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RESUMO

As atividades enzimaticas durante a decomposi¢do em ambientes aquaticos sao
extremamente importantes para hidrolizar as moléculas a serem assimiladas pelos
microrganismos. Durante a decomposi¢do das macroéfitas aquaticas, as enzimas atuam
principalmente na hidrolise das fibras presentes na matriz lignoceluldsica (como
celulose, hemicelulose e lignina), presentes na fragdo refrataria da matéria organica.
Considerando a importancia do papel das atividades enzimaticas no processo de
decomposicdo, esse estudo teve como objetivo quantificar e descrever as atividades das
enzimas xilanase e celulase durante o processo de decomposicdo anaerdbia de uma
comunidade de macrofitas aquaticas, bem como relacionar essas atividades as perdas de
massa, baseando-se na hipotese de que as plantas com menores teores de tecidos de
sustentacdo (celulose e hemicelulose), geralmente as de habito submerso, apresentariam
menor atividade destas enzimas em comparacdo as emergentes e flutuantes. A
comunidade de macroéfitas selecionada foi proveniente da lagoa do Oleo, situada na
Estacdo Ecologica de Jatai, Luiz Anténio, Sao Paulo, Brasil.

Apds um levantamento das espécies de macrofitas aquaticas, foram identificadas
10 espécies na lagoa. Exemplares de cada espécie foram coletados e lavados ao
laboratorio, onde foram realizados alguns bioensaios e analises. Em laboratério foram
preparadas camaras de decomposi¢do para cada espécie (n=10) contendo fragmentos
secos e amostras de agua filtrada da lagoa do Oleo. As cAmaras foram incubadas a 22,5°
C, no escuro e sob condicdes anaerdbias. As atividades enzimadticas e os teores de
matéria organica remanescente foram avaliados periodicamente durante 90 dias. Além
disto, durante este periodo, também foram determinados: o pH, o indice de humificagdo
e as rotas de mineralizacdo do carbono. Os teores iniciais de celulose e hemicelulose
também foram quantificados. Os resultados mostraram maior produ¢do de xilanase que
celulase em todos os casos; além de uma maior producdo de enzimas no inicio do
processo. Nao foram encontradas correlagdes entre as maiores perdas de massa e as
maiores produgdes enzimaticas, o que pode ter ocorrido devido as caracteristicas
estruturais destas fibras na matriz lignocelulésica e também por fatores fisicos,
quimicos e biologicos (comunidade microbiana presente). O pH das incubagdes
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apresentou-se baixo, o que condiz com a caracteristica acida da lagoa do Oleo e
permitem inferir que a decomposi¢do das macrdfitas aquaticas interfere nas suas
caracteristicas fisicas e quimicas. O padrdo de acumulo de COD observado na
decomposicdo de Egeria najas permitiu inferir sua grande influéncia nas caracteristicas
fisicas e quimicas da lagoa do Oleo, devido ao acumulo de substancias humicas e por
apresentar maior ocupacao na area da lagoa. As espécies emergentes sdo principalmente
responsaveis pelo acimulo de MOP no sedimento, servindo como importante fonte de

substrato para a microbiota anaerdbia.

Palavras-Chave: decomposicdo anaerdbia, macrofitas aquaticas, xilanase, celulase.

xiii



ABSTRACT

Enzymatic activity during decomposition is extremely important to hydrolyze
molecules that are assimilated by microorganisms. During aquatic macrophytes
decomposition, enzymes act mainly in the breakdown of lignocellulolytic matrix fibers
(i.e. cellulose, hemicellulose and lignin) that encompass the refractory fraction from
organic matter. Considering the importance of enzymatic activities role in
decomposition processes, this study aimed to describe the temporal changes of xylanase
and cellulase activities during anaerobic decomposition of the aquatic macrophytes
community located at Oleo Lagoon, placed in Ecological Station of Jatai, Luiz Antonio,
Sdo Paulo, Brazil. After a survey of existing aquatic macrophytes, 10 species were
indentified in the lagoon. They were collected and bioassays were accomplished in the
laboratory. Decomposition chambers from each species (n = 10) were set up with dried
macrophyte fragments and filtered Oleo Lagoon water. The chambers were incubated at
22.5°C, in the dark and under anaerobic conditions. Enzymatic activities and remaining
organic matter were measured periodically during 90 days. Besides this analysis, pH,
humification index and carbon types were evaluated. Initial cellulose and hemicellulose
was measured for each species. For all the plants xylanase’s activitiy was greater than
cellulase activity. The results showed no correlation between organic matter decay and
enzyme production. This could have occurred because of lignocellulolytic matrix fibers
structural differences and also because of physical, chemical and biological
characteristics. The incubations showed a low pH, what agrees with Oleo lagoon
characteristics, supporting that aquatic macrophytes decomposition interfers in its
physical and chemical characteristics. Egeria najas presented a dissolved organic
carbon (DOC) accumulation pattern during its decomposition which differed from the
other species. This pattern tends to accumulate humic substances and consequently
alters some water characteristics. Besides it, E. najas presented the largest distribution
over Oleo lagoon area. Emergent species presented the greater amount of particulate
organic matter (POM) accumulated in sediment, configuring the main available

substrate to anaerobic microorganisms.

Key words: anaerobic decomposition, aquatic macrophytes, xylanase, cellulase.
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1. INTRODUCAO

1.1. Macrofitas aquaticas

Dentre as principais fontes de detritos e nutrientes dos ambientes aquaticos estao
as macrofitas aquaticas encontradas nas zonas litoraneas dos ambientes lénticos e em
remansos de ambientes 16ticos (CARPENTER, 1980; ROONEY & KALF, 2000).

As macrofitas sdo vegetais terrestres que retornaram ao ambiente aquatico e
dessa forma apresentam ainda caracteristicas tipicas de vegetais terrestres, além de
grande capacidade se adaptarem em diferentes ambientes (ESTEVES, 1998). COOK et
al. (1974) as descreve como vegetais vasculares cujas partes fotossintetizantes
encontram-se, pelo menos por um periodo, submersas ou flutuantes em contato com a
agua doce ou salobra. O International Biological Program (IBP) as designa sob o
contexto ecologico, incluindo a esse grupo os vegetais que habitam desde brejos até
ambientes totalmente submersos.

Independente da defini¢do taxondmica ou ecoldgica, diversos estudos
demonstram que estas plantas sdo amplamente distribuidas no mundo apresentando uma
elevada taxa de produgdo primaria (BELOVA, 1993); além disso, possuem ampla
tolerancia ecolodgica e propagulos que podem ser dispersos facilmente. Tais
caracteristicas favorecem a ocorréncia de taxas elevadas de crescimento, caracterizando
varias espécies de macréfitas como plantas invasoras (e.g. FEichhornia crassipes,
Salvinia molesta e Hydrilla vercillata). Em condi¢des favoraveis, a biomassa desses
vegetais pode dobrar em um intervalo de 3 a 7 dias e em alguns casos os bancos de
macrofitas atingem mais de 3 metros de espessura (CHAMBERS et al., 2008).

A distribuicdo das macrofitas aquaticas nos corpos d’agua pode variar em funcao

do grau da adaptagdo da espécie. De acordo com sua adaptabilidade e local de
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ocupagdo, sdo classificadas como: flutuante livre, flutuante fixa, submersa fixa,

submersa livre, emergente, anfibia e epifita IRGANG et al., 1984; Figura 1).

Macréfitas | /8

)
¥ / e
Emersas ! ‘\,j } . Macréfitas Macrofitas
\' Y Al ;.\}/“‘ submersas Submersas
. 7 IAY A livres enraizadas
. }
l NOU7A o )\ Macréfitas
\ AA! Macréfitas com / ‘ flutuantes
t s \) folhas flutuantes 1 /
l/'/ 7

Figura 1: Alguns tipos de forma de vida de macrofitas
aquaticas que podem ser encontrados (PROGRAMA DE
BIODIVERSIDADE, 2010).

1.2. Decomposicio das macrofitas aquaticas

Devido a taxa alta de produtividade, as macroéfitas aquaticas produzem grandes
quantidades de matéria organica na forma de biomassa viva, principalmente nas zonas
litoraneas dos ecossistemas aquaticos continentais. Ao se decomporem, esses organismos
liberam matéria organica (MOD) e inorganica dissolvidas (MID) para a coluna d’agua e
a matéria organica particulada (MOP) tende a acumular no sedimento (WETZEL,
2001).

Os detritos vegetais sdo formados por matéria organica morta (e.g. células e
tecidos) e também, por produtos resultantes dos processos de secrecdo e excrecao
(MOORE et al., 2004). Os tecidos das macroéfitas aquaticas sdo constituidos por fibras

(presentes na MOP), fracdes citoplasmaticas (i.e. MOD) e por MID.



O processo de decomposicdo, mediado por microrganismos, ¢ de extrema
importincia para a manuten¢do dos ambientes aquaticos e terrestres, pois propicia a
ciclagem e o balanco energético dos nutrientes e de carbono por meio da utilizagdo
desses compostos através do metabolismo microbiano (WETZEL, 1995; MOORHEAD
et al.,, 1996). Estes também controlam a retencdo e disponibilidade de nutrientes e
carbono derivados dos tecidos vegetais e os fluxos desses elementos para o ambiente
(HOPKINSON, 1992). A decomposi¢ao destes detritos pode causar alteracdes na
qualidade da agua, gerando condigdes para o desenvolvimento de anaerobiose e de
eutrofizagdo dos ambientes aquaticos (BIANCHINI Jr., 1999).

Sob condigdes aerobias, durante a decomposicdo, 0s microrganismos
transformam os detritos em moléculas orgadnicas menores ¢ em seguida, estas em
produtos inorganicos como: H,O, CO, e NH,'. Esses processos de transformagdo dos
compostos organicos em inorginicos sdao denominados, de modo geral, de
mineralizagcdes. A deposi¢do dos detritos vegetais no sedimento estabelece uma zona
com baixas concentracdes de O,, propiciando a proliferagdo de organismos anaerdbios
(LYND et al., 2002). No sedimento os detritos sdo formados principalmente por uma
matriz lignocelulolitica (BIANCHINI Jr. et al., 2008; Figura 2), que se constitui
principalmente de celulose, lignina e hemicelulose (SWIFT et al., 1979).

A composi¢do e percentagem destes polimeros variam de acordo com a espécie
e também com o estidgio de desenvolvimento da planta (JEFFRIES, 1994). Os
microrganismos necessitam produzir enzimas extracelulares para hidrolizar os
compostos poliméricos presentes na parede celular dos detritos e converté-los em
moléculas menores para propiciar a assimilacdo destas. Em ambientes anaerdbios, a
acdo destas enzimas quebra as fibras em agucares redutores, que podem ser convertidos

a acidos organicos e estes, por sua vez, podem ser mineralizados até CH4 e CO, (GALE,
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1992). Bactérias e fungos de diversos géneros agem em conjunto (i.e. consorcios) na
decomposicdo destes compostos nos ambientes aquaticos devido a sua capacidade de

producdo destas enzimas (CHROST, 1991; ROMANI, 2006).

hemicelulose

lignina

celulose

\A’* — A, N
Figura 2: Esquema da disposi¢ao das fibras de celulose,
hemicelulose e lignina na parede celular (modificado de
SMITH, 2009).

