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RESUMO

Nesse trabalho foi avaliada a decomposi¢@o aerdbia e anaerdbia das espécies submersas
Egeria densa Planch. ¢ Hydrilla verticillata (L.f.) Royle, importantes invasoras em
reservatorios tropicais. Foi analisado o decaimento de matéria organica, mineraliza¢ao
do carbono, grau de humificagdo do material lixiviado, conteido de fibras,
condutividade, pH e atividade das enzimas celulase, peroxidase e xilanase. Modelos
matematicos indicaram relacdes entre os padrdes enzimaticos e os decaimentos de
matéria organica e ciclagem do carbono. Anélises de ANCOVA e ANOVA foram
utilizadas para avaliar diferencas nos processos de decomposicao das espécies. As duas
espécies apresentaram o mesmo padrao heterogéneo de decaimento da matéria organica
e de mineralizagdo do carbono; porém, diferentes padrdes de decaimento quanto as
fibras. As incubacgdes das duas espécies apresentaram baixos tempos de meia vida para a
mineralizagdo do COP, baixa mineralizacido do COD e alta atividade enzimatica,
principalmente quanto a peroxidase, correlacionada as altas taxas de decaimento dos
teores de fibras, principalmente lignina. As incubagdes das duas espécies apresentaram
diferentes consumos de oxigénio, provavelmente relacionados a diferente composi¢ao
de fibras. Concluiu-se que essas macrofitas encontradas nos reservatorios tropicais
possam ocasionar alteracdes no metabolismo do ecossistema. Neste contexto, ¢
fundamental o estudo da decomposicao das espécies invasoras e modelagem dos seus

ciclos para parametrizagdo dos padrdes de ciclagem de nutrientes nestes ambientes.

Palavras- chave: macrofitas aquaticas, invasoras, ciclagem de nutrientes, enzimas.
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ABSTRACT

In this study it was evaluated the aerobic and anaerobic decomposition of submerged
macrophytes Egeria densa Planch. and Hydrilla verticillata (L.f.) Royle, major weeds
in tropical reservoirs. It was evaluated the decay of organic matter, mineralization,
humification degree of the leached, fiber content, conductivity and pH of the process
and activity of cellulase enzymes, peroxidase and xylanase. Mathematical models have
indicated relations between enzymatic patterns with decay of organic matter and carbon
cycling. Analysis of ANCOVA and ANOVA were used to evaluate differences in the
decay processes of the species. The two species showed the same heterogeneous pattern
of decay of organic matter and carbon mineralization, however, different patterns of
decay patterns of the fiber fraction. Incubations of both species had low values of half
life for the mineralization of POC, low mineralization of DOC and high enzymatic
activity, especially peroxidase, correlated to high rates of decay of fiber content, mainly
lignin. The incubations of the two species exhibited different oxygen consumption,
probably due to the different composition of fibers. It was conclude that these
macrophytes found in tropical reservoirs may cause changes in the environment
metabolism. In this context it is important to study the decomposition of invasive
species and their cycles for modeling parameterization of patterns of nutrient cycling in

these environments.

Keywords: aquatic weeds, invasive species, nutrient cycling, enzymes.
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INTRODUCAO

A decomposi¢do ¢ um processo fundamental no fluxo de carbono dos
ecossistemas e na ciclagem de nutrientes (Hoorens et al., 2003). Os processos de
decomposicdo ocorrem por meio de mecanismos fisicos e quimicos (i.e. através da
fragmentacdo e da lixiviacdo da matéria organica) e rotas bioquimicas oxidantes, devido
a reagdes enzimaticas que envolvem uma variedade de organismos, atuantes sobre a
fragdo refrataria da matéria (i.e. lignocelulodsica) (Figura 1) (van Cappellen e Wang,
1995). A microbiota tem papel fundamental nos processos de decomposicao, liberando
enzimas para o ambiente, a fim de degradar macromoléculas e compostos orginicos

insoluveis, antes da absorc¢ao e metabolismo celular (Chrost, 1990).

O processo de lixiviacdo € o primeiro evento na decomposi¢do dos detritos,
liberando matéria orgéanica e inorganica das células vegetais (Wetzel, 1995). O carbono
organico dissolvido (COD) lixiviado ¢ basicamente constituido por oligossacarideos,
acidos e aminodcidos, apresentando uma elevada taxa de decomposi¢ao devido a sua
facil utilizagdo microbiana nos processos anabdlicos e catabodlicos (Hullar et al., 1996).
O restante, matéria organica particulada (MOP), compreende fibras lignoceluldsicas
como celulose, hemicelulose e lignina, sendo considerada a fracao refrataria dos detritos
por normalmente apresentar menores taxas de decomposi¢do em comparacdo aos
compostos lixiviados. A mineralizagdo do MOP esta intimamente ligada a hidrolise

enzimatica microbiana (Vrba et al., 2004).
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Figura 1. Modelo cinético das distintas rotas de liberagdo do carbono (lixiviagdo e
mineraliza¢do) da decomposi¢do das macroéfitas aquaticas. Em que: COPLS = carbono organico
particulado 1abil e/ou soluvel dos detritos; COPR = carbono orgénico particulado refratario
(fibras); kr = coeficiente global de perda de massa de COPLS (k;+k,); k; = coeficiente de
mineralizacdo dos compostos labeis; k, = coeficiente de lixiviagdo dos compostos soluveis; ks =
coeficiente de mineralizagdo do carbono organico dissolvido (COD); ks = coeficiente de
mineralizacdo dos compostos refratarios; IN1 = mineralizagdo das fracdes labeis (1% rota); IN2 =
mineralizacdo do COD (2° rota); IN3 = mineralizacdo do COPR (3" rota) (Modificado de
Bianchini Jr. e Cunha-Santino, 2005).

A comunidade de plantas aquaticas (ou macrofitas) compreende um grupo
diversificado de organismos, incluindo angiospermas, samambaias, musgos e
macroalgas de dgua doce que ocorrem em ambientes sazonalmente ou permanentemente
alagados (Lacoul e Freedman, 2006; Chambers et al., 2008). Sao altamente produtivas
(Wetzel, 2001), com grande importancia na estruturagdo dos ambientes aquaticos
(Jeppensen et al., 1998). Possuem caracteristicas que lhes permitem rapida dispersao,
crescimento e reproducdo, mesmo em condi¢des sub-Otimas como sob intensa

competicao com outras espécies (Spencer e Bowes, 1990).

