foram preferencialmente fotodegradados. A andlise da absorbancia da MOD também
indicou que a por¢ao biodegradavel da MOD-C foi coincidente com a porcao fotodegradavel. A
lista de moléculas que foram apontadas como simultaneamente bio e fotodegradadas foi obtida
pela comparagdo entre os grupos ‘biodegradados’ e ‘fotodegradados’. Foram encontrados 264
compostos presentes na MOD inicial, que foram degradados pelos dois processos, o que
representa 56 % da MOD inicial. Trata-se, portanto, de uma fracdo consideravel da MOD que
sofre a competi¢do entre estes dois mecanismos de degradagdo. A Figura 17 mostra que este
grupo de moléculas ¢ dominado por compostos alifaticos (17a) e nigrogenados (64%, 17b) e a
Figura 18 mostra que proporcionalmente as quantidades iniciais, a competi¢do atinge de fato

preferencialmente compostos nitrogenados (CHON, 18a) e alifaticos e ndo identificados (18b).
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Figura 17. Composicdo quimica dos compostos simultaneamente bio e fotodegradados da MOD
extracelular de Microcystis aeruginosa: (a) diagrama de Van Krevelen e classes estruturais, onde
a barra representa a contribuicdo porporcional de cada classe, e (b) composi¢ao atomica em

nimero e propor¢ao (%).
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Figura 18. Proporcao (%) entre compostos simultaneamente bio e fotodegradados e compostos
resistentes a ambos processos, pertencentes as diversas classes (a) estruturais e (b) de

composigdo atomica da MOD extracelular de Microcystis aeruginosa.

Por outro lado, apenas 75 compostos foram identificados como os mais resistentes da
MOD inicial, tendo sido preservados apos a irradiacao e a subsequente atividade bioldgica sobre
a MOD pré irradiada, ou seja, compostos que foram encontrados na MOD inicial, MOD
irradiada e MOD irradiada + inoculada. Esta por¢do mais resistente da MOD representou apenas

16 % da MOD inicial, e foi notavelmente dominada por moléculas CHO (72%, Figura 19).
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Outra maneira de identificar os compostos refratirios seria pela comparagdo entre os grupos
‘biorresistentes’ e ‘fotorresistentes’; este procedimento identificou 96 compostos comuns, 20 % da
MOD inicial. Ambos os meios de identificacdio dos compostos refratirios resultaram em
proporgdes semelhantes, mostrando que os procedimentos experimentais distintos, ou seja, analise

em separado e em associagdo dos dois processos, ndo alterou significativamente estes resultados.

ECHO BCHON OCHOS

® CRAM ¢ alifaticos ¢ ndo identificados

)

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Figura 19. Composi¢do quimica dos compostos resistentes a degradacdo bioldgica e fotoquimica
da MOD extracelular de Microcystis aeruginosa: (a) diagrama de Van Krevelen e classes
estruturais, onde a barra representa a contribui¢ao proporcional de cada classe, e (b) composi¢ao

atdmica, em nimero e proporc¢ao (%).

Embora a pré-irradiagdo tenha causado notavel reducdo no niimero de bioprodutos
(Tabela I, Figura 20), a composi¢do estrutural de ambos foi amplamente dominada por
compostos alifaticos (Figura 20a e b). Compostos sulfurosos (CHOS), no entanto, foram menos
representativos dentre os bioprodutos da MOD inicial, do que dentre os da MOD pré irradiada

(Figura 20c e d).
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Figura 20. Composicdo quimica dos bioprodutos da atividade bioldgica sobre a MOD
extracelular inicial (painéis a e c¢) e pré irradiada (painéis b e d) de Microcystis aeruginosa: (a e
b) diagrama de Van Krevelen e classes estruturais, onde a barra representa a contribui¢cdo

proporcional de cada classe, e (c e d) composi¢do atdmica em nimero e propor¢ao (%).

Além da atividade biologica sobre a MOD inicial ter resultado em numero maior de
bioprodutos do que a atividade sobre a MOD pré irradiada, os ultimos foram também
caracterizados por menores massas moleculares (436 x 619, Mann-Whitney, p < 0.0001). Esta
diferenca em termos de massa molecular dos bioprodutos estd provavelmente relacionada a
reducdo da ‘qualidade’ da MOD pr¢ irradiada disponivel as bactérias, ja que em termos de massa
molecular a irradiagdo ndo alterou significativamente a massa molecular da MOD (437 x 419,

Mann-Whitney, p = 0.1693).
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Dentre os fotoprodutos, 55 % foram consumidos em seguida pelas bactérias nas culturas
em MOD pré¢ irradiada, enquanto 44 % foram preservados, dentro de 2 dias de cultivo. Dentre os
elementos estruturais dos fotoprodutos, aromaticos e CRAM fotoproduzidos foram
preferencialmente consumidos em relagdo a alifaticos e ndo identificados (Figura 21a e b). Quanto
a composi¢ao ou formula quimica, os fotoprodutos biodegradados e biorresistentes foram muito
semelhantes (Figura 21c e d). O consumo bacteriano de fotoprodutos nio foi direcionado pela
massa molecular, ja que as diferengcas em massa molecular entre fotoprodutos biodegradados (675)

e biorresistentes (614) ndao foram estatisticamente significativas (Mann-Whitney, p = 0.6847).
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Figura 21. Composi¢do quimica dos fotoprodutos da MOD extracelular de Microcystis
aeruginosa biodegradados (painéis a e c¢) e biorresistentes (painéis b e d): (a ¢ b) diagrama de
Van Krevelen e classes estruturais, onde a barra representa a contribui¢do porporcional de cada

classe, e (¢ e d) composi¢do atdmica em numero e proporc¢ao (%).
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Outra forma de analise dos dados fornecidos por FTICRMS ¢ a avaliacdo das massas
moleculares dos diversos grupos gerados pela atividade fotoquimica e biologica. A Tabela II
mostra que os processos fotoquimico e biolégico de degradagdo da MOD ocorreram
preferencialmente sobre compostos de massa molecular distintamente maior, do que aqueles que
foram foto e biorresistentes (p<0.0001). A Tabela II mostra também que ndo houve diferenga
significativa em termos de massa molecular entre os compostos bio e fotodegradados (p =
0.4242), o que indica que a competi¢do entre estes dois processos envolve ndo somente a
composi¢do quimica, mas ¢ enfatizada pela coincidéncia no intervalo de massa molecular

preferencialmente degradado por ambos mecanismos.

Tabela II. Comparagdes entre as massas moleculares (Da) dos grupos de compostos da MOD
extracelular de Microcystis aeruginosa resistentes e degradados pela atividade biologica e

fotoquimica separadamente, e aplicagdo do teste nao paramétrico de Mann Whitney.

Combinagdes entre 0s grupos Massa Molecular (Da) Teste de Mann-Whitney
bioresistentes x fotoresistentes 411 369 p=0.0045, **
biodegradados x fotodegradados 436 447 p=0.4242, n/s
biodegradados x bioresistentes 436 411 p<0.0001, ***
fotodegradados x fotoresistentes 447 369 p<0.0001, ***

** muito significatne, *** extremamente significante, n/s ndosignificante
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3.4 Discussao

3.4.1 Transformac6es bioldgicas e fotoquimicas da MOD extracelular

As andlises realizadas na MOD ao longo destes experimentos possibilitaram sua
caracterizagdo e consequentemente facilitaram o entendimento dos processos fotoquimico e
bioldgico. As analises dos espectros de absorbancia mostraram que a biodegradagdo da MOD-C
extracelular ¢ um processo relativamente lento quando comparado a fotodegradagdo, ja que a
reducdo em intensidade de absorbancia e a forma do espectro observados apds 7 dias de
irradiacio da MOD foram observadas apenas apds mais de 20 dias de incubagdo com as
bactérias. Desta forma, a rapida fotodegradag¢do desta porcdo da MOD ndo somente reduz a
possibilidade de sua utilizacdo como fonte de energia e nutrientes pela comunidade bacteriana
(Nelson et al 2004), mas também, por ser a por¢do que absorve e atenua a radiacdo em
ambientes naturais, causa a exposi¢ao das células aos efeitos prejudiciais diretos da radiacdo UV
sobre o DNA (Walsh et al 2003).