As caracteristicas fisicas e quimicas do sedimento e a qualidade do detrito sdo
fatores importantes para predizer a atividade heterotréfica microbiana (THOMAZ et al.,
2001). Uma grande variedade de fungos e bactérias ¢ capaz de fragmentar estas
macromoléculas através da producdo de diferentes enzimas extracelulares hidroliticas e
oxidativas, como a celulase e a xilanase (TANAKA, 1993; PEREZ et al., 2002). Alguns
fatores bioticos como a qualidade da biomassa detrital, a diversidade microbiana e a
atividade metabodlica, podem interferir nas atividades dessas enzimas (CUNHA-

SANTINO & BIANCHINI Jr., 2007).

1.3. Estrutura e hidrolise de celulose

A celulose ¢ o polimero vegetal mais abundante no planeta. Apesar das

diferengas estruturais anatOmicas que ocorrem entre as espécies de plantas, a quantidade
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de celulose encontrada ¢ sempre alta, correspondendo entre 35 e 50% da biomassa total
dos tecidos vegetais (LYND et al., 2002).

Estruturalmente ¢ um homopolimero formado por muitas cadeias de glicose
unidas entre si por ligacdes -1, 4. O grau de polimerizacdo das fibras celuloliticas ¢
bastante variavel e pode possuir de 7.000 a 14.000 mondmeros de glicose na parede
celular priméria e até 500 mondémeros de glicose na parede celular secundaria
(LESCHINE, 1995). As cadeias de celulose ligam-se entre si através de pontes de
hidrogénio e forcas de Van der Walls, formando assim as fibras de celulose. A
disposicdo das microfibrilas de celulose possui cristalizagdo varidvel, encontrando-se
desde a maneira cristalina pura até bastante irregular, chamada de amorfa (LYND et al.,
2002).

A degradagdo anaerobia da celulose ¢ distinta da que ocorre na presenca de
oxigénio. A degradacdo aerébia ocorre pelo conjunto de enzimas exocelulares
(endoglucanases, exoglucanases, [-glucosidases) que atuam sinergicamente (Figura

3A).

Celuiasy CHOH Hemicellulase (Xylanase)
o Q\ ~
0.
CHOH OH
N 0
OH
0. ROH [< ﬂ
™o < y

OH h

o = n — OH - n

Celulose (A) Hemicelulose (B)

Figura 3: Acdo especifica das enzimas hidroliticas: (A) Regido de agdo das
celulases; (B) Regido de acdo das xilanases (Modificado de: SIGMA-ALDRICH,
2010).




As bactérias e fungos atuantes na decomposic¢ao anaerobia de celulose produzem
uma grande molécula, conhecida como celulossoma, que funciona como um complexo
multiproteico, que possui em sua superficie diversas enzimas hidroliticas, com eficacia
elevada na hidrdlise dos polissacarideos vegetais. As bactérias Clostridium
thermocellum sdao as que possuem esse sistema mais conhecido (LESCHINE, 1995;
XIMENES & FELIX, 2003).

Os produtos finais resultantes da hidrolise da celulose sdo agucares de baixo peso
molecular, como oligdmeros ¢ mondomeros, que poderdo ser metabolizados pelos

microrganismos aerobios e anaerébios (CHROST, 1991).

1.4. Estrutura e hidrdlise de hemicelulose (xilana)

As hemiceluloses sdo polissacarideos compostos por cadeias de diferentes
pentoses ou hexoses unidas por ligacdes [ -(1-4) e possuem pontos de ligacdo a cadeias
laterais de posi¢ao varidvel (LEONOWICZ et al., 1999; Figura 3B). S3o constituidas
por um complexo de heteropolimeros formados por diferentes residuos de aglicares
como D-xilose, D-manose, D-arabinose, D- galactose e D-glicose, dentre outros, e por
seus acidos uronicos. Eles sdo nomeados de acordo com o principal residuo de agtcar
da cadeia polimérica (ARO et al., 2005).

O principal polissacarideo componente da hemicelulose ¢ a xilana, que esta
presente em todas as camadas da parede celular vegetal na interface entre a celulose e a
lignina. (COLLINS et al., 2005). Devido a sua heterogeneidade e complexidade, a
hidrolise completa das xilanas requer uma grande variedade de enzimas que agem em
conjunto: endo-B-1,4-xylanases, B-1,4-xylosidases, exoxylanases, o-L

arabinofuranosidases e o-D-glucuronidases (Figura 4). Cada uma dessas enzimas
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hidroliza um tipo de xilana correspondente (POLIZELI et al., 2005).

4-0O-methyl- & -D-glucuronopyranosyl acid
COOH

oo A/ 0
M

Acetylxylan est |
[ cety xy an esterase |<—[ o-Glucuronidase ]

mw m&v AR ﬁlyffm

4-0-methyl- & -D-glucuronopyranosyl acid 4-0O-methyl- o -D-glucuronopyranosyl acid
COOH COOH
1] — Hy00- \\/

OH

OH

[ Endo-1,4-3-xylanase }

a-L-Arabinofuranosidase

Figura 4: Ac¢do de diferentes tipos de xilanases hidrolisando tipos
especificos de xilana, onde as setas indicam os locais de quebra
(POLIZELL, 2005).

Estdo incluidos como microrganismos produtores destas enzimas: Aspergili,
Trichoderma, Estreptomicetos, Phanerochaetos, Quitridiomicetos, Ruminococcus,
Tibrobacteras, Clostridium e bacilos (COLLINS et al., 2005). Assim como ocorre para
as celulases foi reportado também a presenga de macromoléculas que possuem um

complexo enzimatico presente nas superficies celulares, analogamente chamados de

xilanossomas (POLIZELI et al., 2005).



2. HIPOTESE

Supde-se que as degradagdes das espécies de macrofitas que contenham mais
estruturas de sustentacdo (i.e. maiores teores de celulose e hemicelulose) apresentam as
maiores atividades de celulase e xilanase, assim como os menores coeficientes de perda
de massa. Com base nos habitos das plantas aquaticas, as degradagdes das espécies
submersas, ou seja, com menores teores de tecidos de sustentagdo apresentam as
menores atividades enzimaticas.

Diante disso a proposta deste trabalho foi de comparar as atividades enzimaticas
durante a decomposi¢do anaerdbia, bem como algumas outras variaveis de todas as
espécies encontradas em um mesmo ambiente, de modo relacionar estrutura,

decaimento de massa, cinética de carbono e atividade enzimatica destas espécies.

3. OBJETIVOS

De acordo com as hipoteses apresentadas, o objetivo desse trabalho foi
quantificar temporalmente as atividades de xilanase e celulase aliadas a perda de massa
dos detritos. Visou-se também identificar as rotas do carbono durante a mineralizagdo
anaerébia das espécies de macrofitas aquaticas encontradas na lagoa do Oleo. Esses
resultados permitem a comparacao das atividades enzimaticas entre as diferentes formas

existentes de detritos de macrofitas aquaticas.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacido da area de coleta

A lagoa do Oleo (21° 36’S e 47° 49°0, Figura 5) localiza-se na bacia de
drenagem do rio Mogi-Guagu e recebe protecdo da Estagdo Ecoldgica do Jatai, no

municipio de Luis Antonio (21°33”a21°3 7S € 47°45” a 47°51°0, Figura 6).

Rio Mogi-Guagu

lagoa do Oleo

Figura 5: Vista aérea da lagoa do Oleo (Acervo:
LAPA/DHb/UFSCar).

Esse ambiente foi formado pelo isolamento de alguns meandros do rio Mogi-
Guagu, devido aos processos de erosdo e sedimentacdo, representando um ecossistema
tipico do sistema rio-planicie de inundagdo no trecho médio do rio Mogi-Guagu, sendo
classificado como uma lagoa de infiltragdo subterranea (SANTOS & MOZETO, 1992).
Este sistema aquatico apresenta caracteristicas similares as demais lagoas dessa regido,
sendo raso, com pequena area (Tabela 1) e com grande incidéncia de macroéfitas

aquaticas na zona litoranea. Pelo indice de Carlson, a lagoa do Oleo ¢ caracterizada



como oligotrofica na estagdo seca e como mesotrofica ou eutrofica no periodo chuvoso.

(PETRACCO, 2006).

“ Rio Mogi-Guacu

Luis ¥ I_
Anténio (SP)
2170 0 21°35°S
ATIS 0 ATSSW

Estagao Ecolégica Jatai

Figura 6: Localizacio da Estacdo Ecologica do Jatai

(FERREIRA-PERUCHETTI
2003).

& FONSECA-GESNNER,

Tabela 1: Parametros morfométricos da lagoa do Oleo

(PETRACCO, 2006).

Parametros morfométricos lagoa do Oleo
Area (A) 0,0195 km”
Volume (V) 49.613 m’
Perimetro (p) 1.500 m
Comprimento maximo (1) 710 m
Largura maxima (b) 60,0 m
Profundidade méaxima (Zy,) 5,10 m
Profundidade média (7) 2,55 m
Profundidade relativa (Z;) 3,24 %
Desenvolvimento de Margem (Dy) 3,08
Desenvolvimento de Volume (D) 1,50
Inclinacdo média 8 %
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Na Tabela 2 apresentam-se os dados de temperatura, condutividade elétrica, pH
e oxigénio dissolvido obtidos em dois inventarios distintos em 2006 e 2007. E possivel
notar que os valores de pH da 4gua foram baixos em ambas as estagdes (seca e imida) e
que houve aumento nos valores de CE e diminui¢do de OD no periodo chuvoso.
Tabela 2: Valores de temperatura média, condutividade elétrica (CE), pH e oxigénio

dissolvido (OD) obtidos em dois estudos de caracterizagdo da lagoa do Oleo nas
estacdes de chuva e de seca no periodo de 2006 e 2007.

PETRACO (2006) PEZZATO (2007)
Variavel Periodo Periodo Periodo Periodo
chuvoso seco chuvoso seco
Temperatura (°C) 30 17 29 19
CE (uS cm™) 5-66 5-9 8-57 7-10
pH 42-5,6 3,8-53 4-56 4,6 -6,1
OD (mgL™) 3,1-13 3,5-4,7 22-54 2,5-72

4.2. Levantamento de espécies

O levantamento de taxa da lagoa do Oleo foi realizado no periodo de 11 de abril
a 18 de maio de 2009, em trés coletas. As coletas foram realizadas com o auxilio de um
barco que percorreu toda a area da lagoa e as plantas foram coletadas para identificacao
e, posteriormente, herborizadas. Durante o inventario de macrofitas utilizou-se um
gancho que foi arrastado durante o percurso para auxiliar a localizagdo de bancos nao
visiveis de espécies submersas, devido a turbidez elevada. As plantas aquaticas
coletadas foram identificadas, ao menor nivel taxondmico possivel. As identificacdes

foram realizadas com o auxilio de chaves de identifica¢do, de acordo com bibliografia
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especializada (Joly, 1977; Hoehne, 1979; Cronquist, 1981; Notare, 1992; Scremin-Dias

et al., 1999; Lorenzi, 2000, Pott & Pott, 2000).

4.3. Coleta e preparo das amostras de agua e plantas

Em campo, amostras integradas de dgua da lagoa (Z = 0,5 m, 2 m e 4 m) foram
coletadas com o auxilio de uma garrafa de Van Dorn (capacidade de 5,0 L). As
amostras de dgua de mesmo volume foram misturadas em recipiente de polietileno
visando a integracdo da amostra. No laboratorio as amostras foram pré-filtradas em
membranas de éster de celulose (¢p = 0,45 pm, marca Millipore).