Uma grande parcela da biomassa das macrofitas, disposta na forma de detritos,

eventualmente participa do metabolismo da assembléia microbiana. Estes sao



importantes agentes na degradac¢do do lixiviado e mineralizagdo (Wetzel, 1990; 1999).
Assim, os detritos de macréfitas em ambientes aquaticos representam um componente
importante na compreensdo do fluxo de energia e ciclagem de nutrientes os

ecossistemas aquaticos (Mann, 1988).

Devido ao réapido metabolismo, por serem espécies oportunistas e apresentarem
grande biomassa em ecossistemas eutrdficos, algumas macrofitas aquaticas sdo
potencialmente invasoras (Pieterse e Murphy, 1990) podendo comprometer a
biodiversidade e processos ecossistémicos em ambientes aquaticos (i.e. competi¢do
interespecifica, disponibilidade de nutrientes). Uma espécie ¢ considerada invasora
quando adquire uma vantagem competitiva concomitante ao desaparecimento de
obstaculos naturais a sua proliferacdo, permitindo répida dispersdo e a conquista de
novas areas, nas quais se torna populacdo dominante (Valery et al., 2008). Dentre as
principais espécies de macrofitas invasoras estdo as submersas Egeria densa Planch. e
Hydrilla verticillata (L.f.) Royle (Mony et al., 2007). Alteracdes nos ecossistemas
causadas por estas e outras espécies invasoras t€m sido relatadas em diversos trabalhos

(Pott e Pott, 2003; Finlayson, 2005; Ali e Soltan, 2006; Urban et al., 2006).

O crescimento excessivo de espécies submersas pode restringir os usos multiplos
dos ecossistemas aquaticos. Espécies pertencentes ao género Egeria (Hydrocharitaceae)
sdo motivos de preocupagdo em reservatorios brasileiros devido as suas grandes
biomassas (Marcondes et al., 2003). Tais biomassas propiciam aumentos das taxas de
decomposicao nestes ecossistemas, podendo ocasionar a diminuigdes das concentragdes
de oxigénio dissolvido (Rose e Crumpton, 1996), alteragdo do potencial redox (van der
Putten et al., 1997), aumento das taxas de colmatagdo (Rooth et al., 2003) e alteragdes
nos ciclos biogeoquimicos. Também podem influenciar a diminui¢do da diversidade

vegetal (Bohlen, 1990; Meyerson et al., 2000), aumento da produtividade primaria



(Jordan et al., 1990), e alteracdes nas relagdes troficas (Batzer, 1998) existentes nesses

reservatorios.

Nos ambientes tropicais trabalhos que testam hipdteses ecoldgicas ou com
abordagem preditiva sdo escassos (Padial et al., 2008). Assim, estudos ecoldgicos
realizados em ambientes aquéticos devem evidenciar a comunidade de macrofitas
aquaticas como um componente essencial para o funcionamento dos ecossistemas e

conservagao da biodiversidade aquatica.

Existem varios trabalhos sobre a atuagao das enzimas na regulacao da ciclagem
da matéria orgdnica em ambientes aquaticos temperados (Jackson et al., 1995;
Sinsabaugh et al., 1997; Fioretto et al., 2000; Moorhead e Sinsabaugh, 2000; Kourtev et
al., 2002; Siuda e Chrost, 2002). No entanto, existem poucos trabalhos em ambientes
tropicais, dentre os mais recentes citam-se os desenvolvidos no laboratério de
Bioensaios ¢ Modelagem Matematica (Cunha-Santino et al., 2007; 2008; Nunes et al.,

2011).



OBJETIVOS

Diante da necessidade do entendimento dos processos de ciclagem de nutrientes
envolvendo macroéfitas invasoras em ambientes tropicais € da importidncia da
decomposicdo deste grupo, este trabalho visou descrever os aspectos cinéticos da
decomposi¢do anaerobia e decomposigdo aerdbia das macrofitas submersas Egeria
densa e Hydrilla verticillata provenientes dos reservatorios de Jupia e de Porto
Primavera (Brasil). Por se tratar de uma espécie exotica (H. verticillata) e uma espécie
nativa (E. densa), testou-se a hipdtese que a decomposi¢do de E. densa ocorreria de
maneira mais rapida que em H. verticillata, uma vez que a microbiota associada aos
processos de decomposi¢do no ambiente estudado, estaria selecionada a qualidade do

substrato fornecida pela espécie nativa.

O presente estudo tem os seguintes objetivos especificos:

- Determinar a cinética das atividades das enzimas celulase, peroxidase e xilanase,
atuantes na degradacdo dos detritos lignocelulosicos das macrofitas Egeria densa e
Hydrilla verticillata e correlacionar estas atividades com as perdas de massa durante a
decomposi¢do in vitro, assim como as variaveis fisicas e quimicas envolvidas

(condutividade, temperatura e pH).

- Descrever, em funcdo do tempo, o consumo de oxigénio e decaimento de massa,
decorrentes dos processos de mineralizagdo aerdbia dos detritos das macrofitas
estudadas in vitro, assim como as variaveis fisicas e quimicas envolvidas

(condutividade, temperatura e pH).

- Utilizar modelos relativos a decomposi¢do destas macroéfitas que contemplem as taxas

de decomposig¢do, atividades enzimaticas e decaimento de carbono.



MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo das espécies

Egeria densa Planch, ou elodea brasileira (Figura 2), ¢ uma planta aquatica da
familia Hydrocharitaceae, perene, submersa (enraizada), nativa da América do Sul, que
se propaga por fragmentos do caule e, ocasionalmente, por sementes (Kissmann, 1997).
E comumente encontrada em reservatorios brasileiros (Bini e Thomaz, 2005; Martins et
al., 2008), apresentando vantagens competitivas sobre outras macrofitas submersas
(Spencer ¢ Bowes, 1990), tais como: rapida reproducdo vegetativa e utilizacdo de
bicarbonato como fonte de carbono inorganico (Larcher, 2000). Por possuir grande
potencial invasor, tem causado problemas tanto em ambientes temperados e

subtropicais, quanto em ambientes nativos impactados (Bini et al., 1999).