A dinamica da biodegradagdo da MOD-F, em termos qualitativos, parece nao ter sido
afetada pela irradiacdo, mesmo levando em conta que a fluorescéncia total das amostras pré
irradiadas foi reduzida proporcionalmente ao tempo de pré exposi¢do a radiacdo UV. As analises
de fluorescéncia demostraram que a MOD de origem fitoplanctonica ¢ composta por uma por¢ao
de caracteristicas humicas, além do material protéico. O material M foi produzido como
resultado da atividade microheterotrofica, o que indica semelhangas entre o metabolismo
autotrofico desta cianobactéria e o metabolismo microbiano heterotréfico. A produgdo biologica
deste material com caracteristicas humicas soma-se ao material himico formado pelo processo
jé conhecido de polimeriza¢do de material dissolvido e contribui para o acimulo desta fracdo no
ambiente (Parlanti et al 2000). Biers et al (2007) sugerem que o processo de degradacdo
microbiana de manosaminas (i.e., manose contendo um grupo amina) estd relacionado a
producdo dos fluoréforos que compdem o pico M. Embora informagdes sobre a produgdo de

manosaminas por M. aeruginosa nio tenham sido encontradas na literatura, o monossacarideo
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manose foi previamente identificado como parte da composi¢do de carboidratos poliméricos
excretados por esta espécie (Gouvea 2004), além de ser frequentemente associado a
florescimentos de Microcystis sp no reservatorio de Barra Bonita (Colombo 2006).

Nossos resultados também refor¢am afirmagdes de estudos anteriores de que a MOD de
origem fitoplanctonica ¢ 14bil a atividade bacteriana (Pakulski e Benner 1994, Wetzel 2001), ja
que 65 % dos compostos da MOD inicial identificados por FTICRMS e 52 % do COD foram
biodegradados em apenas 2 dias de cultivo das bactérias. Em concordancia, apenas 75 (16 %)
dos compostos identificados na MOD inicial por FTICRMS foram classificados como
simultaneamente bio e fotorresistentes, considerando o periodo estudado. Estes resultados,
somados a biodegradagdo preferencial de compostos nitrogenados (90 %) da MOD extracelular,
reforcam a importancia do cardter labil desta MOD na manuten¢do das associagdes entre
microorganismos autétrofos e heterétrofos (Giroldo 2003).

3.4.2 Efeitos da radiacdo UV sobre a biodisponibilidade

Neste trabalho, a reducdo da biodisponibilidade refletiu em menor produtividade
bacteriana na MOD pr¢ irradiada, principalmente no inicio das culturas. A existéncia da fase lag
nas culturas bacterianas em MOD pré-irradiada pode ter ocorrido devido a fotoprodugdo de
espécies e radicais toxicos as bactérias, como H,O,, OH, O,, HO, (Obernosterer et al 2001,
O’Sullivan et al 2005).

As causas da redugdo na biodisponibilidade foram em geral relacionadas a remog¢do da
porcdo mais biodegradavel da MOD pelas reagdes fotoquimicas, ou seja, competicao entre os
processos fotoquimico e biologico pela mesma fracdo da MOD, e/ou a substituicdo de
compostos originais labeis por fotoprodutos menos biodisponiveis.

As analises da MOD-C demonstraram que a redug@o na biodisponibilidade da MOD pr¢é
irradiada pode ter sido reflexo da reducdo na absorbancia da MOD-C, ja que a exposi¢do de
longo prazo a radiacdo causou maior reducao na absorbancia da MOD-C e maior redu¢do na sua

biodisponibilidade do que a exposicdo de curto prazo. Isso demonstra que a por¢do cromoforica
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da MOD ¢ importante na sustentabilidade das bactérias, e que sua remogao reflete em alteracdes
proporcionais na produtividade bacteriana.

A irradiacdo por 7 dias demonstrou ainda que os mesmos grupos de cromoéforos que sao
labeis a radiacdo UV sdo também biodegradaveis, e a0 mesmo tempo, 0s compostos resistentes a
fotodegradagdo também sdo resistentes a biodegradagdo. Somando-se as analises de MOD-C, as
andlises da composicao quimica da MOD por FTICRMS indicaram que 56 % da MOD inicial ¢
ao mesmo tempo bio e fotodegradavel, dentre os quais compostos nitrogenados estdo entre os
mais numerosos. Estes dados em conjunto apontam para o processo de competi¢ao entre foto e
biodegradacdo como a principal razdo da redug¢do na biodisponibilidade da MOD extracelular
pré irradiada. Mais especificamente, a relativa abundancia dos compostos CHON dentre o grupo
de moléculas afetadas pela competicdo indica que a redu¢do na biodisponibilidade desta MOD
pode estar relacionada ao acesso ao nitrogénio, mais do que a fonte de carbono em si. Isso ¢é
reforcado pelas andlises de COD, que mostraram que o consumo de carbono ndo foi
siginificativamente afetado pela pré irradiacio da MOD. A fotooxidacdo de compostos
nitrogenados, portanto, pode ter causado a remog¢ado de nitrogénio na forma acessivel, resultando
em restricdo na assimilagdo deste composto, que por ser o componente essencial do DNA e
proteinas, afeta diretamente a divisdo celular, refletindo em redu¢do da taxa de incorporagdo de
H’-Timdina.

A competicdo entre os dois processos foi observada também no que se refere a massa
molecular dos compostos da MOD extracelular. Sabe-se que a atividade microbiana ¢
direcionada pela massa molecular e nossas andlises demonstraram que a por¢do da MOD
degradada pela atividade fotoquimica apresentou um intervalo de massa molecular sobreposto
aquele da por¢do preferencialmente degradada pelas bactérias. A atividade fotoquimica atua
independentemente da massa molecular, preferencialmente sobre compostos que absorvem luz e
portanto sdo excitaveis e instaveis fotoquimicamente (Mopper e Kieber 2000), sofrendo os

efeitos diretos da irradiagdo. No caso da MOD extracelular estudada, esta por¢ao fotosensivel &
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caracterizada por um intervalo de massa molecular que coincide com aquele preferencialmente
utilizado pelas bactérias, causando o efeito negativo da fotoquimica sobre a biodisponibilidade.
Estes dados representam um avanco na compreensdo de resultados obtidos por estudos
anteriores, que demonstraram que, de maneira geral, os efeitos da irradiacdo sobre a
biodisponibilidade de MOD ocorrem no sentido de reverter sua disponibiliade inicial, ou seja,
MOD inicialmente biodisponivel tende a se tornar mais refrataria devido a rea¢des fotoquimicas,
e vice-versa (Benner e Biddanda 1998, Naganuma et al 1996).