Apos o levantamento de espécies existentes na lagoa (Item 4.2.), os exemplares
de macroéfitas foram coletados manualmente na regido litoranea da lagoa. Em
laboratorio, as plantas foram lavadas com dgua corrente para a remogao de perifiton e
particulas de sedimento que poderiam estar aderidos as plantas (OGBURN, 1987). Apos
a lavagem, os exemplares de cada espécie foram separadamente secos em estufa (50 °C)

até¢ massa constante. Depois foram fragmentados e homogeneizados.

4.4. Procedimentos de laboratorio

4.4.1. Incubacoes in vitro

Fragmentos das macrofitas aquaticas integras foram incubados em frascos de
vidro (100 ml), na proporgdo de 10 g peso seco (PS) L' de agua da lagoa do Oleo
(BIANCHINI Jr. et al., 2002). Para cada espécie foram incubados separadamente 30
frascos no escuro, sob temperatura controlada (22,5 °C) e em condi¢do anaerdbia. A

temperatura selecionada para as incubagdes refere-se & média obtida no ambiente em
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inventario realizado em 2008 (Sciessere, L; dados ndo publicados). Os frascos foram

mantidos fechados e somente foram abertos nos respectivos dias de amostragem.

4.4.2. Fracionamento da MOP (fibras) e MOD

Em dias previamente determinados (dias: 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 90), o
contetdo total dos frascos (n=3) de cada espécie, foram fracionados em MOP ¢ MOD
por filtragdo em membrana de fibra de vidro AP20 (¢ = 1,2 um; marca Millipore); foi

utilizada uma membrana por frasco.

4.4.3. Analises dos residuos particulados remanescentes

As amostras de MOP foram secas em estufa a 40 °C, até massa constante, sendo

estas determinadas por gravimetria (WETZEL & LIKENS, 1991).

4.4.4. Teor de cinzas

Os teores de cinzas das amostras dos detritos particulados foram determinados
por calcinacdo em mufla (Edgcon 3P) durante 2 horas a 550 °C (WETZEL & LIKENS,
1991). O teor foi subtraido da massa final de cada amostra para a obtengdo do teor de

matéria organica (%).
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4.5. Modelagem matematica

4.5.1. Balanc¢o de carbono

Nos dias amostrais, determinaram-se as concentragdes de carbono organico
dissolvido (COD) por combustdo controlada (TOC analyser: marca Shimadzu, modelo
TOC-5000A). A partir da determinacdo das concentracdes, foram efetuadas as
conversdes para quantificar as fragdes de COD nas amostras.

A partir da fracdo particulada (MOP), foi quantificado o contetido de carbono
organico particulado (COP) na amostra. Esta determinagao foi obtida pela multiplicagdo
da massa das amostras livres de cinzas (MOP) pelo fator 0,47 (WETZEL, 2001).

Os teores de carbono mineralizado foram estimadas de acordo com a Equacao 1.

CM; = COT, — COP;— COD; (1),
em que: CM; = carbono mineralizado no tempo; COT,= carbono orgénico total no inicio
do experimento; COP= COP remanescente no tempo e COD; = COD remanescente no

tempo.

4.5.2. Rotas de mineraliza¢ao

Admitindo que as cinéticas de perda de massa das espécies estudadas sdo de 1°
ordem foram utilizadas as Equacdes de 2 a 5 para representar o processo conforme
sugerido por BIANCHINI Jr. (2000). As obtengdes dos parametros cinéticos ocorrem
através de regressdes ndo-lineares, utilizando-se o algoritmo iterativo de Levenberg-

Marquardt (PRESS et al., 1993).
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IN, = = COP,5(1— e*T¢) (2),
K+ . ’

INy = 2 COP(1+ g1t + SL_gmkrt)  (3),
ke . kKT—Kkz kz—kT /

IN3 = COPg(1 — e™¥st) 4),

: (5),
CM = Z IN;
i=1

em que: COPLg = carbono orgénico particulado 1abil/ soluvel (%); COPr = carbono
organico particulado refratario (%); COPL = ki/kr COPLs; COP.= carbono organico
particulado dissolvido (%); COD= ky/kr COPLs; CM = carbono mineralizado (%); e =
base logaritmo natural; t = tempo (dia); kr = coeficiente global de decaimento da COPg
(ki+ky) (dia™); k; = coeficiente de mineralizagio das fragdes soliveis de COPLs, obtido
da lixiviagdo (dia™); ks= coeficiente de mineralizagio do COD (dia™); kr= coeficiente
de mineralizagdo da COPg (dia™); IN}.3= compostos inorganicos produzidos através das

3 rotas de mineralizacao (%).
4.5.3 Perda de massa (em base de COP)

As variagdes temporais do COP remanescente (livre de cinzas) foram ajustadas a
um modelo de decaimento bifasico (LOUISIER & PARKINSON, 1976; JENKINSON,
1977), usando-se como método o algoritmo iterativo de Levenberg-Marquardt (PRESS

et al., 1993), de acordo com a Equagdo 6:

COP = (COP,. X e *1%) 4 (COP, X e7X8%)  (6),

em que: COPg = teor de carbono organico labil e soluvel (%); COPR = teor de carbono
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organico refrataria (%); kr = k; + ky; coeficiente global de perda de massa da por¢do
labil/soluvel (= coeficiente de mineralizagao labil (k;) + coeficiente de lixiviagdo

soluvel (ky) (dia ); kg = coeficiente de perda de massa da porgdo refrataria (kg) (dia ™).

O tempo de meia-vida de decaimento de cada fracdo de carbono (labil/solivel e

refratdrio) (t12) foi calculado de acordo com a Equacao (7).

tio=In(0.5)/-k  (7),
em que: k = coeficiente de perda de massa de cada fracdo da planta; para COPrs, o

coeficiente usado foi kr; e para COPg, o coeficiente usado foi kg.

4.5.4 Atividade enzimatica

4.5.4.1 Extrac¢ao do extrato enzimatico

Nos dias pré-determinados (1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 90 dias), trés
incubagdes de cada espécie foram abertas para a determinagdo das atividades
enzimaticas na MOP e na MOD. Apds a filtragdo de cada camara de mineralizagdo,
foram retiradas 2 subamostras contendo 10 ml de MOD e 0,3 g de massa fresca de MOP
(i.e. detrito de macrofita). Estas foram homogeneizadas em Ultra-turrax (marca IKA;
Modelo T10), desagregadas em ultrasom (marca Unique; Modelo 1400A) e
centrifugadas (3.000 g, 30 min, 4 °C) de modo que o extrato enzimatico correspondesse
a fracdo sobrenadante. Os ensaios enzimaticos de cada camara foram realizados em

duplicata as atividades enzimaticas foram quantificadas.
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4.5.4.2. Determinacao da celulase (Cy)

A atividade celulolitica foi avaliada pelo método de MANDELS et al. (1976),
que consiste em determinar a formagdo de acucares redutores, liberados da acdo da
celulase sobre um substrato cristalino. A mistura de reagdo constituiu-se de 50 mg de
papel de filtro Whatman n° 1 (tiras de 1cm x 6 cm), 2,0 ml de tampao citrato de sodio
0,05 M (pH 4,8) e 3,5 ml do extrato enzimatico. As amostras foram, entdo, incubadas
por 60 min a 50 °C. Apos este periodo, uma aliquota de 1,0 ml de amostra foi retirada e
realizou-se a quantificagdo dos acucares redutores pelo método colorimétrico de
SOMOGYT (1952). As concentragdes de agucares redutores destas amostras foram
determinadas em espectrofotometro a 540 nm e comparadas a uma curva padrdo
previamente elaborada com glicose. Uma unidade de atividade corresponde a 1pmol de

glicose liberado por minuto de reagao por mililitro (JACKSON, 1995).

4.5.4.3. Determinacio da xilanase (EC 3.2.1.8)

A atividade da xilanase foi determinada pelo método modificado de GHOSE &
BISARIA (1987), que consiste em determinar os agucares redutores liberados sobre um
extrato de xilana. A mistura de reagdo constituiu-se de 1,5 ml de solugdo de 1% xilana
preparada em 100 ml de tampdo Na-Citrato 0,05 M em pH 5,2 e 3,5 ml do extrato
enzimatico. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 50 °C. Apds esse periodo, 1
ml de amostra foi retirado e a partir destes volumes foi quantificada a concentracdo de
acucares redutores pelo método de SOMOGYI (1952). As concentragdes de agucares
redutores dessas amostras foram determinadas em espectrofotdometro a 540 nm e

comparadas a uma curva padrdo previamente elaborada com glicose. Uma unidade de
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atividade corresponde a 1pumol de glicose liberado por minuto de reacdo por mililitro

(JACKSON, 1995).

4.5.4.4. Modelagem matematica da producio temporal enzimatica

As variagdes temporais das atividades de celulase e xilanase foram ajustadas a um
modelo exponencial utilizando-se regressdes ndo lineares (algoritmo iterativo de
Levenberg-Marquardt), como proposto por PRESS et al. (1993). Os valores dos
coeficientes de atividade enzimatica de celulase e xilanase (kp) derivaram dos ajustes.
Nestes procedimentos, a evolucdo temporal da producdo enzimatica foi descrita pela

Equacao 8:

E = E.’?‘.GI (l - e_'{Pt ) (8)9
em que: E = produgdo acumulada de enzimas (mol min™ ml" g); Emex = valor maximo
de produgdo enzimatica (mol min™' ml" g™), sendo que para celulase foi denominado

Cmax € para xilanase foi denominado como Xuax; kp = coeficiente de producdo

enzimatica (dia™), sendo k¢ para celulase e kx para xilanase e t = tempo (dia).

O tempo de duplicagdo (Dy,) de produgdo enzimatica méxima foi calculado de

acordo com a Equagdo 9.

D1/2 = 11’1(2)/1( (9)
em que: k = coeficiente de producdo enzimatica, sendo que para celulase, o k usado € o

kc e para xilanase o kx.
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4.6. Quantificacdo do teor inicial de celulose e hemicelulose

As quantifica¢des dos teores iniciais de celulose foram obtidas pela digestao de
0,5 g (PS) de cada amostra com 16,5 ml de reagente 4cido (400 ml de acido acético +
100 ml de agua destilada + 12,5 ml de acido nitrico) durante 20 minutos a 100 °C e
posteriores lavagens com 20 ml de etanol, 20 ml de benzeno e 20 ml de éter. As
amostras foram colocadas em estufa a 50 °C até peso constante e os teores de celulose
foram entdo quantificados por gravimetria (CRAMPTON & MAYNARD, modificado
por MATRANE, 1949).