Hydrilla verticillata (L.f.) Royle (Figura 2), Hydrocharitaceae, ¢ uma das mais
bem sucedidas invasoras aquaticas do mundo (Mullin et al., 2000; Hershner e Havens,
2008), podendo substituir comunidades de macroéfitas submersas nativas (Van et al.,
1999; Mony et al., 2007; Wang et al., 2008). Originaria da Asia, onde apresenta grande
distribuigdo, é uma macroéfita perene, de morfologia similar a Egeria densa. Pode se
estabelecer desde ambientes tropicais a temperados (Spencer et al., 1994), acidos a
basicos (Kahara e Vermaat, 2003), oligotréficos a eutroficos (White et al., 1996), agua
doce a salobra (Cook e Liiond, 1982) e em ambientes rasos e profundos, de acordo com

a disponibilidade luminosa (Van et al., 1976).



Egeria densa Hydrilla verticillata

underside of leaf
illustration provided by:

IFAS, Center for Aquatic Plants
University of Florida, Gainesville, 1990

Figura 2. Desenho modificado das espécies Egeria densa e Hydrilla verticillata. Fonte: IFAS,
Center for Aquatic Plants, University of Florida, Gainesville, 1990.

Area de coleta de material

A bacia do Parand tem como principais rios o Parand e o Paraguai, ocupando a
maior parte do Centro-Sul da América do Sul (18 °©a 34 °S e 45 °a 68 ° O) desde os
Andes até¢ a Serra do Mar, perto do Oceano Atlantico (Agostinho et al., 2007). O
reservatdrio da usina hidrelétrica (UHE) de Porto Primavera (UHE Engenheiro Sergio
Motta) esta localizado no rio Parana entre as coordenadas 22-22°30 S e 53-52° O. A
barragem localiza-se a 28 km a montante da foz do rio Paranapanema entre as cidades
de Rosana (SP) e Bataypord e Anaurilandia (MS). Atualmente, a 4rea do reservatorio
tem 2.040 kmz, com um volume de dgua de 15,7 bilhoes de m’ , € um comprimento total
do eixo longitudinal de 250 km (dados ndo publicados por CESP, 2006 apud Bianchini

et al. 2010). A qualidade da 4gua que chega ao reservatorio ¢ fortemente influenciada



por uma série de outros reservatorios instalados a montante, que retém sélidos em
suspensdo e nutrientes (Thomaz et al. 2004). Atualmente ¢ caracterizado como um
reservatorio mesotréfico (sensu Vollenweider, 1968). Segundo Souza et al. (2009), as
primeiras ocorréncias de Hydrilla verticillata no trecho do rio Parana a jusante desse
reservatorio datam de 2005 e, desde entdo, tem sido verificada entre as macrofitas

submersas da bacia do Parana.

O reservatorio Eng® Souza Dias (Jupid), situa-se nas proximidades dos
municipios de Trés Lagoas (MS), Andradina e Castilho (SP). Possui uma area alagada
de 330 km® ¢ 5495 m de extensdo e recebe 4guas dos rios Parand, Tieté e Sucuriu.
Apresenta importantes problemas com infestagdo de plantas aquéticas submersas, como
Egeria densa, Egeria najas e Ceratophyllum demersum ao longo do leito represado do
rio Tieté e em areas do rio Parana com maior transparéncia da agua (Velini et al. 2005).
A Figura 3 ilustra a posi¢do dos reservatorios de Porto Primavera e de Jupia localizados

na bacia do rio Parana.

Martins et al. (2009) realizaram levantamento da infestagdo das espécies de
macroéfitas presentes nos tributarios e nos trechos do rio Parana antes do enchimento
final do reservatorio de Porto Primavera. A espécie H. verticillata nao foi registrada
neste levantamento e as espécies E. najas ¢ E. densa foram encontradas com freqiiéncia

de 1,43% entre todas as espécies de macrofitas registradas.



Figura 3. Mapa das represas de Jupia (indicada acima) e Porto Primavera (indicada abaixo)
localizadas na bacia do rio Parana (Modificado de Agostinho et al., 2008).

Procedimento amostral e desenho experimental

As amostras de Egeria densa (julho 2009) ¢ Hydrilla verticillata (setembro
2008) e de agua (janeiro 2010) foram coletadas nos reservatorio de Jupia (22k 434.014
UTM 7.701.919) e de Porto Primavera (22K 376.571 UTM 7.593.794),
respectivamente. As amostras de 4gua para a execucdo do experimento foram coletadas
com garrafa de Van Dorn. Em laboratdrio, as amostras de planta foram lavadas e
desidratadas em estufa a 40 °C. As amostras de dgua foram filtradas em filtro de éster de
celulose (® = 0,45 um). As incubagdes anaerdbias foram realizadas segundo Bianchini

Jr. et al. (2002). Fragmentos de macrofitas integras de Hydrilla verticillata e de Egeria
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densa foram incubados em 60 frascos de vidro (500 mL) na proporcio de 10 g (PS) L™.
As amostras foram mantidas em condigdes anaerdbias na temperatura média do
reservatorio (25 °C £ 1 °C; CESP, dados ndo publicados). Nos respectivos dias
amostrais (1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 65 dias) trés incubagdes, na forma de
triplicata, de cada espécie foram fracionadas em matéria organica particulada (MOP) e
matéria organica dissolvida (MOD) por pré-filtracio em membrana de vidro (® de poro
= 1,2 um). A massa da MOP foi determinada por gravimetria (Wetzel e Likens, 1991) e
convertida em base de carbono (COP - carbono organico particulado). Para a aplicagdo
dos modelos de mineralizagdo das fragcdes do COP, foi estabelecido que a porcentagem
de COP na MOP das macrofitas aquaticas constitui 47% da biomassa (Wetzel, 2001).
Através da MOD filtrada, foram determinadas as concentragdes de carbono organico
(COT), inorganico (CIT) e total (CT), com analisador de carbono (marca Shimadzu,
modelo TOC-5000A). A obtengdo das fragcdes de carbono (COP, COD e CIT) foi
realizada segundo Wetzel (2001). Parte da fracdo dissolvida foi utilizada para
determinar os valores de condutividade elétrica (potenciometro marca Digimed, modelo
DM3) com condutivimetro, de pH (método potenciométrico, marca Qualxtron, modelo
8010) e o potencial de humificacdo segundo Stevenson (1982) (razdo E4/E6) em
espectrofotometro (marca Ultrospec e modelo 2100 pro). As andlises dos teores de
lignina, hemicelulose e celulose dos remanescentes particulados (MOP) foram efetuadas
por digestdo das amostras seguidas de andlise gravimétrica, de acordo com os métodos
sugeridos por Allen et al. (1974), Han e Rowell (1996) e Clampton e Maynard (1938),
respectivamente (Figura 4 e 5).