A andlise do bioprocessamento dos fotoprodutos mostrou que aproximadamente a
metade deles (55 %) foi subsequentemente biodegradada e ndo foram detectados tipos
estruturais ou atomicos preferencialmente degradados ou preservados. Isso pode ser devido a
andlise da atividade biologica por FTICRMS ter sido realizada em apenas um ponto do cultivo
das bactérias, apds 2 dias de incubacdo, e portanto a comunidade bacteriana pode nao ter sido
exposta aos fotoprodutos por tempo suficiente para que uma avaliacdo de sua biodisponibilidade
fosse mais precisa. De qualquer forma, os fotoprodutos compreenderam 62 % da MOD pré
irradiada ‘oferecida’ a comunidade bacteriana e, pelo menos neste ponto do cultivo, pode-se
dizer que eles ndo foram capazes de estimular efetivamente o crescimento bacteriano ao ponto

de compensar ou anular o efeito negativo da competicao.
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Capitulo 4. Efeitos da radiacdo UV e da atividade microheterotrofica, separadamente e

em associagao, sobre a matéria organica intracelular de Microcystis aeruginosa.

4.1 Objetivos

(1) Avaliar o processo de biodegradagao da MOD intracelular de M. aeruginosa (células
cultivadas no modo axénico).

(2) Analisar os efeitos da radiagdo UVA e UVB sobre a biodisponibilidade da MOD
intracelular de M. aeruginosa.

(3) Analisar as alteragdes nas caracteristicas quimicas da MOD intracelular de M.

aeruginosa causadas pelas atividades fotoquimica e biologica, separadamente e em associagao.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Obtencédo da MOD

Os experimentos descritos neste Capitulo foram realizados exclusivamente com a MOD
intracelular obtida pela lise das células de M. aeruginosa cultivadas em modo axénico. A
obtencao destas amostras de MOD foi realizada como ja descrito em detalhes no Capitulo 2. Em
resumo, a cianobactéria foi cultivada em condi¢des axénicas em meio de cultura ASM-1, pH 7
(Gorham et al 1964), previamente autoclavado (121° C, 40 min). As culturas foram mantidas em
sala acondicionada a 23°C (£ 1), com ciclo luz:escuro de 12:12 h e intensidade de luz de 150
umol photons m™s™ proveniente de lampadas de 40 W do tipo ‘luz do dia’ e aeradas por
agitagdo manual dos frascos, duas a trés vezes ao dia. Apds 60 dias de cultivo, as células foram
separadas da MOD extracelular da cultura por filtragdo tangencial em cartuchos com membranas
de 0.22 um de diametro de poro, e imediatamente congeladas. O sistema de filtragdo tangencial
foi pré-lavado com solug¢do de NaClO 5 % e enxaguado varias vezes com agua ultrapura antes e
apos a filtragdo. Apos duas semanas no freezer, o concentrado de células foi descongelado e

mantido em banho de ultrassom por 15 min. Este ciclo de congelamento-descongelamento-
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sonificagdo foi repetido varias vezes para garantir a ruptura da maior parte das células. Em
seguida, a amostra foi filtrada a vacuo em trés etapas consecutivas em filtros de 10, 5 ¢ 0.7 um
de didmetro de poro, para retirada das células inteiras resistentes ao procedimento e outras
particulas maiores, ¢ obtengdo da MOD intracelular dissolvida. Finalmente, a amostra foi
assepticamente filtrada em sistema de filtragdo tangencial em cartuchos com membranas de 0.22
pm de didmetro de poro e a MOD coletada, menor que 0.22 pm, foi utilizada nos experimentos.
A eficiéncia deste procedimento foi verificada experimentalmente por meio de contagem de
células antes e apds os ciclos congelamento-descongelamento-sonificagdo, e por medidas de
carbono organico dissolvido ao longo das etapas de filtracio (dados ndo apresentados), e
mostraram que a maioria das células (90 %) foi lisada e a maior parte do carbono orgénico
intracelular (80 %) foi obtido na fracdo menor que 0.22 pm por este procedimento.

4.2.2 Experimentacéo

Os experimentos descritos neste Capitulo se assemelham aos ja descritos no Capitulo 3.
Foram realizados dois experimentos nos quais as amostras de MOD intracelular foram divididas
em trés aliquotas: a primeira ndo foi irradiada (chamada ao longo do texto de MOD inicial) e as
demais foram irradiadas, uma com UVA e a outra com UVB. No primeiro experimento, a
irradiacao durou 0.5 dia e no segundo experimento, a irradiacdo foi de 7 dias. A escolha dos
periodos de 0.5 e 7 dias de irradiagdo foi baseada nos resultados obtidos no Capitulo 2. A
irradiacdao destas amostras foi realizada em frascos de quartzo com 500 mL de capacidade, e as
intensidades de radiagdo UVB e UVA foram iguais aquelas medidas na superficie do
reservatorio de Barra Bonita (3 W.m™ e 25 W.m™, respectivamente).

Imediatamente apds a irradiacdo, foi adicionado o indculo bacteriano as aliquotas de
MOD ndo irradiada (MOD 1inicial) e previamente irradiadas nas diversas condi¢gdes descritas
acima (MOD pr¢ irradiada). A coleta e preparagdo do indculo bacteriano foi feita como descrito

no Capitulo 3.
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As culturas bacterianas em MOD inicial e pré irradiada nas condigdes descritas acima
(em réplicas) foram mantidas a 30°C no escuro e aeradas por agitagdo manual dos frascos, e
foram amostradas durante 41-45 dias, mais frequentemente durante os primeiros 5 dias. Ao
longo do tempo de cultivo das bactérias, aliquotas das culturas contendo as células bacterianas
foram obtidas para medidas de incorporagdo de timidina tritiada (H’-timidina). Outras amostras
das culturas foram filtradas para retirada das bactérias em membranas de policarbonato de 0.22
um de didametro de poro previamente lavadas com 500 mL de dgua ultrapura. As anélises da MOD

descritas no Capitulo 1 foram realizadas nestas amostras filtradas.

4.3 Resultados

4.3.1 Incorporacéo de H*-Timidina e remocédo de COD pelas bactérias

As medidas de incorporagdo de H’-Timidina pelas bactérias nas culturas de MOD inicial e
pré-irradiada com UVB e UVA, tanto por 0.5 (Figura la) quanto por 7 dias (Figura 1b), ndo
revelaram efeitos consistentes, positivos ou negativos, da pré-irradiagdo sobre a biodisponibildade
da MOD intracelular. A dinamica da produtividade bacteriana nas culturas foi semelhante nos dois
experimentos e nos trés tratamentos (pré-irradiagdo com UVA e UVB, e ndo irradiagdo) e nao
foram observadas diferengas quantitativas entre eles. Também ndo foram observadas diferencas
significativas na remogao do carbono orginico dissolvido (COD) entre os diferentes tratamentos
de irradiagdo, reforcando que a pré irradiagdo por 0.5 ou 7 dias ndo interferiu significativamente

no consumo da MOD (Figura 2a e b).
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a
B MOD inicial

MOD imradiada 0.5 d UVA I
uMOD irradiada 0.5 UVB

0 1 2 4 8 16 24 45
b
B MOD inicial

MOD irradiada 7 dias UVA
m MOD irradiacda 7 dias UVB
I

Figura 1. Variagio na taxa de incorporagdo de H’-Timidina (nM.L™".h™") a0 longo do tempo de

cultivo da comunidade microheterotrofica em MOD intracelular de Microcystis aeruginosa (a)

inicial e pré irradiada por 0.5 dia com UVA e UVB; (b) inicial e pré irradiada por 7 dias com

UVA e UVB; barras representam o desvio padrao.
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Figura 2. Variacdo na concentracdo de carbono organico dissolvido (COD, ppm) da MOD

intracelular de Microcystis aeruginosa (a) inicial ¢ pré irradiada por 0.5 dia com UVA ¢ UVB;

(b) inicial e pré irradiada por 7 dias com UVA e UVB, em funcdo do tempo de cultivo das

bactérias.
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4.3.2 Biodegradacédo da MOD-C

No que se refere a transformacdo da MOD cromofoérica (MOD-C), a pré-irradiagao da
MOD intracelular por 0.5 dia, especialmente com a radiagdo UVB, causou ligeira redu¢do na
absorbancia em comprimentos de onda maiores do que 300 nm (maiores detalhes sobre a
fotodegradacdo da MOD intracelular foram apresentados e discutidos no Capitulo 2).
Nitidamente a ficocianina, pigmento intracelular com absorbancia méxima em torno de 630 nm,
foi fotodegradada durante a exposi¢do a radiagdo com UVA e UVB (Figura 3) por 0.5 dia.