Os teores iniciais de hemicelulose foram quantificados de acordo com HAN &
ROWELL (1997) em que 1 g de amostra de planta seca foi adicionada a 32 ml de agua
destilada, 0,2 ml de 4cido acético e 0,4 g de clorito de sédio (NaClO;) e mantidas em
70° C (em banho-maria) durante 24 horas. Nas primeiras 6 horas de incubagdo, foram
adicionados 0,4 g de NaClO, e 0,2 ml de acido acético a cada hora. Apos esta fase, a
amostra foi colocada em estufa a 100 °C até atingir massa constante. Por gravimetria,
obteve-se entdo o percentual de holocelulose, correspondente a esta primeira etapa. A
amostra resultante de holocelulose foi entdo imersa em 10 ml de NaOH 17,5% e a cada
5 minutos foi adicionado mais 5 mL de NaOH 17,5% até os completar 15 minutos.
Ap0s esse tempo, a amostra foi mantida em contato com a solugdo basica por mais 30
minutos, totalizando 45 minutos. A mistura foi entdo filtrada em aparato alcali-
resistente, lavada com NaOH 8,3% e mantida por 3 minutos imersa em acido acético
10%. Apds lavagem com agua destilada por 3 vezes, a amostra foi seca em estufa a 100

°C e obteve-se por gravimetria a porcentagem de hemicelulose.
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4.7. Determinacido da variacdo de Condutividade Elétrica (CE), pH e indice de

humificaciao (E4/E6) da MOD das incubacées

A partir de aliquotas da MOD obtida nos dias amostrais foram determinados os
valores de condutividade elétrica (método potenciométrico) com um condutivimetro
(marca Digimed, modelo DM3), de pH (método potenciométrico) com um pH-metro
(marca Qualxtron, modelo 8010) ¢ o indice de humificagdo (método colorimétrico) com
espectrofotometro (marca Ultrospec, modelo 2100 PRO) a 465 nm (E4) e 665 nm (E6).

Os valores do potencial de humificacdo foram obtidos pela razdo E4/E6.

4.8. Analises estatisticas

Devido ao padrao de distribui¢ao normal, os valores das variagdes temporais de
perda de COP foram submetidos ao teste ndo paramétrico ANOVA. As atividades
enzimaticas e formagdo de Carbono Mineralizado (CM) ndo apresentaram distribuicdo
normal dos dados, entdo foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

(KW). Para isso foi adotado um nivel de significancia alfa de 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Descricao das espécies encontradas

Nos inventarios foram catalogados 10 taxa de macrofitas aquaticas na lagoa do

Oleo, cujas descrig¢des estao relacionadas:

5.1.1. Cabomba furcata: Schult. & Schult. F. (Familia Cabombaceae) ¢ uma macrofita
aquatica submersa fixa (Figura 7A; ANEXOS XlI-c e XI-d). A por¢do submersa
apresenta um caule delicado, com trés folhas por verticilo. As folhas flutuantes sao

sagitadas, com 1 cm de comprimento e mantém a flor unissexuada e de tamanho

reduzido (SOUZA & LORENZI, 2005).

5.1.2. Egeria najas: (Familia Hydrocharitaceae) ¢ uma macroéfita aquatica submersa fixa
(Figura 7B; ANEXOS XlI-a e XII-b), que apresenta grande capacidade de propagacdo
vegetativa principalmente em ambientes de rios e reservatorios (POTT & POTT, 2000;
MACHADO et al., 2008). Sua ocorréncia costuma ser frequente e dominante nas areas

que ocupa (POTT & POTT, 2000).

5.1.3. Utricularia breviscapa: (Familia Lentibulariaceae) sdo plantas perenes sem
raizes, podendo flutuar ou estar fixas por meio de apéndices radiculares (FIGURA 7C;
ANEXO XIII-d). Possuem folhas emergentes inteiras, peitadas, reniformes a lineares e
taloides, em geral com armadilhas na base; apresentam folhas submersas capilares e
geralmente muito ramificadas, contendo armadilhas vesiculiformes ovdides ou

globulosas (NOTARE, 1992).
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5.1.4. Ludwigia inclinata: (Familia Onagraceae) E uma espécie submersa fixa que
possui folhas verdes ou avermelhadas e flores emergentes (Figura 7D; ANEXO XIlI-a).
Cresce geralmente em ambientes aquaticos que apresentam secas sazonais € formam

conjuntos puros (POTT & POTT, 2000).

Figura 7: Espécies submersas de macrofitas aquaticas: (A) Cabomba
furcata (AQUABUBULLE, 2009); (B) Egeria najas (AQUARIUM AND
POUND PLANTS OF THE WORD, 2010); (C)Utricularia breviscapa
(modificado de IFAS, 2010) e (D) Ludwigia inclinata
(AQUARIOONLINE, 2010).
5.1.5. Salvinia sp: (Familia Salviniaceae) ¢ uma espécie de macroéfita aquatica flutuante
livre, anual ou perene; a folha mede 2,5 x 2,0cm, as raizes (i.e. folhas modificadas)

partem de uma estrutura em forma de ancora (FIGURA 8A; ANEXO XII-b). Essa

espécie € pioneira na sucessiao em locais perturbados ou em corpos d’agua novos apds a
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seca, podendo cobrir totalmente a superficie em poucas semanas (POTT & POTT,

2000).

5.1.6. Ricciocarpus natans: (Familia Ricciaceae) ¢ uma erva flutuante com
comprimento entre 1 a 1,5 cm (FIGURA 8B). E uma briéfita de regimes anual ou
perene. Ocorre em planicies de inundacdo de rios e pode crescer como vegetacdo
pioneira ou entre a vegetacdo aquatica ja existente. Sua distribuicdo geografica abrange

quase todo o mundo. (POTT & POTT, 2000).

Figura 8: Espécies flutuantes de macrofitas aquaticas: (A) Salvinia sp.
(TAVARES, 2010) e (B) Ricciocarpus natans (LEPP, 2009).
5.1.7. Eichhornia azurea: (Familia Pontederiaceae) Conhecida vulgarmente por aguapé
¢ muito comum no Brasil. Possui ramifica¢do simpodial flutuante ou rastejante e pode
alcancar grandes comprimentos (Figura 9A; ANEXOS Xl-a e XI-b). Apresenta
dimorfismo foliar, com folhas submersas e afiladas que quando adultas encontram-se

emergentes e arredondadas. Apresenta-se fixa ao substrato (SILVA, 1992).

5.1.8. Polygonum meissnerianum: (Familia Polygonaceae) E uma espécie emergente,
com caracteristica trepadora, que mede entre 0,2 a 1,0 metro de altura (Figura 9B;
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ANEXO XIII-c). Possui peciolos com pequenas farpas e inflorescéncias abertas. Sua
propagagdo ocorre por por¢des do caule ou através de sementes. Esta espécie pode ser

encontrada com habitat anfibio ou aquatica ocasional (POTT & POTT, 2000).

5.1.9. Oxycaryum cubense: (Familia Cyperaceae) ¢ uma planta emergente, porém
inicialmente epifita encontrada principalmente na zona litoral de sistemas lénticos
(Figura 9C; ANEXO XII-c). Possuem rizomas que se expandem, longos estoldes e

raizes que alcangam 1 metro (POTT & POTT, 2000).

5.1.10. Cyperus giganteus: (Familia Cyperaceae) composta por vegetais de habito
herbaceo, que habitam areas brejosas ou alagadicas. Apresenta colmos que podem
atingir até dois metros de altura, na extremidade do qual se encontra uma umbela com
inameras folhas linear-lanceoladas (Figura 9D), com nervacdo paralela e bainha bem

desenvolvida (JOLY, 1977; HOENE, 1948).
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Figura 9: Espécies emergentes de macrofitas aquaticas: (A) Eichhornia
azurea (ARBO, 2010) (B) Polygonum meissnerianum (modificado de
IFAS, 2010); (C) Oxycaryum cubense (modificado de IFAS, 2009) e (D)
Cyperus giganteus (modificado de IFAS, 2010).

5.2. Decaimento do COP

A variagdo temporal do COP apresentou um padrdo de perda de massa
bifasico na degradag¢do de todas as espécies selecionadas (Figuras 10 e 11), sendo

observadas perdas de massas mais rapidas no inicio do experimento.
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Figura 10: Varia¢des temporais de COP da decomposi¢cdo dos detritos de C.
furcata, E. najas, U. breviscapa, L. inclinata, Salvinia sp. e R. natans.

Na sequéncia, os detritos de todas as espécies apresentaram perdas de massa

lentas (representado pela menor inclinag@o da reta).
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Figura 11: Variagdes temporais de COP da decomposi¢do dos detritos de E.
azurea, P. meissnerianum, O. cubense e C. giganteus.

Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentados os parametros obtidos dos ajustes cinéticos
para as decomposi¢des das espécies selecionadas. Os valores de COPg variaram de 5,2
(O. cubense) até 35% (E. najas) e os de COPr variaram de 65 (E. najas) até¢ 94,2% (O.
cubense). Pelos valores apresentados, ¢ possivel observar que em todos os casos as
fragdes refratarias destas plantas foram de 1,86 (E. najas) até 18,23 vezes (O. cubense)
maiores que as fracdes labeis.

Os valores de kr variaram entre 0,07 (E. najas) e 2,88 dia' (E. azurea),
apresentando t;, de mineralizagdo desta fracdo labil de 10,2 e 0,3 dias, respectivamente.
Os valores de kg variaram entre 0,00035 (t;, = 1980 dias; E. azurea) ¢ 0,0076 dia™ ( t;»
= 91 dia; E. najas). Os valores de kt foram, em média, 1.753 vezes maiores do que os
de kg.
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Os ajustes dos resultados experimentais ao modelo matemdatico adotado
apresentaram coeficientes de determinagdo (r”) elevados, variando de 0,82 (E. azurea)

até 0,99 (O. cubense) (Tabela 4).

Tabela 3: Parametros cinéticos da variacdo temporal de perda de massa da fracdo labil
soluvel; em que: COPLs= fracdo labil e soluvel do carbono organico particulado (%);
kt = coeficiente de decaimento global (= coeficiente de mineraliza¢do da fragao labil
+ coeficiente de lixiviagdo); t2 = tempo de meia-vida.

COPLS kT t'/z

(%) Erro (dia'l) erro (dia)
C. furcata 28,5 - 0,61 0,28 1,14
E. najas 35 - 0,07 0,01 10,19
U. breviscapa 32 - 1,34 0,35 0,52
L. inclinata 14 - 2,29 0,95 0,30
Salvinia sp. 10,4 2,7 2,70 1,22 0,26
R. natans 12,1 34 1,41 1,16 0,49
E. azurea 19 - 2,88 2,71 0,24
P. meissnerianum 16,7 - 1,92 0,84 0,36
O. cubense 5,2 0,9 1,31 0,64 0,53
C. giganteus 8 - 1,38 0,92 0,50

Tabela 4: Parametros cinéticos da variacdo temporal de perda de massa da fracdo
refratdria, onde: COPgr= fracdo refrataria do carbono organico particulado; kg =
coeficiente de mineralizag¢do da fragdo refrataria; t'2 = tempo de meia-vida.

COPr Erro kr erro t, r
(%) (dia™) (dia)
C. furcata 71,5 - 0,0027 0,0010 259,0 0,92
E. najas 65,0 - 0,0076 0,0010 91,2 0,97
U. breviscapa 68,0 - 0,0066 0,0005 105,0 0,97
L. inclinata 86,0 - 0,0009 0,0001 787,7 0,95
Salvinia sp. 89,6 1,06 0,0010 0,0003 693,1 0,90
R. natans 87,9 1,6 0,0016 0,0005 433,0 0,86
E. azurea 81,0 - 0,0003 0,0003 1980,4 0,82
P. meissnerianum 83,3 - 0,0016 0,0002 4332 0,93
O. cubense 94,8 0,4 0,0021 0,0001 330,0 0,99
C. giganteus 92,0 - 0,0016 0,0002 417,6 0,91
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5.3. Atividade enzimatica da celulase e xilanase

As variagdes temporais das atividades de celulase e xilanase sdo apresentadas
nas Figuras 12 e 13. Para todas as incubagdes, a producdo de xilanase foi em média
16,63 vezes maior do que a de celulase.