A atividade celulolitica C1 (ac¢do sinérgica das enzimas endocelulases: EC
3.2.1.4 e exocelulases: EC 3.2.1.91) foi avaliada pelo método de Mandels et al. (1976),

utilizando-se como mistura de rea¢do 50 mg de papel de filtro de celulose Whatman n.°
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1, 2,0 mL de tampao citrato de so6dio 0,05 M (pH 4,8) e 3,5 mL do extrato enzimatico.
As amostras foram incubadas por 60 min a 50 °C. A quantificagdo dos agucares
redutores foi realizada pelo método colorimétrico de Somogyi (1952) em
espectrofotometria a 540 nm. A atividade enzimatica da peroxidase foi determinada
pelo método modificado de Frew et al. (1983), utilizando-se de 1,2 mL de mistura de
reacdo contendo 103 mM de H,O, em tampao fosfato 0,2 M (pH 7,0), 1,4 mL de uma
mistura de 2,5 mM de 4-aminoantipirina ¢ 17 mM de fenol e 0,1 mL do extrato
enzimatico. O aumento da absorbancia (510 nm) foi monitorado durante 180 s, apos a
adi¢ao do extrato enzimatico. A atividade da xilanase (EC 3.2.1.8) foi determinada pelo
método de Highley (1997). A mistura de reagdo foi constituida de 1,5 mL de solugdo de
1% xilana preparada em 100 mL de tampao sodio-citrato 0,05 M em pH 5,2 e 3,5 mL
do extrato enzimatico, incubado por 10 minutos a 50° C. A quantificacdo dos agucares
redutores foi realizada pelo método de Somogyi (1952), em espectrofotometro a 540nm.
A atividade acumulada das enzimas foi obtida realizando uma integral dos valores das

atividades enzimaticas medidas ao longo dos dias amostrais

Figura 4. Fotos das incubagOes anaerdbias e incubadora (Gimenez, K. Z.).



12

Lignina, Hemicelulose e Celulose

Allen et al. (1974),
- Han & Rowell (1996),
| | Clampton & Maynard (1938)

Gravimetria

Base de Carbono
——> MOP _ COP  (wetzel, 2001)
(Wetzel e Likens, 1991)

3 frascos
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TOC-5000A, M O D
Shimadzu Frew et al. (1983)
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COT,CITeCT Highley (1997)
(Wetzel, 2001)
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Condutividade,pH e Mandels et al. (1976) (1952)
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(Stevenson, 1982) ,
Acucares
Celulase
Somogyi (1952) Redutores

Figura 5. Fluxograma do experimento realizado para caracterizagdo da decomposicao
anaerdbia de Egeria densa e Hydrilla verticillata.

O consumo de oxigénio dissolvido (OD) (Figura 6) decorrentes dos processos de
mineralizacdo aerdbia dos fragmentos de Hydrilla verticillata e de Egeria densa foi
avaliado segundo Cunha-Santino e Bianchini Jr (2002) através de seis camaras (frascos
de DBO), trés para cada espécie, mantidas a 25°C, na proporcio de 0,4 mg (PS) L ¢
seis camaras controle, contendo somente a dgua dos reservatorios. Apos a adigdo dos
fragmentos, as cAdmaras foram aeradas (borbulhamento com ar comprimido) durante 1 h,
para elevar as concentracdes de OD a saturagdo. As concentragdes de oxigénio

dissolvido foram determinadas com oximetro. Apds as quantificagdes, os frascos foram
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mantidos fechados no escuro, sob temperatura de 25°C. O experimento procedeu
durante 80 dias. A fim de evitar os processos degradativos anaerdbios, sempre que as
concentracdes de oxigénio dissolvido se aproximassem de 2,0 mg L', as cAmaras foram
oxigenadas até que as concentragdes atingissem o valor de saturacdo. Ao final do
experimento, os conteudos das camaras foram fracionados em MOD e MOP através de
filtragdo em membrana de éster de celulose (@ de poro = 0,45 um). Para a aplicagdo dos
modelos de mineraliza¢do das fracdes do COP, foi estabelecido que a porcentagem de
COP na MOP das macroéfitas aquaticas constitui 47% da biomassa (Wetzel, 2001). No
final foi calculada a estequiometria do oxigénio consumido pelo carbono mineralizado

(Relacao O/C) segundo Chapra e Reckhow (1983).

Oximetro Qxjgénio  Aerador  |ncuba¢des
Dissolvido Saturadas

3 frascos
{Cunha-Santino e Oximetro
Bianchinilr., 2002)

MOP
Oxigénio
Gravimetria Dissolvido
(Wetzel e Likens, 1991)

COP
Base de Carbono
(Wetzel, 2001)

Figura 6. Fluxograma do experimento realizado para caracterizagdo da decomposicao
acrobia de Egeria densa e Hydrilla verticillata.
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Modelos matematicos
A cinética do COP livre de cinzas foram ajustadas ao modelo de decaimento
bifasico (Equagdo 1; Lousier e Parkinson, 1976; Jenkinson, 1977); para tanto, utilizou-

se o algoritmo iterativo de Levemberg-Marquardt (Press et al., 1993):
COP = (COPs x e X1t) + (COP; x e Krt) (1),

em que: COPLs = contetido inicial de carbono organico 1abil (%); COPr = conteudo inicial de
carbono orgénico refratario (%); kr = k; + k;; coeficiente global de perda de massa (=
coeficiente de mineralizagdo do material 1abil (k,) + coeficiente de lixiviagdo (k) (dia™)); kg =

coeficiente de perda de massa da fragdo refrataria (dia™).