Ao longo do periodo de cultivo das bactérias, a absorbancia da MOD-C pré-irradiada por
0.5 dia e inicial (Figura 3a, b e c¢) foi gradualmente reduzida; a redugdo mais dréstica ocorreu no
primeiro dia da atividade bacteriana. Na MOD inicial, o pico correspondente a ficocianina foi
removido pela biodegradacdo apoés 2 dias de cultivo. A redugdo gradual da absorbancia da
MOD-C foi similar nas trés culturas. J4 a pré-irradiagdo por 7 dias (Figura 4) da MOD
intracelular causou redugdo mais evidente na absorbancia da MOD-C, embora a forma do
espectro tenha sido mantida. Esta reducdo foi similar quando a MOD foi pré-irradiada com UVA
e UVB (Figura 4, e detalhes no Capitulo 2). Durante o periodo de cultivo das bactérias em MOD
pré-irradiada por 7 dias (UVA e UVB) e inicial houve redugdo na absorbancia, principalmente
em comprimentos de onda curtos (Figura 4a, b e ¢). Mesmo com a pré exposi¢do da MOD
intracelular por 7 dias, que causou redug¢do significativa da absorbancia da MOD-C, a atividade

bacteriana sobre a MOD-C remanescente ndo foi afetada.
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Figura 3. Variacdo no espectro do coeficiente de absorbancia (a.m-1) da MOD intracelular de
Microcystis aeruginosa pré irradiada por 0.5 dia com (a) UVB e (b) UVA ¢ inicial (c) em fungdo

do tempo de cultivo da comunidade bacteriana (0 — 45 dias).
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Figura 4. Variagdo no espectro do coeficiente de absorbancia (a.m-1) da MOD intracelular de
Microcystis aeruginosa pré irradiada por 7 dias com (a) UVB e (b) UVA e inicial (¢) em funcdo

do tempo de cultivo da comunidade bacteriana (0 — 41 dias).
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4.3.3 Biodegradacdo da MOD-F

A avaliacdo das EEMs forneceu informagodes qualitativas da dindmica dos fluoréforos da
MOD em fung¢ao do tempo de cultivo. As Figuras 5 e 6 mostram as sequéncias de EEMs ao longo da
biodegradacdo da MOD intracelular inicial, de cada experimento. As Figuras 7 e 8 mostram a
dindmica dos fluoroforos na degradagdo biolodgica da MOD pré-irradiada por 0.5 dias com UVA e
UVB, respectivamente; e as Figuras 9 e 10 referem-se 8 MOD pré-irradiada por 7 dias, com UVA e
UVB, respectivamente. Dentre os fluordéforos da MOD-F intracelular inicial, o material protéico
apresentou maior intensidade de fluorescéncia (Figuras 5a e 6a), como também observado na MOD
extracelular (Capitulo 3). A fluorescéncia do material protéico foi reduzida rapidamente, dentro de no
maximo 2 dias de incubacdo das bactérias, e ndo foi detectada producdo deste material até o final do
experimento, apos 45 e 41 dias, respectivamente. Os picos A e C correspondentes ao material himico
também foram observados, enquanto que o pico M ndo foi detectado (Figuras 5a e 6a). A pré
irradiagdo de 0.5 dia ndo eliminou os picos A e C. Nas Figuras 5 a 8 (biodegrada¢do da MOD inicial e
irradiada por 0.5 d), a fluorescéncia do material hiimico foi reduzida lentamente devido ao consumo
bacteriano, de maneira que estes picos (principalmente o pico A) ainda puderam ser observados ao
longo do tempo de cultivo. Em todos os cultivos, a partir do 2° ou 4° dia de experimento, a producao
gradual de material do pico M foi iniciada (painel ¢ das Figuras 5-10). A producdo deste material
pareceu ocorrer a partir do material himico do pico C; nas amostras correspondentes ao 7° e 8° dia de
amostragem (painel d das Figuras 5-10), observou-se claramente um rastro que conecta os dois picos,
C e M. Gradualmente até o final do experimento, a fluorescéncia do material hiimico do pico C foi
reduzida enquanto que aumentou a intensidade de fluorescéncia do pico M. Apesar da remogao do
pico protéico e da reducao em intensidade de fluorescéncia dos picos htimicos (A e C) causadas pela
pré irradiagdo, a biodegradacao da MOD-F pré-irradiada assemelhou-se a biodegradacao da MOD-F

inicial, em termos qualitativos.



113

'serp 14 (F) 921 (9) ‘L (P) ‘T () ‘1 (q) ‘0 (e) :seoeq sep
0ANND dp odurdy op orduny wd Souibniae SIISAI0IDIA P Te[njddenul

[erorur -JOIA ep (INAH) 08deI0X-0sSIWY dp SOZLIEIA "9 LINSI{

008 () wyy oSk

0og

08T

0oL

(1133

() x5

oor

05T

oog

05t

(o) 5

0ot

'SeIp G () 291 (9) ‘8 (P) ‘v (9) 1 (q) ‘0 () :serIgIoeq Sep

0AnNO 3p odwdy op ogduny wd esouibniae SISAI0IN P Te[njadeNUI

00s

[erorut J-AOIA ep (JNHH) 0BILIOX{-0LsSSIW op SOZLIEIA *G BINT1

(o) g

Logy

00F

0st

00€

opg (W W ooy,

00k

0s€

0L

st

00E

00t

S (wuxg o

08T

a0y



'SeIp §p ()2 91 (9) °8 (P) 'SeIp v (1) 991 (9) 8 (P)
+ v )19 ‘0 () :seuoeq sep oAnno ap odwdy op oeduny wd gAN ‘¢ (9) ‘1 (q) ‘0 (B) :seLRIORq Sep 0AnNd op odwd) op oeduny WA VAN

11

wod e1p 0 Jod eperpesnr 91d esoulbnise SNSA20401 9p Jenjadenur  wod eip ¢ Jod eperpeinn 91d esouibnise sNSAJ0IDIN Op Je[njodenul

d-QOW ®ep () oedenoxg-oessiuyg Op sozIjeN ‘g endlf  J-QON ©ep (NH) OrdeldX{g-opssiuy op SIZIJeN L eIngig

o0s (WU ey, 0ot 0se 00g op (wa Wi ooy 00F 0s€ 00¢ p0g (WU gy oot 0s€ o0e  oog (W ooy o0r 05¢ 00€

05T [54

L1013

00F (1]
0sT 14
O 0og
nse (IS
Z z
0 0
05z ez
00g L
(143 (L33
: g
(L3




115

SEp [ (1) 221 (3) °L (P)
‘2 () ‘1 () ‘0 (e) :sel108q SEp 0ANND op odwd) Op ordUNY WS AN
woo serp £ Jod eperpertt a1d esouibniae SNSAJ0IN Op JIe[njaoenul

d-AOW ®p (NFd) Oedeyoxg-oessiug 9p SIZIRN ‘0] ®IinSig

() gy ost 00t sE 00g

\ _—
—

00§ opg (W W ey

0or 05t o0g

08T

00t

"