A producdo de celulase ndo apresentou grandes variacdes, exceto no caso das
degradacgdes dos detritos de C. furcata, E. azurea e P. meissnerianum, nas quais as
atividades apresentaram picos de producao celulolitica no inicio do processo (primeiros
dias).

As atividades celuloliticas apresentaram os seguintes padrdes de variagdo
(Figuras 12 e 13): (i) houve maior atividade de celulase nos primeiros dias do processo
seguida de decréscimo e pequenas variagdes; (ii) As incubagdes com O. cubense e C.
giganteus apresentaram atividades celuloliticas crescentes durante este periodo; (iii) As
incubacdes com Salvinia sp. apresentaram atividade muito baixa de celulase, com

pequenos picos.
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Figura 12: Variagdes temporais das atividades das enzimas celulase (@) e
xilanase (M) durante a decomposicio de C. furcata, E. najas, U. breviscapa, L.
inclinata, Salvinia sp. e R. natans.
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Figura 13: Variagdes temporais das atividades das enzimas celulase (@) e
xilanase (M) durante a decomposicdo de E. azurea, P. meissnerianum, O.
cubense e C. giganteus.

A atividade xilanolitica apresentou-se maior no inicio da degradagdo seguido de
queda nos valores, nos casos de C. furcata, O. cubense, R. natans e P. meissnerianum.
Na degradagdo das demais espécies, a atividade xilanolitica manteve-se estavel com
algumas oscilagdes por todo o periodo observado.

No caso da xilanase, os padrdes temporais encontrados foram: (i) Um pico de
atividade logo no inicio do processo, seguido de decaimento da atividade entre 0 3° ¢ o
5% dias que permanece baixa e constante (P. meissnerianum € R. natans); (ii) Maior
atividade nos primeiros 15 dias, seguida de queda e permanéncia da baixa intensidade
(U. breviscapa e O. cubense), (iii) Alta atividade nos primeiros dias seguida de
diminui¢do entre o 20° e 40° dias, e aumento da atividade apds o 45% a 60° dias (C.

furcata, C. giganteus, L. inclinata, E. azurea e Salvinia sp.) e (iv) Aumento constante
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do processo no periodo compreendido pelo experimento e inicio de queda da atividade a
partir do 60° dia (E. najas). Embora haja varios padrdes de produgdo de enzimas,
nenhum desses padrdoes, quando comparados por espécies apresentou resultados
corroborados pela estatistica adotada.

Nas Tabelas 5 e 6 sdo apresentados os resultados obtidos a partir da modelagem
matematica da producdo de celulase e de xilanase acumulada ao longo do periodo do
experimento. A maior diferenca entre as atividades de xilanase e de celulase ocorreu na
decomposicao de O. cubense, na qual a producao de xilanase acumulada foi 43,43vezes
maior que a producdo acumulada de celulase e a menor diferenga, 3,32 vezes, ocorreu

para P. meissnerianum.

Tabela 5: Pardmetros da modelagem matematica das atividades
enzimdticas acumuladas da celulase, onde: Cyax = maxima produgdo de
celulase; kc = coeficiente de producdo de celulase; D'2 = tempo de

duplicagao.

Crnax erro ke | Ero | D% r

(mol min™ mI'g™) (dia™) (dia)

C. furcata 10,384 1,369 | 0,026 | 0,007 | 26,17 | 0,99
E. najas 1,717 0,225 0,030 | 0,008 | 23,31 | 0,94
U. breviscapa 2,4 0,340 | 0,032 | 0,010 | 4,64 | 0,89
L. inclinata 21,364 2,892 |1 0,010 | 0,002 | 66,39 | 0,99
Salvinia sp.* _ B 3 B 3 N
R. natans 0,485 0,024 |1 0,199 | 0,044 | 3,48 | 0,96
E. azurea 34,566 5,218 | 0,009 | 0,002 | 78,06 | 0,97
P. meissnerianum 13,283 1,152 | 0,040 | 0,008 | 17,36 | 0,96
O. cubense 2,873 1,815 | 0,007 | 0,005 | 105,66 | 0,98
C. giganteus™ _ B B _ _ _

(*) O modelo ndo se aplicou a esses resultados.
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O Cpnax variou de 0,485 mol min™ ml™ g (R. natans) a 34,566 mol min™' ml'g'

(E. azurea) (Tabela 4). O Dy, para celulase variou de 3,48 dias para R. natans

(kp=0,199 dia ') até 105,66 dias para O. cubense (kp = 0,007 dia ). Os coeficientes de

determinac¢do do modelo cinético (r*) variaram entre 0,89 (U. breviscapa) ¢ 0,99 (C.

furcata e L. inclinata; Tabela 4).

O Xumax variou de 9,32 mol min™ ml" g (R. natans) a 312,72 mol min™ ml" g’

(E. azurea). O Dy, para xilanase variou de 24,48 dias para C. furcata (kp = 0,028 dia ")

e 495,11 dias para U. breviscapa (kp = 0,001 dia™). Os coeficientes de determinagio do

modelo cinético (1) variaram entre 0,90 (R. natans) e 1,00 (C. giganteus ¢ U.

breviscapa; Tabela 5). Houve correlagdo (r* = 0,72) entre 0 Xmax € 0 Crnax das espécies,

ou seja, em geral, as espécies que apresentaram maior atividade xilanolitica também

apresentaram maior atividade celulotica.

Tabela 6: Parametros obtidos da modelagem matematica das atividades
enzimaticas acumuladas da xilanase, onde: Xpy.x = producdo maxima de

xilanase; kx = coeficiente de producao de xilanase; Dy, = tempo de duplica¢ao.

2

Xomax erro ky Erro D% r
(mol min mI'g™) (dia™) (dia)

C. furcata 156,83 14,10 | 0,028 | 0,005 | 24,48 | 0,96
E. najas 23,94 4,06 |0,012 0,003 | 57,91]0,98
U. breviscapa 31,18 28,34 | 0,001 | 0,001 | 495,11 | 1,00
L. inclinata 277,30 46,56 | 0,009 | 0,002 | 75,59 | 0,99
Salvinia sp. 138,34 54,31 | 0,004 | 0,002 | 164,25 | 0,99
R. natans 9,32 1,04 | 0,040 | 0,011 | 17,15]0,90
E. azurea 312,72 339,05 | 0,002 | 0,002 | 344,85 | 0,99
P. meissnerianum 83,97 10,58 | 0,011 | 0,002 | 61,67 | 0,99
O. cubense 124,77 16,66 | 0,020 | 0,005 | 35,35 | 0,96
C. giganteus 198,41 11,72 | 0,014 | 0,001 | 48,27 | 1,00
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5.4. Rotas de mineralizacao do carbono

Nas Figuras 14 e 15 sdo apresentadas as variagdes temporais de carbono (COP;
CM; COD). De modo geral, observou-se que o COP diminui ao longo do processo e o
CM tendeu a aumentar.

Em quase todos os casos foi possivel notar a presenga de CM a partir do 1° dia
de experimento; a quantidade inicial de COD variou nas incubag¢des com cada espécie.
Apos o acréscimo de COD no 1° dia, para algumas incubag¢des notou-se que as
quantidades mantiveram-se constantes e, entre 0 5% ¢ o 15° dia tenderam ao declinio. As
incubagdes com E. najas nao apresentaram decréscimos de COD durante o periodo
experimental.

Os resultados das parametrizagdes do modelo cinético para o balango de carbono
encontram-se nas Tabelas 6 ¢ 7. Os dados referentes ao decaimento do carbono, i.e. a
fracdo labil e soluvel e refrataria dos detritos das espécies selecionadas, assim como os
respectivos coeficientes de mineralizacdo e lixiviagdo ja foram discutidos (Tabela 3 e 4;

Item 5.2.).
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Figura 14: Variacdes temporais das concentragdes de COP, COD e CM durante a
decomposicdo anaerdbia de C. furcata, E. najas, U. breviscapa e L. inclinata.

A partir dos ajustes cinéticos das concentragcdes de COD, encontrou-se que essa
fracdo dos detritos foi baixa na decomposi¢ao de todas as espécies, em média 10,45%,
variando de 1,04 (Salvinia sp.) a 21,92% (C. furcata). Os valores de ks variaram de 0
(t12~ ) (C. giganteus, L. inclinata, C. furcata e E. azurea) até 0,0435 dia™ (tyo= 15,92
dias) (R. natans). Os valores de COP. foram obtidos das subtracdes dos valores de
COPLs e COD. Os teores de COPL foram em média 7,65%, variaram de 1,82% (O.
cubense) até¢ 14,88% (U. breviscapa). As médias gerais obtidas através do balango

foram: 10,45% COD; 7,65% COPL; 81,92% COPg. Da comparagdo entre os valores
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experimentais ¢ os simulados calcularam-se 1* variando de 0,73 (C. giganteus) até 0,97

(E. najas).
Ll
- O Salvinia sp
. ;\? 80
=
O 60
%.
O 40
8_
O 20
0
- 0 1 3 5 10 15 20 30 45 60 90
3065 10 15 20 30 45 60 90 )
T (dia) Tempo (dia)
E. azurea P. meissnerianmm
100 100
S 80 <y
= =
O 60 O 60
& &
O 40 O 40
8 g
O 20 O 2
0
0 1 3 5 10 15 20 30 45 60 90 0 1 3 5 10 15 20 30 45 60 90
Tempo (dia) Tempo (dia)
C. giganteus
100 100
g 80 g 80
= =
O 60 O 60
& &
O 40 O 40
8 8
O 20 O 20
0
0 1 3 5 10 15 20 30 45 60 90 0 1 3 10 15 20 30 45 60 90
Tempo (dia) Tempo (dia)

Figura 15: Variagdes temporais das concentracdes de COP, COD e CM durante a
decomposi¢do anaerobia de Salvinia sp., R. natans, E. azurea, P. meissnerianum, O.

cubense e C. giganteus.
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5.5. Variacdes temporais do pH da MOD das cimaras de decomposicao

As variagdes temporais do pH das incubagdes durante a mineraliza¢do anaerobia
encontram-se nas Figuras 16 e 17. Observou-se que em todos os casos houve uma

tendéncia ao aumento inicial do pH em relacdo ao valor inicial (dia 0).
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Figura 16: Variagao temporal do pH durante a decomposi¢do anaerobia de C. furcata, E.

najas, U. breviscapa, L. inclinata, R. natans e Salvinia sp.




As incubacdes com C. furcata, L. inclinata, E. azurea e P. meissnerianum
apresentaram declinio no pH seguido de acréscimo e estabilizagdo do valor ou com
pequenas variagdes. Desse grupo, a maior variagdo ocorreu na degradagdo de P.
meissnerianum, cujo pH variou entre 3,82 (dia 1) e 7,15 (dia 90) e a menor ocorreu na

degradacdo de C. furcata, que variou entre 4,87 (dia 3) e 6,88 (dia 15).

] E. azurea 10- P. meissnerianum
94 94
8 o]

pH
pH

EAR SR M S

w

T T T T , 3 T T T T T ,

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo (dia) Tempo (dia)
10~ O. cubense 10+ C aicant
. glganteus
94 9
8 _\i . 8
— \ S
74 / T 71 A s
i \ { T —
I # T — &
S 64 S 64
5 5
44 44
3 T T T T T . 3 T T T T T .
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo (dia) Tempo (dia)

Figura 17: Variacao temporal do pH durante a decomposi¢ao anaerébia de E. azurea. P.
meissnerianum, O. cubense e C. giganteus.