A formacdo e a mineralizacdo do COD foram ajustadas ao modelo descrito na

Equacdo 2 (Cunha-Santino et al., 2010):

dac k
;:D = kr (é CCOPLS) —k3Ccop  (2),

em que: Ccop = variacao por unidade de tempo na concentragdo de COD; kr = taxa de lixiviagao

(dia™); ks = coeficiente de mineralizagio de COD (dia™).

A equacgdo global que abrange a soma de todos os processos de transformagao de
carbono em CIT (carbono inorganico total) foi aplicada segundo Cunha-Santino et al.

(2010), descrita na Equagao 3:

dc
diIT = krCcopL + k4Ccopr + k3Ccop ),
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em que: Ccir = variagdo por unidade de tempo na concentragdo de CIT; COPL = variacao por
unidade de tempo na concentragdo de COP, (onde COP,, = carbono organico particulado labil =

COP, s — COD).

O tempo de meia vida (t,;) do decaimento da matéria organica foi calculado

através da Equacao 4:

t,=In(0,5)/k (4),

em que: k = coeficiente de decaimento de cada tipo de fracdo da planta; para COPLg, o

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

Anélises estatisticas

Para a determinacdo das diferengas significativas entre os processos de
decomposicdo das duas espécies analisadas, foram utilizados os testes estatisticos
ANOVA e ANCOVA (Zar, 1999), através do programa computacional PAST, v.2.01. O
teste ANOVA foi realizado para verificar as relagdes entre as porcentagens de
decaimento de fibras e as porcentagens das atividades acumuladas, ou seja, se a
variacdo dos conjuntos de dados pode evidenciar uma relacao entre estes. Para tanto, os
valores da atividade acumulada foram transformados em porcentagem O valor desta
atividade acumulada enzimatica no 65° dia de experimento foi considerado 100%. Os

demais dias obtiveram as porcentagens de atividade acumulada proporcionais ao 65°

dia.
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RESULTADOS

Decaimento anaerobio da matéria organica

A parametrizacdo do modelo matematico (Tabela 1, Apéndice 1) apresentou
ajuste robusto em relagdo ao processo de perda de massa, sendo os coeficientes de
determinacdo (r*) obtidos pelos ajustes cinéticos 0,97 para E. densa e 0,96 para H.
verticillata. O decaimento da matéria organica apresentou um padrao bifasico (Figura 7)
para as duas espécies. A porcentagem de COPLs foi 29,4% para E. densa e 23,2% para
H. verticillata. A porcentagem de COPg foi 68,1% para E. densa e 76,7% para H.
verticillata. Os t, referentes aos processos de decomposic¢do foram 2 dias (COPs) e 88
dias (COPg) para a E. densa e 1 dia (COP.s) ¢ 94 dias (COPg) para a H. verticillata
respectivamente. O teste estatistico ANCOVA, aplicado para os valores do decaimento,
ndo constatou diferengas significativas na cinética de degradacao das duas espécies (p =

0,4968).



Tabela 1. Parametros obtidos do modelo de decaimento de massa, onde: COP_ g = fracdo
labil/soluvel do COP; kr = coeficiente de decaimento (coeficiente de mineralizacdo da
fragdo labil/soluvel + coeficiente de lixiviado); COPy = fragfo refrataria do COP; kg =
coeficiente de mineralizagdo da fracdo refrataria; COD = carbono organico dissolvido; ks
= coeficiente de mineralizagdo do COD; t,, = tempo de meia vida, E = erro do ajuste
cinético e r* = coeficiente de ajuste do modelo.

COPLS E kT E tl/z
(%) (dia™) (dia)
E. densa 29.4 3,6 0356 0,101 2
H. verticillata 23,2 34 1,309 0,539 1
COPr (%) E K E ty r?
(dia™) (dia)
E. densa 68,1 2,9 0,008 0,001 88 0,976
H. verticillata 76,7 1,9 0,007 0,008 94 0,962
COD E Ks E r
(%0) (dia™)
E. densa 13,9 1,1 0 0 0,79

H. verticillata 11,2 1,0 0 0 0,53
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Figura 7. Cinética e desvio padrdo do COP remanescente durante a decomposi¢do anaerdbia de
Egeria densa e Hydrilla verticillata.
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O ajuste cinético do modelo matematico de formagao ¢ mineralizagdo do COD
(Equacdo 2) apresentou coeficiente de determinagio (r*) de 0,79 para E. densa ¢ 0,53
para H. verticillata (Tabela 1). A fragdo organica do carbono dissolvido (COD) foi
responsavel por 13,9% do carbono orgéanico total de E. densa ¢ 11,2% do carbono
organico total de H. verticillata. Para ambas as espécies o COD nao foi mineralizado (k3
=0).

Durante a decomposi¢ao anaerébia das duas espécies, houve uma rapida queda
nos teores de COP (Figura 7 e Figura 8, Apéndice 2) em fun¢do do CIT + COD gerados
no primeiro dia do experimento (14,7% para H. verticillata e 13,1% para E. densa).
Apbs, o decréscimo do COP procedeu-se de maneira mais lenta. Quanto a quantidade de
CIT, houve uma tendéncia de aumento da sua concentragdo ao longo do processo. Ao
final do experimento, as incubag¢des com H. verticillata apresentaram maior proporgao
de COP (54,2%) que as de E. densa (45,4%). Porém o processo de decaimento do COP
para as duas espécies ndo apresentou diferencas significativas segundo teste ANCOVA

(p=10,4411), assim como para CIT (p = 0,4841) e para COD (p =0,5173).

H. verticillata E. densa

100% 100%
90% I I 90% . I
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0 1 3 5 10 15 20 30 40 50 65 0 1 3 5 10 15 20 30 40 50 65

ECIT
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Figura 8. Cinética das fragdes de carbono inorgénico total (CIT), carbono organico dissolvido
(COD) e COP (em %) nas incubagdes anaerdbias da decomposi¢do de E. densa e H. verticillata.
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O modelo de mineralizagdo, que compreende o somatorio das trés vias de
mineralizagdo (Equacao 3) foi confrontado, através de regressao linear, com os dados de
carbono inorganico totais, obtidos experimentalmente (Figura 9, Apéndice 3). Para H.
verticillata, houve um ajuste (r*) de 0,91 e desvio do modelo foi de 10,4% quanto aos
dados experimentais. Para E. densa, o ajuste (r*) foi de 0,95 ¢ desvio do modelo foi de

2,3% quanto aos dados experimentais.