() xg 30

0or

08T

ooe

05T

O0E

% () x5 E

sep 1y ()2 21 (3) °L (P)
‘2 () ‘1 (q) ‘0 () :seuRoeq sep oAnnd ap odwd) op ordUNJ WD VAN
woo serp , Jod eperpewr 91d esouibnise SNSAJ0OIN 9p Ie[njooenul

A-QON ©ep (NAH) O0pdeloXg-oessiuy op SIZIJeN ‘6 eIngij

ogg (W W gy oot 0s¢ 00g  pog (W WH ooy 00r 0s¢ 00g

0sz

00e

- 08T

- 00E

00g




116

4.3.4 Espectrometria de massa (FTICRMS) da MOD foto e/ou bioalterada

Quatro amostras destes experimentos foram analisadas por FTICRMS no modo negativo
de ionizacdo: MOD inicial, MOD inoculada (bioprocessada, apos 7 dias de cultivo), MOD
irradiada (UVB, 7 dias), e MOD irradiada (UVB por 7 dias) e em seguida inoculada
(bioprocessada, apds 7 dias de cultivo); para efeitos praticos esta ultima serd referida como
MOD irradiada + inoculada. Foram avaliadas resisténcia, degradabilidade e produtividade,
fotoquimica e biologica, de diferentes tipos de compostos. Os compostos resistentes, degradados
e produzidos foram classificados quanto a sua féormula/composi¢do atdmica e quanto a suas
caracteristicas estruturais (alifaticos, aromaticos e aliciclicos ricos em grupos carboxilicos —
CRAM). Dentre as 4 amostras, as moléculas que foram identificadas quanto as suas
caracteristicas estruturais compreenderam 73 — 87 % dos compostos (Tabela I). Embora existam
15 diferentes formulas quimicas possiveis, considerando os 6 elementos estudados (C, H, O, N,
P, S), a maior parte das moléculas (81 — 92 %, Tabela I) nas 4 amostras pertenceram as classes
CHO, CHON, CHOS e CHOP e a fim de facilitar a apresentacdo e interpretacdo dos resultados,
apenas estas 4 classes serdo discutidas. As caracteristicas gerais das quatro amostras analisadas
estdo apresentadas na Tabela I e Figura 11. A MOD intracelular inicial ¢ composta em sua
maioria por compostos alifaticos (Tabela I, Figura 11a), e os tipos predominantes de férmulas
quimicas foram CHO e CHON (Tabela I, Figura 11b). A irradiacdo causou aumento
proporcional na fragdo CRAM em detrimento de alifdticos e aromaticos, e aumento
proporcional em CHO e CHON e reducdo de compostos CHOS e CHOP (Tabela I). A
inoculacdo da MOD inicial com a comunidade bacteriana causou aumento consideravel na
propor¢ao de alifaticos e de compostos nitrogenados (CHON) (Tabela I). Na MOD irradiada +
inoculada foi observado o aumento na proporcao de alifaticos, e aumento proporcional em

compostos CHO.
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Figura 11. Caracterizacdo quimica da MOD intracelular inicial de Microcystis aeruginosa: (a)
diagrama de Van Krevelen, onde a barra representa a contribui¢do porporcional de cada classe, e

(b) composi¢do atdmica, em niimero de compostos e propor¢ao (%).

As atividades biologica e fotoquimica foram avaliadas em separado. A Figura 12 mostra
o diagrama de VanKrevelen dos grupos de compostos resistentes, degradados e produzidos
devido a atividade bioldgica (12a-c) e fotoquimica (12d-f), classificados de acordo com suas
caracteristicas estruturais. Os painéis 12a-c mostram que a maior parte dos compostos resistentes
a degradagdo biologica sdo alifaticos, de baixa razdo O/C; estes compostos estdo presentes
principalmente na regido do diagrama correspondente aos lipideos. Grande por¢do dos
compostos biodegradados ndo foi identificada e outra grande fracdo foi composta de alifaticos,
por que esta ¢ a classe de compostos mais abundante na amostra incial. Mais notavel, no entanto,
¢ o fato de a maior parte dos compostos biodegradados ser caracterizada por razdes O/C
relativamente altas quando comparadas aos compostos biorresistentes e bioproduzidos.
Alifaticos presentes na regido dos lipideos compreenderam a maioria dos bioprodutos,

caracterizados de maneira geral por baixas razdes O/C.
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Figura 12. Diagrama de Van Krevelen e classificagdo estrutural dos grupos de
compostos degradados, resistentes e produzidos ap6s 7 dias de atividade biologica (a,
b, ¢, respectivamente) e 7 dias de atividade fotoquimica (d, e, f, respectivamente)
sobre a MOD intracelular de Microcystis aeruginosa. As barras representam a

contribui¢do porporcional de cada classe.
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A irradiacio da MOD (Figura 12d-f) demonstrou que os compostos fotorresistentes
também sdo alifaticos em sua maioria, assim como compostos fotodegradados; ambos os grupos
sdo também caracteristicos por baixas razdes O/C. CRAM de baixa razio O/C foram
preferencialmente fotodegradados em detrimento de CRAM com razdo O/C ligeiramente maior.
A exposicdo da amostra a UVB resultou em produgdo de compostos de altas razdes O/C,
especialmente os CRAM e os compostos ndo identificados, mas também dos alifaticos. Outra
caracteristica dos fotoprodutos foi a consideravel propor¢do de CRAM gerada pela irradiagao
(Figura 12f).

Quanto a caracterizagdo por composicao atomica (Figura 13), compostos CHON foram
muito mais afetados pela biodegradacdo (63 %) do que pela fotodegradagdo (41 %). CHO
compreendem a maioria dos compostos biorresistentes (64 %). Moléculas CHON e CHO
compreenderam a maior parte do conjunto de bioprodutos (54 e 41 %, respectivamente)
enquanto que compostos CHON foram a maioria dentre os fotoprodutos (75 %).

De uma maneira geral, houve diferencas sensiveis entre a composi¢dao de biodegradados,
cuja maior fragdo foi composta por CHON (63 %), e biorresistentes, claramente dominados por
CHO (64 %). J& os compostos fotodegradados e fotorresistentes apresentaram fragdes
semelhantes quanto a propor¢do de CHO (44 e 43 %, respectivamente) e CHON (41 e 39 %,
respectivamente). A semelhanca entre os grupos fotodegradados e fotorresistentes indica que
alteracdes fotoquimicas afetam a MOD de maneira mais ou menos indiscriminada quanto a

composi¢do atdmica, diferentemente da atividade microbioldgica, que parece mais seletiva.
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Figura 13. Composi¢do atomica, em numero e contribuicdo proporcional (%), dos grupos de
compostos (a) biodegradados, (b) biorresistentes e (c) bioproduzidos apos 7 dias de atividade
bioldgica e (d) fotodegradados, (e) fotorresistentes e (f) fotoproduzidos apos 7 dias de atividade

fotoquimica sobre a MOD intracelular de Microcystis aeruginosa.