No caso da degradacdo de O. cubense, E. najas, C. giganteus, R. natans,
Salvinia sp. e U. breviscapa, observaram-se acréscimos do pH no inicio. Apos, tais
valores mantiveram-se estdveis ao longo do experimento ou sofreram pequenas
variagdes. A degradacdo de R. matans apresentou a maior variacdo de pH entre as

incubagdes desse grupo. Essa variagdo foi de 5,74 (dia 0) a 8,30 (dia 5). Na degradacgdo
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de E. najas o pH variou entre 5,54 (dia 30) e 7,05 (dia 90), sendo a menor variagdo entre

as espécies deste grupo.

5.6. Variacdes temporais de CE da MOD durante a decomposicio

As variagdes temporais de CE durante a decomposicdo das espécies estdo

apresentadas nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18: Varia¢do temporal de CE durante a decomposi¢do anaerobia de C.

furcata, E. najas, L. inclinata, U. breviscapa, Salvinia sp € R. natans.
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Para todas as incubagdes, foram observados grandes acréscimos da CE no 1° dia.
Ap0s, os valores tenderam a estabilidade ou em alguns casos apresentaram pequenos
decréscimos, como no caso das incubagdes com R. natans, E. najas, Savinia sp. e C.
giganteus.

A partir da média dos valores de CE obtidos nos dias amostrais entre as espécies
selecionadas, foi possivel observar que na decomposi¢ao de E. najas ocorreu o maior
acréscimo, com média de 1677,3 uS cm™. Ja a decomposicio de P. meissnerianum

;. T -1
apresentou o menor acréscimo médio (547,1 uS cm™).
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Figura 19: Varia¢do temporal de CE durante a decomposi¢cdo anaerdbia de E.
azurea, P. meissnerianum, O. cubense e C. giganteus.

5.7. Variacoes temporais da razio E4/E6 da MOD durante a decomposi¢io
As variagdes temporais da razdo E4/E6 estdo apresentadas nas Figuras 20 e 21.

As diferentes incubagdes apresentaram padrdes distintos de variagdo. Em alguns casos a
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razdo E4/E6 esteve proxima a 2 e manteve-se estavel com poucas oscilacdes (P.
meissnerianum, L. inclinata e C. furcarta). As incubagdes com E. najas também
oscilaram proximas a esse valor, porém apresentaram aumento (valor préximo a 5) no
10° dia e retornaram a essa faixa apds o 20° dia. As incubagdes com E. azurea

apresentaram aumentos na razdo E4/E6 no 30° ¢ 90° dia.
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Figura 20: Varia¢dao temporal do indice de humificacdo (razdo E4/E6) durante a

decomposicdo anaerdbia de C. furcata, E. najas, U. breviscapa, L .inclinata,
Salvinia sp e R. natans.
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As incubacdes com Salvinia sp. € R. natans apresentaram oscilagdes na relacao
E4/E6 durante todo o processo; porém, foram os meios que apresentaram oS maiores
valores, entre 4 e 8. As incubagdes com O. cubense também apresentaram valores altos
na relacdo E4/E6, apds o 20° dia os valores estabilizaram-se em torno de 6. As

incubagdes com C. giganteus € U. breviscapa apresentaram oscilagdes de E4/E6 entre 2

e4.
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Figura 21: Variagcdo temporal do indice de humificacdo (razdo E4/E6) durante a
decomposicdo anaerobia de E. azurea, P. meissnerianum, O. cubense e C. giganteus.
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5.8. Teor inicial de hemicelulose e celulose

Os teores de hemicelulose e celulose das espécies selecionadas encontram-se na
Tabela 8. Os teores de celulose variaram de 29,59 (R. natans) a 52,76% (E. najas). Os
teores de hemicelulose variaram de 19,64 (L. inclinata) até 43, 09% (Salvinia sp.). Para
as 10 espécies, a celulose representou em média 42,84% da COP e a hemicelulose cerca
de 33,47%.

Em geral as espécies que apresentaram maiores teores de celulose, apresentaram

. ~ . A 2
os maiores valores de kc. A correlagdo entre estes dois pardmetros apresentou r™ = 0,49.

Tabela 9: Teores iniciais de fibras das espécies selecionadas.

Celulose DP Hemicelulose DP
(%) (%)

C. furcata 44,00 1,26 25,43 1,42
E. najas 52,76 7,19 38,02 0,24
U. breviscapa 44,58 0,75 34,88 0,79
L. inclinata 37,48 1,61 19,64 0,95
Salvinia sp. 40,67 1,09 43,09 0,70
R.natans 29,59 2,03 41,28 4,31
E. azurea 41,02 3,40 31,33 0,11
P. meissnerianum 41,95 1,16 23,94 0,31
O. cubense 45,76 0,83 36,42 1,45
C. giganteus 50,59 0,33 40,67 1,33
Média total 42,84 6,54 33,47 8,08
Média flutuantes 35,13 7,84 42,19 1,28
Media emergentes 44,83 4,35 33,09 7,20
Media submersas 44,70 6,26 29,49 8,47

DP: desvio padrao.
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5.9 Analises estatisticas

Apos andlise da distribuicao dos dados feita pelo teste de normalidade Shapiro-
Wilk, os dados com distribuicdo normal foram analisados com o teste ANOVA, e os
dados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram analisados com o teste Kruskal-
Wallis. Apenas os dados de perda de COP apresentaram distribuicdo normal. Os

resultados estatisticos encontram-se a seguir:

5.9.1. Analise estatistica do experimento de atividade enzimatica

No caso da atividade da celulase (Anexo VII), encontrou-se semelhanca
estatisticamente significativa entre:
(1) C. furcata, E. azurea, L. inclinata, P. meissnerianum e O. cubense.
(i1) R. natans e Salvinia sp.
(i) E. najas, U. breviscapa, C. giganteus e O. cubense
Nota-se que O. cubense ¢ a Unica espécie que possui a atividade de celulase

semelhante a um maior nimero de espécies, estando compreendida em dois grupos.

Para a atividade de xilanase, (Anexo VIII) encontraram-se as seguintes
semelhancas estatisticamente significativas:
(1) C. furcata, E. azurea, L. inclinata e P. meissnerianum
(i1) R. natans, Salvinia sp. e O. cubense.

(ii1) E. najas, U. breviscapa e C. giganteus.
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5.9.2. Analise estatistica do experimento de perda de massa de COP

Para as variagdes temporais de perda de COP foram encontradas as seguintes
semelhancas estatisticamente significativas (Anexo 1X):
(1) R. natans, O. cubense, Salvinia sp., C.giganteus e L. inclinata.
(i1) C. furcata, E. najas e U. breviscapa,

(ii1) P. meissnerianum ¢ E. azurea apenas ndo apresentaram semelhanga significativa

com U. breviscapa.

5.9.3. Analise estatistica do experimento de variacio temporal de CM

A variagdo temporal de CM apresentou semelhanga entre as seguintes espécies
(Anexo X). A mineralizagdo anaerobia de R. natans apresentou semelhangas com todas
as espécies selecionadas; Salvinia sp. foi apenas semelhante com R. natans.

A macrofita C. furcata apresentou semelhanga com U. breviscapa e R. natans;
O. cubense e C. giganteus nao foram estatisticamente semelhantes com Salvinia sp. e C.

furcata; E. najas nao foi similar a Salvinia sp. As variagdes temporais de carbono
mineralizado da decomposi¢do anaerdbia de E. azurea e L. inclinata nao foram
similares a C. furcata e Salvinia sp. P. meissnerianum ndo ¢é semelhante a Salvinia sp. e
o rendimento de carbono mineralizado de U. breviscapa foi diferente de P.

meissnerianum e Salvinia sp.
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6. DISCUSSAO

O COP apresenta composi¢ao heterogénea, diferenciando-se nas fragdes labil e
refrataria (SWIFT et al., 1979; ASAEDA et al., 2000; CUNHA-SANTINO et al., 2000).
As fragdes labeis e soluveis sdo constituidas por compostos de baixo peso molecular,
como aminoacidos, polifendis e carboidratos, enquanto que as fracdes refratarias
constituem-se de fibras, como lignina, celulose e hemicelulose (KIM &
REIMANKOVA, 2004).

O padrao de decaimento destas duas fragdes costuma apresentar caracteristicas
diferentes. Através da variagdo temporal de perda de massa (Figuras 10 e 11) podem-se
detectar as fases rapidas de decaimento (indicando a perda das fragdes labeis e soluveis)
e as fases lentas de decaimento (que indicam a perda das fragdes refratarias da matéria
organica).

As maiores perdas de massa observadas no inicio do processo foram decorrentes
do processo de lixiviagdo, quando ocorreram decréscimos rapidos nas massas dos
detritos; esse processo ¢ caracterizado como abidtico e pela perda de componentes
hidrossoluveis (POLUNIN, 1984). A fragdo labil ¢ caracterizada por decaimento mais
rapido, enquanto que a por¢ao refrataria pode apresentar decréscimos de 10 a 20 vezes
mais lentos (GUILLON et al., 1994).

De acordo com estudo realizado por BELOVA (1993), a fase de decaimento
rapido ocorre com o aumento de diferentes populagdes de microrganismos envolvidos e
atividade metabdlica maxima (incluindo utilizagdo das fracdes labeis pelas bactérias
decompositoras e microrganismos utilizando a fragdo refrataria do material). Na fase de
decaimento lento, ha diminuicdo da microbiota que utiliza as fragdes labeis e as

populacdes que utilizam a fragdo refrataria prevalecem numerosas.
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De modo geral ndo foi observada uma correlagdo entre os valores de produgao
enzimatica (Tabela 5 e 6) e o decaimento de massa (Tabela 3 e 4). Ou seja, as espécies
que apresentaram maior perda de massa durante o periodo do experimento nao foram as
maiores indutoras das produ¢des das enzimas analisadas. As presengas de materiais
soliveis que sdo liberados no processo de lixiviagdo e ndo-passiveis de atividade
enzimatica das celulases e xilanases também pode ser um fator que justifica a falta de
relagdo direta entre esses fatores (SCHOFIELD, 1998).

As espécies submersas, exceto L. inclinata, foram as que apresentaram as
maiores taxas de perda de massa, porém nas suas incubagdes ocorreram baixas
produgdes enzimaticas. A degradacdo de L. inclinata pode ter apresentado padrdo
distinto em relagcdo as demais espécies submersas, por possuir algumas estruturas com
caracteristicas de plantas emersas como epiderme, unisseriada de células com parede
periclinal externa mais espessa que células anticlinais e areas internervuras com células
epidérmicas retangulares, mais largas que altas (RODRIGUES, 2007).

As espécies emergentes e as flutuantes apresentaram menores decaimentos de
massa em relacdo as espécies submersas, porém em geral, as producdes enzimaticas nas
degradacdes das espécies flutuantes foram menores entre os trés grupos e as producdes
enzimaticas durante a degradacdo das espécies emergentes foram as mais elevadas.
Estas espécies apresentaram maior quantidade de COPg e producdo enzimatica (exceto
C. giganteus).