H. verticillata

E. densa
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Figura 9. Regressdo linear entre os valores de carbono inorgéanico total obtido pela modelagem
e os valores de carbono inorgénico total obtido experimentalmente para a decomposi¢do
anaerdbia de H. verticillata e E. densa.

Condutividade elétrica, pH e grau de humificacdo das incubacdes anaerdbias

As incubagdes com H. verticillata apresentaram valores de condutividade
elétrica pouco superiores que as com E. densa, variando entre 993 e 1.274 uS cm™ (H.
verticillata) e entre 750 ¢ 1.230 pS cm™ (E. densa) (Figura 10, Apéndice 4). Os padrdes
de cinética apresentaram-se similares, com crescimento dos valores até o décimo quinto
dia (1.228 pS cm™ para as incubagdes com H. verticillata ¢ 231 uS cm™ para as

incubagdes com E. densa).
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O pH variou entre 4,43 e 6,39 nas incubagdes com H. verticillata e entre 4,54 ¢
6,54 nas incubagdes com E. densa (Figura 10, Apéndice 5). Quanto a dindmica
temporal, as incuba¢des com as duas espécies apresentaram-se similares, com
decréscimo acentuado do pH a partir do 3° dia (6,00 para incubagdes com H. verticillata
e 6,42 para incubagdes com E. densa) do experimento ¢ aumento acentuado a partir do
30° dia (4,76 para incubagdes com H. verticillata; 4,54 para incubagdes com E. densa.
Entre o 50° dia (6,39) e 65° dia (4,46) houve um decréscimo acentuado para o pH das
incubagdes com ambas as espécies (de 6,39 para 4,46 nas incubagdes com H.
verticillata; de 5,33 para 4,64 nas incubagdes com E. densa.

O teste ANCOVA nido acusou diferencas significativas para os dois tipos de

incubacdo quanto a condutividade (p = 0,2049) e o pH (p = 0,9584).
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Figura 10. Cinética e desvio padrdo dos valores de condutividade elétrica ¢ do pH nas
incubagdes da decomposicio anaerobia de Egeria densa e Hydrilla verticillata.
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Na Figura 11 (Apéndice 6) apresentam-se as cinéticas da absorbancia do
material lixiviado (465 nm) e das concentragdes de COD das incubagdes anaerdbias
com H. verticillata e com E. densa. Observou-se que para as incubagdes das duas
espécies, 0 pico na absorbancia aconteceu no 5° dia. Apods, houve um decréscimo da
absorbancia, se mantendo relativamente estavel ao longo do experimento. Quanto ao
COD, houve um rapido aumento de sua concentracao até o 20° dia. Nas incubac¢des com
E. densa, a concentragdo de COD manteve-se constante, enquanto que nas incubagdes
com H. verticillata, houve um decréscimo até 50° dia (432 mg.L™), quando foi
constatado um pico no 65° dia (744 mg.L"). Ndo foram constatadas diferencas entre as
concentragdes de COD (p = 0,4803) e as absorbancias avaliadas (p = 0,9579) para as
incubacgdes das duas espécies.

O grau de humificagdo do COD das duas espécies (Figura 12, Apéndice 7),
representado pela relagdo E4/E6, variou entre 1,94 e 3,05 para as incubagdes com H.
verticillata e 2,37 e 3,73 para as incuba¢des com E. densa. Houve uma queda da relagdo
E4/E6 até o 3° dia, para as incubagdes com H. verticillata (de 3,72 para 2,37) e até o 10°
dia para as incubagdes com E. densa (de 3.05 para 2,66). Apos, houve tendéncia de
estabilidade para os valores desta relagdo. No 65° dia, constatou-se queda da relagdo
E4/E6 para incubagdes com E. densa (de 2,95 para 1,94) e ascensdo da relagdo nas
incubagdes com H. verticillata (de 2,94 para 3,73). Porém, segundo o teste ANCOVA, a
relacdo E4/E6 ndo apresentou diferencas significativas quanto as incubacdes das duas

espécies estudadas (p = 0,08668).
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Figura 11. Cinética e desvio padrdo da absorbancia do material lixiviado (em 465 nm) e
concentracao de carbono organico dissolvido (COD) nas incubagdes da decomposicao anaerdbia
de Egeria densa e Hydrilla verticillata.
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Figura 12. Cinética e desvio padrdo da relacdo E4/E6 do material lixiviado nas incubagdes
durante a decomposigdo anaerobia de H. verticillata e E. densa.

Atividade enzimatica

As Figuras 13 e 14 apresentam as atividades da xilanase, celulase (Apéndice 8 e
9, respectivamente) e peroxidase (Apéndice 10) ao longo do periodo do experimento. A
atividade da xilanase em relacdo a atividade da celulase apresentou-se, em média, 15,7
vezes maior na degradagdo de E. densa e 16,5 vezes maior na de H. verticillata. A
celulase apresentou maior atividade no inicio do experimento, com picos no 3° dia, para
H. verticillata e no 5° dia para E. densa. A degradacdo de H. verticillata ainda
apresentou um pico de atividade de celulase no 50° dia. A xilanase apresentou alta
atividade no inicio do experimento, porém, as maiores atividades foram constatadas no

20° dia dos dois tipos de incubacdo. Pelo teste ANCOVA, a celulase ndo apresentou
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diferenca significativa entre os padroes temporais da atividade na degradagdo de ambas
as espécies (p = 0,676), assim como para a atividade da xilanase (p = 0,323).

Em média, a atividade da peroxidase apresentou-se muito superior que a da
xilanase, correspondendo a 5345 vezes maior na decomposicdo de E. densa e 9095
vezes na de H. verticillata. Na decomposi¢ao de H. verticillata, foi observado um
crescente continuo até seu pico de atividade (15° dia do experimento) continuando ao
longo do tempo, com atividade alta até o final. Na decomposi¢do de E. densa foi
observado padrdo similar de atividade com pico no 40° dia, mantendo atividade alta até
o fim do experimento. O teste ANCOVA aplicado ndo demonstrou diferengas

significativas entre as duas espécies quanto a atividade da peroxidase (p = 0,4812).
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Figura 13. Cinética e desvio padrdo das atividades da celulase e da xilanase nas incubagdes
durante a decomposigio anaerobia de Egeria densa e Hydrilla verticillata
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Conteldo de fibras

Na Tabela 2 s3o mostradas as porcentagens dos conteudos de hemicelulose,
celulose e lignina constituintes de E. densa e H. verticillata. Em ambas as espécies, a
principal fibra constituinte é a hemicelulose (69,6% em E. densa e 58,9% em H.
verticillata). Para E. densa, a porcentagem de celulose (43,0%) ¢ superior a de lignina

(28,2%), para H. verticillata foi observado o inverso (25,2% e 33,0% respectivamente).