O fato de alifaticos terem sido dominantes na maioria dos conjuntos de compostos
exibidos na Figura 12 esta relacionado a sua alta propor¢do na MOD inicial. Numericamente,
alifaticos sdo compostos dominantes, ou representam uma fracdo consideravel, no grupo de
resistentes, degradados e produtos. No entanto, analisando a bio e fotodegradagdo de cada tipo
estrutural proporcionalmente as suas quantidades iniciais (i.e., na MOD inicial), ¢ possivel
identificar que as atividades biologica e fotoquimica modificaram preferencialmente compostos

CRAM e aromaticos, em detrimento dos alifaticos (Figura 14a e b).
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Figura 14. Proporc¢ao (%) entre compostos resistentes e degradados, pertencentes as diversas
classes estruturais, apos 7 dias de atividade (a) biologica e (b) fotoquimica sobre a MOD

intracelular de Microcystis aeruginosa.
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A Figura 15 mostra a bio e fotodegrada¢do quando se considera cada tipo de férmula
quimica relativa 4 suas quantidades na MOD inicial. E possivel observar que houve
biodegradacdo preferencial de compostos CHON e CHOP, enquanto CHO e CHOS sdo
compostos relativamente mais biorresistentes (Figura 15a). As reagdes fotoquimicas, por outro
lado, causaram degradacdo preferencial de compostos CHOP, mas s3o em geral menos
especificas em relagdo a composicao

S . a
. . ]
atomica  (Figura bioresistentes biodegradados 15b).
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Figura 15. Propor¢ao (%) entre compostos resistentes e degradados, dos diversos tipos de
composi¢ao atdmica, apds 7 dias de atividade (a) bioldgica e (b) fotoquimica sobre a MOD

intracelular de Microcystis aeruginosa.

Os compostos resistentes simultaneamente a ambos os tipos de degradagdo foram
denominados refratarios. Ha duas formas possiveis de apontar estes compostos: encontrando as
moléculas comuns @ MOD inicial, MOD irradiada e MOD irradiada + biodegradada (sequéncia
de eventos); e encontrando as moléculas comuns a MOD bioresistente e fotoresistente (eventos
independentes). O primeiro procedimento para identificar a por¢ao mais refrataria da MOD foi
escolhido, mas ambos resultaram em numeros semelhantes (123 moléculas comuns as trés
amostras; 129 moléculas comuns aos grupos ‘fotorresistentes’ e biorresistentes’). Isso indica que
resultados semelhantes serdo encontrados quando os processos sdo avaliados individualmente ou
sequencialmente, indicando que o procedimento experimental ndo influencia de maneira
significativa este tipo de resultado. A Figura 16 mostra que a maior parte dos compostos
refratirios aos dois processos ¢ composta por alifaticos (94 %), encontrados na regido dos
lipideos do diagrama, e moléculas CHO (63 %). A mesma tendéncia foi identificada quando a
bio ¢ a fotodegradacao foram avaliadas individualmente (Figuras 12a, 12d e Figura 13). Os
compostos refratdrios compreenderam 30.8 % da MOD inicial intracelular.

Foram quantificados e identificados também os compostos que foram tanto bio quanto
fotodegradaveis, ou seja, em que extensdo da MOD intracelular ocorreu a competi¢ao entre os
dois processos e como se caracteriza a por¢ao da MOD que sofre este efeito. Pela comparacao
entre os grupos de compostos ‘biodegradados’ e ‘fotodegradados’, foram identificados 103
compostos comuns, que representam 25.8 % dos compostos da MOD inicial. Trata-se de um
grupo de compostos diverso quanto a estrutura, principalmente por que CRAM e aromaéticos
contribuem com porg¢des significativas (Figura 17a). CHON foram os compostos dominantes
dentre os afetados pela competicao (Figura 17b). Proporcionalmente a amostra de MOD inicial,

os compostos aromaticos apareceram como a classe preferencialmente afetada pela competicao
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entre os processos, enquanto CRAM s3o os menos afetados (Figura 17c). Em relagdo as
proporgdes iniciais, moléculas ricas em nitrogénio (CHON) e fosforo (CHOP) foram as classes

mais labeis simultaneamente aos dois processos (Figura 17d).

2.5 0% b
* # Al
2 o®
: % o0
0~ L
13N
®
1.5 '—"29 ” * e
Q
T
1
*
0.5
¢ aromaticos ¢ CRAM
¢ alifaticos * ndo identificados
0 T T T . . B CHO O CHON O CHOSOCHOP
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

o/C

Figura 16. Composicdo quimica dos compostos resistentes simultaneamente a degradagdo
bioldgica e fotoquimica da MOD intracelular de Microcystis aeruginosa: (a) diagrama de Van
Krevelen e classes estruturais, onde a barra representa a contribui¢ao porporcional de cada

classe, e (b) composi ¢do atbmica em niimero e propor¢ao (%).
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Figura 17. Composi¢do quimica dos compostos simultaneamente bio e fotodegradados da MOD
intracelular de Microcystis aeruginosa: (a) diagrama de Van Krevelen e classes estruturais, onde
a barra representa a contribuicdo proporcional de cada classe; (b) composicdo atOmica em
numero e propor¢ao (%); proporcdo (%) entre compostos resistentes e bio+foto degradados,

classificados quanto a (c) forma estrutural e (d) composi¢do atomica.
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Dentre os fotoprodutos da MOD intracelular, 78 % foram subsequentemente
biodegradados. O diagrama de Van Krevelen dos fotoprodudos mostra que a maior parte da sua
porcdo biodegradada ¢ composta por CRAM (Figura 18a). Por outro lado, os fotoprodutos
resistentes a biodegradacdo foram em sua maioria compostos por alifaticos (Figura 18a).
Seguindo a tendéncia da biodegradacdo da MOD inicial, a maioria dos fotoprodutos
biodegradados foi composta por CHON (84 %), enquanto que a maior parte dos fotoprodutos
resistentes foram CHO (47%, Figura 18b). Todos os aromadticos fotoproduzidos foram em
seguida consumidos pelas bactérias, assim como a maior parte dos CRAM e moléculas nio
identificadas (Figura 18c). CHOP ndo figura entre os fotoprodutos e CHON foram os

fotoprodutos preferencialmente biodegradados (Figura 18d).
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Figura 18. Fotoprodutos biodegradados e bioresistentes: (a) Diagrama de Van Krevelen e
classificagdo estrutural, onde as barras representam a contribui¢do proporcional (%) de cada classe de
compostos; (b) composicdo atdmica dos fotoprodutos biodegradados e bioresistentes; proporgao (%)
entre fotoprodutos biodegradados e bioresistentes, de acordo com sua (c) classe estrutural e (d)

composigdo atdmica.
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A atividade bioldgica causou o aumento no numero de compostos identificaveis pela técnica
(i.e., ionizaveis) (Tabela I). A excrecdo de compostos ionizaveis foi maior quando resultante do
bioprocessamento da MOD inicial (de 399 para 762, aumento de 91 %, Tabela I) do que da
MOD pr¢ irradiada (de 390 para 576, aumento de 48 %, Tabela I). A comparagao entre a
composi¢ao dos bioprodutos da atividade bacteriana em MOD inicial e pré irradiada mostrou
que ambos foram dominados por compostos alifaticos (Figura 19a e 19b). Compostos
nitrogenados foram dominantes dentre os bioprodutos da atividade microbiana sobre a MOD
inicial (54 %) e sobre a MOD pr¢ irradiada (48 %), e CHO também representou uma fragao
consideravel em ambos (41 e 47 %, respectivamente) (Figura 19¢ e 19d).