Essa falta de correlagdo entre os parametros de perda de massa e produgdo
enzimatica também foi encontrada em estudo realizado por ALLISON & VITOUSEK
(2004) que concluiram que a falta de conexdo entre esses processos pode ter ocorrido
devido a diferentes concentragdes de nutrientes do meio e diferencas nas caracteristicas

dos substratos utilizados.
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Para as duas enzimas selecionadas, foram observadas atividades altas nos
primeiros dias, fato que coincidiu com o periodo do processo de lixiviagdo ocorrido nas
incubagdes. Como através da lixiviagdo, os compostos soluveis sdo liberados, as
bactérias e fungos obtém acesso a um grande aporte inicial de COD neste periodo do
experimento, além da fragdo labil do COP, o que favoreceu o crescimento inicial destas
populacdes (MANN & WETZEL, 1996), inferido pela maior atividade enzimatica nesse
periodo inicial.

Apos as altas atividades iniciais, ocorreram distingdes dos padrdes de variacdo das
atividades de ambas as enzimas; supde-se que estas diferengas decorreram das
diferentes caracteristicas da disposicdo das fibras na parede celular e também das
caracteristicas (qualidade) do carbono que foi liberado durante a degradagdo de cada
espécie, sendo que as fragdes de COD sdo importantes para o crescimento dos
microrganismos presentes (MANN & WETZEL, 1996).

Ao se tomar como exemplo o balango de carbono de E. najas (Figura 15),
observou-se claramente que durante todo o processo de sua decomposicdo as
concentragdes de COD nao declinaram, pelo contrario, cresceram. Esse padrdao foi
distinto das demais espécies, nas quais as concentracdes de COD tenderam ao
decréscimo, devido a sua assimilagdo pela microbiota ou mineralizagdo em compostos
inorganicos.

O incremento na concentracdo de COD para as incubacdes com E. najas pode
ser explicado pelas modelagens matemadticas realizadas para o balango de carbono.
Através das Tabelas 7 e 8 observa-se que o kr para esta espécie foi o0 menor, € 0 unico
que possui uma ordem de grandeza diferente dos demais, o que condiz com um t'2 de
lixiviagdo e mineralizagdo dos compostos labeis muito maior do que para as outras

espécies (diferenca que variou de 8,93 a 42,46 vezes), provavelmente no periodo de
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experimento esta fracdo de CO ndo tenha sido totalmente consumida ou mineralizada.
As fragdes de COPr e COD para essa espécie também apresentaram participagdes altas,
o que explica a concentracdo crescente de COD durante o periodo compreendido pelo
experimento, ja que grande quantidade de COPys deveria ser lixiviada e solubilizada em
um periodo mais longo. Ao comparar o comportamento da mineraliza¢do de E. najas
com as das demais espécies que apresentaram altas concentragdes de COPrs e COD (i.e.
U. breviscapa e C. furcata) notou-se que para as outras espécies que os ky foram mais
elevados, mesmo com grande quantidade de carbono soluvel e labil, o consumo do
COD liberado durante a decomposicao destas ocorre mais rapidamente. E. najas foi ao
mesmo tempo a espécie que teve a maior perda de COP no periodo estudado e a que
demorou mais tempo para ter o COD assimilado e mineralizado.

Os valores de Xmax € Cmax Obtidos da parametrizacdo podem ser explicados pela
qualidade e tipo de recurso encontrado na parede celular destas plantas, ou seja, se o
substrato estd presente em sua constituicdo, provavelmente haverd uma producio de
determinada enzima para a hidrélise deste substrato. Assim, quando os recursos
assimilaveis estdo disponiveis, os microrganismos podem diminuir a produgdo de
enzimas que degradam os substratos complexos, nutrientes ldbeis em abundéancia
inibem a decomposi¢do dos compostos mais recalcitrantes (MOORHEAD & LIKENS,
1997; ALISSON & VITOUSEK, 2005).

Algumas espécies, como E. azurea, P. meissnerianum, L. inclinata, C. giganteus
apresentaram perdas de massa que as caracterizam como mais refratarias que as outras,
como grandes fracdes de COPg, pequena fracdo de COD, atrelados a valores baixos de
kg, que levou a alto ty, para a mineralizacao das fracdes refratarias para estas espécies
variando de 330 até 1980 dias. As producdes de xilanase e celulase para este grupo, com

excecdo de C. giganteus apresentaram os maiores valores de Cpax € Xmax.
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As duas espécies flutuantes (Salvinia sp. € R. natans) e O. cubense apresentaram
comportamentos distintos das demais. Os parametros obtidos para estas espécies as
configuram com grande fracdo de COPR e baixo kg, porém os valores de Enax obtidos
foram muito baixos. Isso pode ter ocorrido pela disposicao das fibras na parede celular,
pela presenca de alguma substancia que iniba a producdo destas enzimas durante a
decomposicdo ou ainda pela presenca de compostos que sejam hidrolizados por outras
enzimas ndo quantificadas neste estudo. A presenca de compostos fenolicos resultantes
da degradagdo da lignina inibe o metabolismo dos microrganismos (VARGA et al.,
2004).

Através de suposicdes de que os eventos da sedimentagdo e da colmatacao do
COPr da decomposi¢do de macrofitas aquaticas promovam a metanogénese (ca. Z = 30
mm) na lagoa do Oleo; ha evidéncias que a degradagio da fragio de COPg pelas
enzimas relacionadas com a hidrélise da fracdo de parede celular seja a precursora dos
processos anaerdbios de ciclagem do carbono (CUNHA-SANTINO, 2003).

BITAR (2003) encontrou maior humificagdo das fragdes de COP nos detritos de
E. najas do que para os de E. azurea apesar de a taxa de mineralizagdo de E. najas ter
sido mais elevada que para E. azurea. Neste mesmo estudo foi observada formacdo
elevada de gases (i.e. CHy4) para ambas as espécies nos primeiros dias de experimento;
porém, essa producdo foi maior para E. najas. Contudo, apesar da producao de gases ter
sido maior para E. najas, notou-se que a assimilacdo dos gases formados por esta
espécie foi menor do que a assimilacdo dos gases formados por E. azurea. Isso pode ser
mais um indicio da dificuldade de assimilagdo dos compostos liberados pela E. najas.

A producdo de xilanase foi maior em todos os casos do que a de celulase
provavelmente porque as estruturas das hemicelulose sdo mais facilmente hidrolisaveis

que da celulose (PEREZ et al., 2002). Segundo GILBERT & HAZELWOOD (1993),
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apesar da maior complexidade que a xilana apresenta e a necessidade da presenca de
mais tipos de enzimas para sua hidrélise em relagdo a celulose, esse polimero ndo tende
a formar estruturas entrelagadas, o que resulta no acesso facilitado as enzimas
hidroliticas. A relagdo entre teor inicial de fibras e atividade enzimatica ndo foi
encontrada neste experimento, talvez pela caracteristica das disposi¢cdes das fibras ou
pelos métodos experimentais adotados.

As plantas submersas e as flutuantes sdo as que usualmente apresentam perdas
de massa mais rapidas, pois apresentam menor quantidade de material estrutural de
suporte em sua parede celular e geralmente uma grande concentracdo de elementos
como nitrogénio e fosforo (BARBIERI, 1984; ALLAN & CASTILLO, 2007). Esse
padrdo de maior decaimento das fragdes labeis das plantas submersas foi destacado pela
analise estatistica de variacdo da perda de massa de COP (Anexo VIII), que agrupou
como semelhantes as espécies submersas com menor teor de estruturas rigidas aparentes
(U. breviscapa, C. furcata e E. najas) possivelmente ao padrdo de maior perda de massa
comparativamente as outras. Ja as espécies flutuantes selecionadas ndo apresentaram
esse decréscimo rapido.

Os detritos de plantas vasculares constituem-se em importantes componentes nos
funcionamentos de ecossistemas aquaticos. No entanto, sua contribui¢ao especifica para
a estrutura trofica e dindmica de nutrientes reflete o metabolismo da comunidade
decompositora associada (SU, 2007).

As fragdes encontradas para os diferentes tipos de plantas (emergentes,
submersas e flutuantes) no presente estudo apresentaram grande diferenca da media
obtida em uma compilagao realizada por BIANCHINI Jr. (2003). Em ambos os casos a
COP.s foi obtida a partir da parametrizagdo do modelo de duplo decaimento

(exponencial) e através da comparagdo entre as médias obtidas, nota-se que ha grande
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distingdo entre as constituigdes celulares mesmo entre plantas de habitos semelhantes

(i.e. emergentes, submersas e flutuantes).

Tabela 10: Comparacdo entre valores médios de COPrs (%)
encontrados no presente estudo.

COP.s COP.s
Habito (este estudo)  (BIANCHINI Jr., 2003)
Emergentes 12,23% 31,6%
Submersas 27,38% 34,1%
Flutuantes 11,27% -
Folhas Flutuantes - 54,4%

Os teores das fibras de celulose e hemicelulose (Tabela 9) ndo foram
proporcionais as atividades enzimaticas. Esse fato provavelmente ocorreu, conforme ja
discutido anteriormente, pela variedade de caracteristicas quimicas e fisicas que os
substratos podem possuir. Como as cadeias de celulose sdo firmemente “empacotadas”
por fibras de lignina e de hemicelulose, para uma hidrolise eficiente da celulose, a
celulase deve delaminar e romper a area de superficie para criar um acesso maior para
as outras enzimas responsaveis pela hidrélise da molécula (ARANTES & SADDLER,
2010).

Entre 5 a 10 % da celulose na natureza ¢ degradada sob condi¢des anaerobias. O
sistema celulolitico dos microrganismos anaerdbios ¢ distinto do sistema aerdbio de
fungos e bactérias (PEREZ et al., 2002). Como as hemiceluloses envolvem as
microfibrilas de celulose, na parede celular, provavelmente a hemicelulose ¢ degradada
em primeiro lugar (pelo menos em partes). As xilanas constituem-se na principal classe
de hemicelulose nas angiospermas, contribuindo com cerda de 15 a 30% do peso seco

(POLIZELI et al., 2005).
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CUNHA-SANTINO & BIANCHINI Jr. (2007) determinaram as atividades
celuloliticas em detritos de U. breviscapa em diferentes temperaturas e encontraram
maior atividade do detrito integral a 15°C, o que mostra os efeitos da temperatura na
atividade celulolitica, fator que pode ter influenciado diretamente nos resultados obtidos
por este experimento, ja que as incubagdes encontravam-se sob temperatura constante.

A relagdo entre as fibras de celulose e hemicelulose na parede celular de plantas
superiores pode ser extremamente proxima, isso possibilita que moléculas da ligacdo
celulose-hemicelulose e as presentes na celulose cristalina requeiram diferentes enzimas
para sua hidrolise. O que pode explicar porque os microrganismos celuloliticos
secretam diferentes celulases que possuem especificidades justapostas e porque algumas
xilanases possuem dominios com afinidade com a celulose (TOMME et al., 1995).

Ensaios de degradagdo de O. cubense, C. furcata e L. inclinata compararam a
atividade xilanolitica em condi¢des aerdbias e anaerobias. Dentre os 3 recursos, os
detritos de C. furcata foram os Unicos que apresentaram maior atividade enzimatica sob
condi¢cdes aerobias, os das outras espécies apresentaram maior taxa de atividade
enzimatica sob condi¢des anaerdbias (ROMEIRO, 2005). A acdo da xilanase ajuda a
facilitar o acesso as fibras de celulose, desta maneira resulta numa maior producio de
acucar redutor pela celulase.