Tabela 2. Porcentagens dos conteudos de hemicelulose, celulose
¢ lignina em E. densa e H. verticillata.

Conteudos de fibras

(%)
hemicelulose  celulose lignina
E. densa 69,6 43,0 28,2
H. verticillata 58,9 252 33,0

Segundo as Figuras 15, 16 e 17, observaram-se dois padrdes de perda de massa
dos contetidos de fibras. O primeiro (Padrio I) caracterizou-se por constituir 2 fases de
perda de massa distintas, uma mais rapida, ao longo dos primeiros dias e outra mais
lenta, nos dias experimentais que se seguiram (Figura 15A e 17A). O segundo padrdo
(Padrao II) de decaimento caracterizou-se como um decaimento constante ao longo do

experimento (Figura 15B, 16A, 16B e 17B).

O decaimento do contetdo de hemicelulose nos 65 dias de experimento da
decomposi¢do anaerobia (Figura 15, Apéndice 11) foi 57,48% para E. densa e 55,19%
para H. verticillata. Para E. densa, observou-se o Padrdo I de decaimento, com rapido
decaimento até o 10° dia, e posterior diminui¢do na velocidade do decaimento. Para a H.

verticillata, observou-se o Padrdo II de decaimento. Porém, o teste ANCOVA nio
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detectou diferencas significativas entre os dois decaimentos ao longo do periodo do

experimento (p = 0,2756).
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Figura 15. Cinética e desvio padrio do decaimento da hemicelulose (em %) em comparagdo
com a produgdo acumulada da xilanase na decomposi¢ido de E. densa e H. verticillata.

O decaimento do contetido de celulose na decomposi¢do anaerobia (Figura 16,
Apéndice 12) foi 63,9% para E. densa e 56,79% para H. verticillata. Para E. densa e H.

verticillata, observou-se o Padrdo II de decaimento. O teste ANCOVA nido detectou
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diferengas significativas entre os dois decaimentos ao longo do periodo do experimento

(p=0,8702).
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Figura 16. Cinética e desvio padrdo do decaimento da celulose (em %) em comparagdo com a
producdo acumulada da celulase na decomposicdo de E. densa e H. verticillata.

O decaimento do conteudo de lignina ao longo dos 65 dias de experimento da
decomposigdo anaerdbia (Figura 17, Apéndice 13) foi 92,54% para E. densa e 88,31%

para H. verticillata. Para E. densa, observou-se o Padrdo I de decaimento, para H.
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verticillata observou-se o Padrdo II de decaimento. O teste ANCOVA ndo detectou

diferengas significativas entre os dois decaimentos (p = 0.7509).
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Figura 17. Cinética e desvio padrdo do decaimento da lignina (em %) em comparagdo com a
producdo acumulada da peroxidase na decomposicao de E. densa e H. verticillata.

A atividade acumulada da xilanase (Tabela 3, Apéndice 14), foi superior na
decomposicdo de H. verticillata (0,0806 pmol.min"'mL"'g™") em rela¢io a de E. densa

(0,057 pmol.min"'mL"g™"). J4 para celulase e peroxidase, na degradac¢io de E. densa
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suas atividades apresentaram valores superiores (0,01923 pmol.min'mL"'g"’ e 988
umol.min"'mL"g”, respectivamente) aos verificados na degradagio de H. verticillata
(0,00488 pmol.min'mL'g! ¢ 801 pmol.min'mL"'g”, respectivamente). O teste
ANCOVA acusou diferencgas significativas quanto a atividade das enzimas acumuladas

no periodo do experimento entre as duas espécies para xilanase (3,4 x 10°), celulase

(3,4 x 10™'%) e peroxidase (2,1 x 107).

Tabela 3. Valores das atividades acumuladas das
enzimas xilanase, celulase e peroxidase na
decomposigdo de E. densa e H. verticillata.

Atividade acumulada
(umol.min'mL"'g™)

xilanase celulase peroxidase

E. densa 0,057 0,01923 988

H. verticillata 0,0806 0,00488 801

O teste ANOVA ndo indicou diferenca significativa quanto a porcentagem da
atividade acumulada da xilanase com o padrao de decaimento da hemicelulose para E.
densa (p = 0,4998) e H. verticillata (p = 0,198). Quanto a relagdo da porcentagem da
atividade acumulada da celulase com o padrdo de decaimento da celulose, ndo houve
diferenga significativa para E. densa (p = 0,08446) e houve diferenga significativa para
H. verticillata (0,0003). Quanto a relagao da porcentagem da atividade acumulada da
peroxidase com o padrdo de decaimento da lignina, houve diferengas significativas para

E. densa (p = 0,02319) e H. verticillata (0,01764).

O teste ANCOVA foi realizado para verificar diferencas significativas entre as

atividades enzimaticas acumuladas e o decaimento da fibra para as duas espécies.
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Quanto a relagdo da atividade acumulada da xilanase com o decaimento da
hemicelulose, ndo houve diferenga significativa segundo ANCOVA confrontando as
duas espécies (p = 0,5056). Quanto a relagdo da atividade acumulada da celulase com o
decaimento da celulose, houve diferenga significativa entre as duas espécies (p = 3,0 x
10*). Quanto a atividade acumulada da peroxidase com o decaimento da lignina, nio

houve diferenca significativa entre as duas espécies (p = 0,1434).

Consumo de oxigénio durante a mineralizagéo aerdbia

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados dos consumos acumulados de
oxigénio dissolvido (OCsx) € os coeficientes de desoxigenacdo (kg), provenientes das
ajustes cinéticos das mineralizagdes aerdbias de H. verticillata e de E. densa. O modelo
utilizado apresentou-se adequado, com r* de 0,991 para E. densa e 0,990 para H.

verticillata.