A pré irradiagcdo da MOD resultou ndo somente em menor nimero de bioprodutos, mas
também em moléculas de massa molecular média significativamente menor (335) do que aquela
dos bioprodutos da atividade bacteriana em MOD inicial (380) (p = 0.0004). As amostras de
MOD inicial e MOD pré¢ irradiada, no entanto, ndo foram significativamente diferentes em
termos de massa molecular (p = 0.3233). As diferengas quantitativas em niimero e massa
molecular entre os bioprodutos, portanto, estdo relacionadas a qualidade da MOD disponivel, e

ndo a sua quantidade ou massa molecular média.
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Figura 19. Composi¢do quimica dos bioprodutos da atividade bioldgica sobre a MOD
intracelular, inicial (painéis a e c¢) e pré irradiada (painéis b e d), de Microcystis
aeruginosa: (a e b) diagrama de Van Krevelen e classes estruturais, onde a barra representa
a contribuigdo porporcional de cada classe, e (c e d) composicdo atdbmica em nimero e

propor¢ao (%).
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Finalmente, foi possivel analisar os processos fotoquimico e biologico em relagdo a
massa molecular. A Tabela II mostra que o grupo de moléculas resistentes a biodegradagdo ¢
caracteristico por massa molecular significativamente menor (307) do que os compostos que sao
resistentes a fotodegradagdo (352), enquanto que o grupo de compostos biodegradados (401)
tem massa significativamente maior do que o grupo de compostos fotodegradados (338). Estes
resultados mostram que os processos de biodegradacao e fotodegradagdo ndo sdo competitivos
em termos de massa molecular da MOD. Ao mesmo tempo, o grupo de moléculas
biodegradadas ¢ significativamente maior em massa (401) do que o grupo de moléculas
biorresistentes (307), o que demonstra a biodegradacdo preferencial de compostos maiores,
enquanto compostos menores sdo preferencialmente preservados. Ja as massas moleculares dos
compostos fotodegradados (338) e fotorresistentes (352) ndo sdo significativamente diferentes, o

que significa que as reagdes fotoquimicas ndo sdo direcionadas pela massa molecular.

Tabela II. Comparagdes entre as massas moleculares (Da) dos grupos de compostos da MOD
intracelular de Microcystis aeruginosa classificados como resistentes e degradados pela
atividade biologica e fotoquimica separadamente, e aplicagdo do teste ndo paramétrico de Mann
Whitney.

Combinagdes entre os grupos Massa Molecular (Da) Teste de Mann-Whitney
bioresistentes x fotoresistentes 307 352 p<0.0001, ***
biodegradados x fotodegradados 401 338 p=0.0007, ***
biodegradados x bioresistentes 401 307 p<0.0001, ***
fotodegradados x fotoresistentes 338 352 p=0.5165,n/s

, *#% extremamente significante, n/s ndosignificante
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4.4 Discussao

4.4.1 Transformacdes bioldgicas e fotoquimicas da MOD intracelular

Os resultados obtidos pelas anélises da MOD-C, MOD-F e FTICRMS possibilitaram a
ampla caracterizagdo da MOD intracelular de M. aeruginosa, e forneceram ferramentas para a
compreensao de sua degradabilidade.

Grande redugdo na absorbancia da MOD-C foi observada apds 1 dia de incubacdo das
bactérias, enquanto que a mesma reducdo foi observada somente apos 7 dias de exposicao a
radiacdio UVB. Isso demonstra que a MOD-C ¢ mais labil a biodegradagdo do que a
fotodegradacdo. Embora uma das fungdes da MOD-C em ambientes aquaticos seja filtrar a
radiacdo solar na coluna d’4gua, e assim proteger a biota dos efeitos deletérios da radiagdo UV
(Walsh et al 2003), esta fragcdo também pode representar uma fonte de nutrientes e energia para a
comunidade bacteriana (Nelson et al 2004). No caso da MOD intracelular de M. aeruginosa, a
fotodegradacdo da por¢do cromoforica mostrou-se lenta, e portanto este processo ndo causa a
exposi¢do direta das bactérias a radiacdo UV antes que a propria comunidade microheterotrofica
utilize esta por¢ao da MOD como fonte de energia.

A dinamica da biodegradacdo da por¢do fluorescente da MOD também nao foi
significativamente alterada pela pré-irradiagdo. A producdo de material fluorescente durante a
biodegradacdo da MOD intracelular demonstra que o material M, encontrado em amostra de
MOD de ambientes predominantemente autotrofos (Huguet et al 2009), especialmente em aguas
oceanicas (Coble 1996), ¢ de fato produto da excre¢ao microbiana (Parlanti et al 2000). Como ja
discutido no Capitulo 3, a producdo do material fluorescente M pode estar relacionada a
manosamina (manose aminada), composto encontrado em niveis elevados no citoplasma de
cianobactérias, como Synechococcus sp (Benner e Kaiser 2003). Por outro lado, nossos
resultados sugeriram que a atividade bacteriana produz este material M pela degradacao do
material himico C, j& que a degradacdo de fluoroforos esta constantemente relacionada a

reducao em seus comprimentos de onda de emissdo e excitacdo (Alberts et al 2002). Sendo o
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material hiimico C relativamente resistente a irradiacdo, a producao do material M ocorreu como
resultado da biodegradagdo tanto da MOD inicial como da MOD pré irradiada; no entanto, a
intensidade de fluorescéncia do material M produzido nas culturas foi maior quando a MOD
inicial foi biodegradada. Isso pode indicar que quanto mais material fluorescente inicial, maior
serd a produ¢do de material novo flurescente M. Neste sentido, a radiagdo UV pode funcionar
como um controle na producao de material fluorescente (M) novo pela comunidade bacteriana.

A caracterizagdo quimica em nivel molecular da MOD intracelular mostrou dominancia
de compostos alifaticos, e de moléculas do tipo CHO e CHON. Estas caracteristicas estruturais e
atdmicas podem estar representando moléculas comuns na MOD intracelular, como lipideos e
proteinas, e possivelmente fragmentos de 4cidos nucleicos.

Embora alifaticos sejam os compostos mais abundantes, eles foram os mais refratarios a
foto e biodegradagdo. Alifaticos sdo caracteristicos por longas cadeias de carbono que podem
conter varias duplas ligagdes com moléculas de hidrogénio; a auséncia de anéis aromaticos € nao
aromaticos torna estes compostos bastante fotoestdveis. Lipideos polares, especialmente,
apresentam varios niveis de hidrofobicidade, o que também dificulta sua biodegradagdo. Os
compostos do tipo aromaticos e CRAM, por outro lado, foram preferencialmente foto e
biodegradados (Mopper e Kieber 2000). Como esperado, compostos ricos em nitrogénio
(CHON) e fosforo (CHOP) foram preferencialmente biodegradados. Como ndo foram
adicionados nutrientes inorganicos as culturas, ¢ razodvel que a atividade da comunidade
bacteriana seja preferencialmente direcionada para o consumo de compostos ricos nestes dois
tipos de nutrientes necessarios ao crescimento e divisao celular (Fogg 1975).

Os compostos excretados pelas bactérias foram em sua maioria alifaticos, semelhante a
MOD inicial, o que indica que o bioprocessamento da MOD intracelular como processo isolado,
tende a aumentar ou pelo menos manter o carater alifatico da MOD. A MOD fotoalterada, por
outro lado, é proporcionalmente mais rica em compostos CRAM e o material excretado a partir

da MOD fotoquimicamente alterada também apresenta maior propor¢do de CRAM. Isto indica
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que o tipo de MOD disponivel a comunidade microheterotréfica tem o potencial de direcionar a
composi¢do dos produtos de excrecao.

4.4.2 Efeitos da radiacdo UV sobre a biodisponibilidade

A auséncia de diferencas significativas e consistentes entre a produtividade bacteriana
em MOD inicial e pré-irradiada, nos dois experimentos, mostrou que a exposi¢do de curto ou
longo prazo a radia¢do ndo afeta de maneira consideravel a atividade bacteriana sobre a MOD
intracelular. As similaridades no consumo da MOD em termos de COD reforcam esta hipdtese.
A similaridade dos padrdes da biodegradacdo da MOD-C e na dindmica dos fluoréforos nos
cultivos em MOD inicial e pré irradiada revelaram que as alteragdes causadas pela irradiagdo nas
fragdes cromoforica e fluorescente da MOD ndo afetaram sua subsequente utilizagdo pela
comunidade bacteriana.