A celulose aparece na natureza associada com outras substancias da planta,
embebida em uma matriz que contém hemiceluloses, pectina, lignina e proteinas. Essa
associacdo pode afetar sua biodegradacdo. Quando a lignina substitui a 4gua na matriz
da parede celular ha aumento das forgas de compressdo. A lignificagdo aumenta a
ligagdo interna da parede, produzindo tecidos rigidos (LESCHINE, 1995; PEREZ et al.,
2002). A forma mais suscetivel a degradagdo enzimatica sdo as cadeias ndo organizadas

existentes na celulose amorfa (BEGUIN & AUBERT, 1994).
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A degradacgdo celulolitica em ambientes anaerdbios ¢ muito complexa; envolve
varios tipos de inteiragdes metabolicas entre diferentes consorcios de microrganismos,
cujas atividades sdo influenciadas por diversos fatores ambientais, como temperatura e
pH (LESCHINE, 1995). Alguns microrganismos excretam celulase e xilanase
simultaneamente; ha casos em que a enzima excretada possui capacidade de hidrolisar
esses dois polimeros (TANAKA, 1993).

No presente estudo, além da interferéncia causada por fatores fisicos (como
temperatura e auséncia de oxigénio dissolvido), alguns fatores bidticos podem ter
interferido nas atividades enzimaticas. Algumas intera¢des entre comunidades de fungos
e bactérias podem interferir nas suas proprias atividades, podendo influenciar no
processo de decomposi¢do ao alterar o crescimento das populagdes envolvidas, a
producdo de enzimas e a qualidade da MOD liberada e de produtos intermedidrios da
decomposi¢cao (ROMANI, 2006).

Alguns tipos de células vegetais (como os mesoéfilos) possuem paredes finas e
pouco lignificadas que sdo facilmente degradadas pelas enzimas hidroliticas. Outros
tipos, como o esclerénquima, possuem paredes espessas ¢ a lamela média altamente
lignificada separando as células entre si. Esse tipo de parede celular pode ser atacado a
partir da superficie interna através da parede secundaria (ao contrario de particulas de
celulose pura, que sdo degradadas de fora para dentro). Portanto, além da estrutura
celulolitica, o transporte e a difusdo das enzimas hidroliticas ao local de ataque também
sdo fatores que limitam a degradacdo destas fibras (WILSON & MERTENS, 1995).

Um modelo de processos de decomposicdo proposto por TANAKA (1993)
descreveu quatro etapas distintas do processo: (i) Esta fase ¢ aérea e caracteriza-se por
um pH 6timo baixo para o funcionamento das enzimas e hd predominancia de fungos;

(i1) Ocorre durante o primeiro més, quando as partes aéreas da planta ja encontram-se
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submersas. H4 um crescimento rapido na biomassa bacteriana seguido pelo aumento das
atividades da celulase e xilanase; (iii) Ocorre entre 0 2° e 0 5% més e caracteriza-se por
apresentar baixas atividades enzimaticas, baixas taxas de decaimento e manutengdo da
biomassa bacteriana e (iv) Entre o 6° € o 10> més ha aumento na biomassa de fungos e
das atividades enzimaticas, além de haver aumento nas taxas de perda de massa tanto de
xilana como de celulose. Ao contrario do que ocorre com os fungos, ha decréscimo na
biomassa bacteriana; esse fato sugere a ocorréncia de alternancia entre as comunidades
de decompositores (entre bactérias e fungos). O presente estudo compreendeu as fases 2
e 3, devido ao tempo de duragdo e a auséncia da fase de decomposicdo aérea, ja que as
plantas todas foram submersas em agua nas incubagdes.

Alguns estudos mostraram que nos ambientes aquaticos o pH baixo inibiu a
hidrolise celulolitica (LYND, 2002). A grande flutua¢do de pH encontrada durante os
ensaios (Figuras 16 e 17) pode ter influenciado nas atividades das enzimas selecionadas.
Porém, como a gama de enzimas hidroliticas da xilana e da celulose ¢ grande, ha
diferentes caracteristicas de pH 6timo para a atividade destas.

A maior parte das xilanases conhecidas se origina de fungos e bactérias e a
maioria de suas classes apresenta atividade 6tima entre 40 e 60 °C e meio neutro (em
especial as de origem bacteriana) ou levemente 4cido (como as de origem fingica). No
entanto, ja foram encontradas xilanases com atividade 6tima em condi¢des extremas de
pH e temperatura (COLLINS et al., 2005).

Os sistemas celuloliticos de Trichoderma reesei € Phanerochaete chrysosporium
sd0 os mais amplamente conhecidos e as celulases excretadas por eles possuem
atividade otima em meios acidos. Algumas endoglucanases secretadas de fungos

termofilicos apresentam pH 6timo varidvel, entre 4.1 e 8.1 (PEREZ et al., 2002).
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Numa compilagdo que compreendeu diversas xilanases de uso comercial, foi
verificado que a maior parte apresentou atividade 6tima sob pH variando de 4,0 a 5,0
(POLIZELI, 1995). Assim pode-se observar que as variagdes de pH para ambos os
sistemas hidrolitico (xilanase e celulase) encontraram-se dentro do intervalo de
atividade otima ja reportado em muitos estudos. Mesmo dentro da faixa de pH de
funcionamento destes sistemas, as atividades enzimaticas descritas no estudo pode ter
sido influenciada pela comunidade microbiana presente nestas incubagdes (CHROST &
RAI, 1993).

De modo geral houve diminui¢do do pH no periodo inicial, o que ocorreu pela
possivel formacdo de ions H', resultante da quebra das moléculas de H,CO;, formado
por sua vez pela reagdo do CO; liberado pela quebra da MO com a H,O.

Os valores de condutividade elétrica apresentaram grandes aumentos a partir do
primeiro dia devido a liberagdo de ions provenientes da MOD (ESTEVES, 1998). Apos
a lixiviagdo, as concentragdes de ions mantiveram-se altas para algumas incubagdes (C.
giganteus, R. natans, O. cubense e E. najas) e apresentaram um declinio para outras (E.
azurea, C. furcata, Salvinia sp., U. breviscapa, L. Inclinata e P. meissnerianum). Esse
declinio pode ser decorrente da assimilagdo dos ions pela microbiota e reacdes
quimicas, o que diminuiria as concentra¢des dos ions.

A intensidade da lixiviacdo depende da espécie de planta (tamanho, estrutura
morfoldgica e composi¢do quimica) e dos fatores externos, como a temperatura (PARK
& CHO, 2003). A CE pode ser usada como um indice de lixiviagdo (APHA, 1989),
assim, ao se analisar os valores determinados durante o processo, as incubag¢des com E.
najas apresentaram a maior quantidade de MOD liberada, pois foi a que apresentou os
maiores valores de CE. Porém pelo balango de carbono para esta espécie (Figura 15),

nota-se que o COD liberado ndo é prontamente consumido no inicio do processo, a
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auséncia no declinio de COD também foi observada nas incubagdes com U. breviscapa,
E. azurea e P. meissnerianum.

As espécies cuja decomposicdo apresentaram baixo kr (alto tempo de meia vida
para mineralizacdo e liberacdo de compostos soliveis) foram as que geraram o COD
com caracteristicas que a levam a dificil assimilacdo, o que leva essas fragcdes de CO a
acumularem-se nos ambientes (CUNHA-SANTINO & BIANCHINI Jr., 2004).

A fracdo de COD ndo assimilada prontamente pelos microrganismos ¢
susceptivel a formagdo das substincias huimicas. Essas substincias também sdo
produtos do processo de decomposi¢dao, porém possuem outra via de formacdo. Parte
das moléculas provenientes da matéria organica ¢ oxidada e, em seguida polimerizada.
Estas substancias apresentam estrutura heterogénea de moléculas de alto peso molecular
e grupos funcionais distintos, como carboxilas, hidroxilas fenodlicas, antibidticos, e
carbonilas (THURMAN &STEVENSON, 1982).

A deposicdo de nitrogénio ¢ um dos fatores que também alteram a composicao
do detrito vegetal ao aumentar as reacdes de humificagdo entre os radicais livres
oxidativos. Esse efeito contribui com menores taxas de perda de massa nos estigios
avancados de decomposi¢do (SINSABAUGH et al., 2002).

Devido a sua heterogeneidade de grupos funcionais, em aguas superficiais, as
substancias humicas interferem em muitos processos fisicos, quimicos e bioldgicos,
além de regularem muitos processos metabdlicos nestes ambientes (STEINBERG,
2003). A razao E4/E6 (Figuras 20 e 21) funciona como um indice de humifica¢do do
meio. O aumento desta razdo indica diminuicdo do peso molecular e condensagdo dos
compostos aromaticos (STEVENSON, 1982). As incubagdes apresentaram diferentes
valores para este indice, o que indica a heterogeneidade da MOD provenientes da

degradacdo de cada espécie.
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Em ambientes aquaticos as substancias humicas possuem diversas fungdes:
estimulam o crescimento do fitoplancton, atuam como agentes complexantes de ions
metalicos e sdo capazes de adsorver alguns tipos de poluentes organicos (ROCHA &
ROSA, 2003).

A razdo E4/E6 indica o grau de condensagdo dos compostos aromaticos que as
formam. Comparativamente, pode-se assumir que as incubag¢des com R. natans,
Salvinia sp. e O. cubense foram as que obtiveram menor condensa¢do dos compostos

humicos em relagdo as demais.
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7. CONCLUSOES

Com base nos procedimentos experimentais adotados, os resultados desse estudo

permitiram concluir que:

(1) Em geral, na decomposicdo, as espécies submersas apresentaram maiores taxas de
perda de massa por possuirem maior teor compostos soliveis e menor presenca de

estruturas rigidas de sustentacdo (e.g. celulose e lignina).

(i) Os detritos das espécies emergentes subsidiaram a ocorréncia de atividades

enzimaticas mais elevadas.

(iii)) A xilanase e celulase apresentaram atividades mais elevadas no inicio do
experimento, apresentando diferentes padrdes temporais (3 padrdes para celulase e 4
padrdes para xilanase), apds os primeiros estdgios da decomposi¢cdo. Os compostos
resultantes da hidrolise das fracdes de parede celular de cada uma das espécies podem
ter interferido na diferenciagdo do comportamento das atividades, ja& que alguns

compostos podem inibir a a¢do de microrganismos.

(iv) No periodo experimental, a atividade xilanolitica foi maior que a celulolitica, esse
fato pode ser atribuido a maior acessibilidade as fibras de hemicelulose em relagdo as de

celulose.

(v) No ambiente natural as macrofitas, ao entrarem em senescéncia, perdem grande

quantidade de compostos hidrosoliveis que sdo mineralizados na coluna d’agua ou
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acumulam-se no sedimento (MOP). A decomposicdo de E. najas apresentou um
comportamento diferenciado (i.e. acimulo de COD) ao se comparar com a das demais
espécies, permitindo inferir que a decomposi¢ao dessa espécie exerga grande influéncia
nas caracteristicas da lagoa do Oleo (e.g. acimulo de substincias humicas dissolvidas,
diminui¢do da transparéncia da coluna d’agua). Ressalta-se que E. najas apresenta

maior 4rea de ocupagdo da lagoa do Oleo.

(vi) As espécies emergentes com maior teor de tecidos de sustentacdo (C. giganteus, E.
azurea e P. meissnerianum) s3o0 as principais responsaveis nessa lagoa pelo aporte de
MOP que se acumula no sedimento. Assim os detritos vegetais destas espécies, com
grande fragdo de COPg, servem como substrato para a microbiota anaerobia da lagoa do

Oleo.
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