Embora analises das grandes fracdes da MOD supra listadas (COD, MOD-C, MOD-F)
demonstrem auséncia de efeitos liquidos e/ou consistentes da irradiacdo sobre a
biodisponibilidade, as andlises detalhadas da composi¢do quimica da MOD intracelular
fornecida por FTICRMS revelaram que a exposi¢do desta MOD a UV causa pressdes opostas no
que se refere a sua biodisponibilidade. Estes dados proporcionaram a compreensao do porqué de
efeitos liquidos da irradiacdo sobre a biodisponibilidade ndo terem sido observados e foram,
consequentemente, essenciais na correta interpretacdo e compreensao dos resultados obtidos.

Em teoria, a exposicdio da MOD a radiagdo pode resultar em aumento da
biodisponibilidade pela transformacdo de compostos biorresistentes em compostos bioldbeis ou
seja, pela fotoproducdo de compostos biodegradaveis (Bertilsson e Tranvik 1998); a exposicao
pode também resultar em reducdo da biodisponibilidade pela competicdo entre os dois
processos, ou seja, coincidéncia entre moléculas foto e biodegradadas (Tranvik e Kokalj 1998),
ou pela fotoprodugdo de compostos biorefratdrios (Naganuma et al 1996). Os trés tipos de
reacdes podem ocorrer simultaneamente, e o efeito final da irradiacdo sobre a biodisponibilidade

serd o balango entre eles. E importante salientar que a combinagdo entre estes varios processos
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tende a variar de acordo com a composi¢ao inicial da MOD (Tranvik e Bertilsson 2001), ou seja,
de acordo com o tipo de MOD estudado, as diversas reacdes terdo ‘pesos’ diferentes, resultando
em efeitos positivos e negativos sobre a produtividade bacteriana.

Primeiramente, ¢ notavel que uma por¢do da MOD intracelular foi identificada como
naturalmente resistente a biodegradacao (considerando o periodo de tempo estudado). A maior
parte dos compostos biorresistentes ¢ também fotoresistente, e desta forma, a pré-irradiagdo nao
atua no sentido de aumentar a biodisponibilidade desta porcdo da MOD. Isto pode estar
relacionado ao fato de a maior parte desta por¢ao refrataria da MOD ser composta por alifaticos,
como ja mencionado, caracteristicos por sua foto-estabilidade (auséncia de anéis aromaticos). A
porcao refrataria da MOD intracelular (25 %, apds 7 dias de incubagdo das bactérias) foi
consideravelmente maior do que a da MOD extracelular (16 %, apos 2 dias de incubacao).

Nossas andlises demonstraram também que a ocorréncia de competicdo entre os
processos de degradacdo fotoquimica e bioldgica sobre a por¢ao labil da MOD envolve uma
consideravel por¢ao da MOD total (30.8 %). E interessante notar que o conjunto de compostos
que ‘sofre’ competi¢do entre foto e biodegradacdo ¢ principalmente composta por moléculas
ricas em nitrogénio e fosforo, dois dos principais nutrientes necessarios ao crescimento e
produtividade bacterianos (Fogg 1975). Os efeitos negativos desta competi¢do estdo, portanto,
relacionados ao acesso a estes nutrientes, mais do que a fonte de carbono em si. Por outro lado,
dentre os compostos mais labeis a biodegradacdo (aromaticos e CRAM), aromaticos sdo aqueles
que mais sofrem os efeitos da competi¢do, mas em compensacdo estdo presentes em menor
propor¢dao na MOD; CRAM ¢ a classe de compostos menos afetada pela competigao e, portanto,
continua sendo uma importante fonte de energia e nutrientes mesmo apds a fotodegradacao.

A exposicdo a radiagdo produziu maior propor¢do de compostos labeis do que de
compostos refratarios. A fotoprodu¢do de compostos biologicamente labeis foi evidenciada
previamente (Kieber et al 1989, Mopper et al 1991), embora estes estudos ndo abordem a

estrutura destes compostos recém produzidos. O uso de FTICRMS permitiu no presente estudo a
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identificacdo destes compostos como pertencentes ao grupo CRAM, e também como moléculas
nitrogenadas (CHON).

Assim, concluimos que os efeitos positivos e negativos da irradiacdo sobre a
biodisponibilidade da MOD tendem a se anular. Em resumo, estes efeitos sdo (1) resisténcia de
significativa por¢do da MOD a ambos os processos; (2) a ocorréncia de competicdo, que afeta
compostos nutricionalmente importantes; (3) o fato de esta competi¢do atingir principalmente
aromaticos uma das classes preferencialmente biodegradadas, mas que compde uma pequena
fracdo da MOD, enquanto que pouco afeta outra classe também preferencialmente biodegradada
(CRAM), e presente inicialmente em maior propor¢ao; (4) ocorréncia de fotoprodugdo de
compostos labeis e nutricionalmente importantes (CHON) e preferencialmente biodegradaveis
(CRAM); e (5) fotoprodugdo pouco significativa de compostos biorefratarios.

Mesmo considerando a limitagdo do intervalo de massa molecular abrangido por
FTICRMS, nossos resultados indicaram claramente que a biodegradacdo ¢ sensivel a massa
molecular dentro do intervalo estudado, sendo limitada por moléculas menores, enquanto que os
processos fotoquimicos atuam de maneira indiscriminada em relacdo a massa deste tipo de
MOD. As reagdes mediadas pela radia¢do, no entanto, estdo mais relacionadas a presenca de
por¢des da molécula que absorvem radiacdo (Tranvik e Kokalj 1998). No que se refere a massa
molecular da MOD intracelular, portanto, foto e bidegradag¢ao nao sdo processos competitivos.

Vale salientar ainda que a caracterizagdo quimica dos processos foi realizada em um
unico ponto durante o cultivo das bactérias — 7 dias. Desta forma, compostos aqui considerados
biorresistentes podem, e provavelmente sdo, degradados quando a MOD ¢ cultivada por mais
tempo e, a0 mesmo tempo, compostos identificados como biodegradados poderiam ter sido
identificados como biorresistentes no inicio do cultivo. Entretanto, o balango entre estas reacdes
parece ndo ter sido significativamente diferente em nenhum outro momento do cultivo das
bactérias, ja que a produtividade bacteriana e o consumo de COD como um todo foram bastante

similares nas culturas de MOD inicial e pré-irradiada ao longo de todo o experimento.
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Conclusodes

+ A MOD extracelular de M. aeruginosa tem influéncia significativa nas propriedades

Opticas e na composicao e caracteristicas quimicas da MOD do reservatorio de Barra Bonita.

+ A MOD extracelular de M. aeruginosa apresenta carater labil a atividade

microheterotrofica, representando uma fonte de energia e nutrientes prontamente bioassimilavel.

+ O efeito da radiagdo UV sobre a MOD extracelular é a redugdo em sua
biodisponibilidade. Este efeito ¢ devido as caracteristicas Opticas e quimicas (estruturais e de
composi¢do atdmica) e de massa molecular desta MOD, que a definem como simultaneamente
foto e biodegradavel. Neste sentido, portanto, a radiagdo UV ¢ um fator ambiental que

desacelera 0 mecanismo do elo microbiano.

1 A auséncia de efeitos detectaveis, negativos ou positivos, sobre a biodisponibilidade da
MOD intracelular mascara a ocorréncia de mecanismos atuando em dire¢des opostas,
identificados como: competi¢do entre foto e biodegradagdo, fotoprodu¢do de compostos
prontamente biodisponiveis e auséncia de sobreposicao dos dois processos no que se refere ao

intervalo de massa molecular degradavel.
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