Tabela 4. Parametros obtidos do modelo cinético durante o processo de mineralizagdo aerdbia.
Em que: OC,,s = consumo de oxigénio; kg = Coeficiente de consumo de oxigénio; t, = tempo
de meia vida, E = erro do ajuste cinético e e r* = coeficiente de ajuste do modelo.

OC mix E kq E ty, 1’
(mg.g C) (dia™) (dia)
E. densa 447,27 12,424 0,0213 0,001 34 0,991
H. verticillata 322,75 6,351  0,0297 0,001 24 0,990

O consumo de oxigénio apresentou-se mais intenso até o 16° dia (Figura 18,
Apéndice 15) na mineraliza¢ao de H. verticillata e até o 22° dia na de E. densa, com
diminui¢do do consumo ao longo do experimento. A mineralizagdo de E. densa

apresentou maior consumo de oxigénio (447,27 mg.g C') em relacio a de H.
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verticillata (322,75 mg.g C), assim como maior tempo de meia vida (40 dias para E.
densa ¢ 29 dias para H. verticillata). Com o teste ANCOVA aplicado, foi demonstrado
que existe diferenca significativa entre os consumos de oxigénio acumulados ao longo
do periodo de experimento para estas espécies (p = 4,864E-4).

Os valores da estequiometria do consumo de oxigénio, relagdo do acumulado de
oxigénio consumido até o ultimo dia do experimento com a quantidade de carbono
oxidada até o 80° dia (Relagao O/C) foi de 1,88 para E. densa e de 1,74 para H.

verticillata.
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Figura 18. Cinética e desvio padrdo no consumo de oxigénio durante mineralizagdo aerdbia de
E. densa e H. verticillata.
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Condutividade e pH das incubacdes aerdbias

As condutividades elétricas determinadas na fracdo dissolvida variaram entre
39,8 € 217,6 uS cm’ (incubacdes aerdbias com H. verticillata) e entre 53,0 e 229,7 uS
cm’ (incubagdes aerdbias com E. densa; Figura 19, Apéndice 16). Os padrdes da
cinética apresentaram-se similares, com aumento acentuado da condutividade elétrica
até 0 10° dia para H. verticillata (167,3 pS cm™) e até o 8° dia para E. densa (169,3 pS
cm™) de experimento. A estabilizagio dos valores ocorreu até o 29° dia tanto nas
incubagdes com H. verticillata (187,6 uS cm™) quanto para as com E. densa (174,3 pS
cm™), quando houve um aumento dos valores de condutividade e posterior estabilizagio
a partir do 43° dia de experimento. Este periodo de maior estabilidade quanto a
condutividade elétrica teve valores médios em torno de 209,8 uS cm™ para as

incubagdes com H. verticillata e 212,4 S cm™ para as com E. densa.

Os valores de pH variaram entre 4,62 ¢ 6,74 nas incubag¢des com H. verticillata e
entre 5,84 e 6,87 para as com E. densa (Figura 19, Apéndice 17). Quanto aos padrdes de
variacdo ao longo do tempo de experimento, as duas incubagdes apresentaram grande
queda dos valores de pH nas primeiras 24 horas (de 6,54 para 4,62 em H. verticillata; de
6,65 para 5,86 em E. densa). Em seguida, ocorreram aumentos dos valores até o 34° dia
do experimento nos frascos com H. verticillata (6,74) e 37° dia nos frascos com E.
densa (6,75). Apos, verificaram-se diminuigdo e estabilizagdo dos valores até o 80° dia
do experimento. O teste ANCOVA ndo indicou diferengas significativas quanto aos

padroes, entre as duas espécies, de condutividade (p = 0,9454) e pH (0,1601).
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Figura 19. Cinética e desvio padrdo da condutividade elétrica e pH das incubagdes com

H. verticillata e E. densa sob condig¢des aerobias.
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DISCUSSAO

Os experimentos realizados in vitro apresentaram grande relevancia para o
estudo de decomposic¢do, pois através deste procedimento, ¢ possivel o estabelecimento
da funcao de forca a ser estudada, nesse caso, as condi¢des de anacrobiose. Desta forma,
foi possivel a aplicagdo de modelos que abordassem e explicassem aspectos exclusivos
deste tipo de decomposicdo, sem interferéncias dos outros fendmenos ambientais
envolvidos no processo de decomposi¢do. A modelagem matematica se mostrou uma
ferramenta eficiente no entendimento do processo de decomposi¢do, fornecendo

argumentos quantitativos para a elucidag¢ao dos problemas ecoldgicos sugeridos.

O ajuste cinético utilizado para descrever a perda de massa (Equacdo 1)
apresentou-se adequado para a parametrizagdo satisfatéria das decomposi¢cdes
anaerobias das macrofitas selecionadas; com o modelo matematico utilizado, foi
considerado o substrato como um recurso heterogéneo (Bianchini Jr., 2003), constituido
por fracdes labil/soluvel e refrataria. Segundo Nunes et al. (2011), os valores obtidos de
COPrs para as duas espécies sdo proximos aos valores médios encontrados para as
macrofitas submersas (34,1%). Os coeficientes de perda de massa para as duas espécies
foram maiores durante o primeiro estagio da decomposi¢do (primeira semana). Este
padrdo ocorreu devido a uma perda mais rapida de massa em decorréncia dos processos
de lixiviagdo das fragdes protoplasmadticas e posterior predominio dos processos de
decomposicdo dos materiais mais recalcitrantes (Godshalk e Wetzel, 1978; Danell e
Sjoberg, 1979; Ayyappan et al., 1986; Bruquetas de Zozaya e Neiff, 1991, Asaeda et al.,
2000, Chimney e Pietro, 2006). Os t, para os decaimentos da matéria organica das duas
espécies (88 dias para E. densa e 94 dias para H. verticillata) foram baixos quando
confrontados com os valores obtidos para espécies submersas em varios estudos (média

de 156 dias) (Cunha e Bianchini Jr., 1998; Bianchini Jr., 1999; Asaeda et al., 2000;
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Bianchini Jr., 2003; Cunha-Santino et al., 2006; Nunes et al., 2011). Porém, estes
periodos de meia vida ndo podem ser aceitos como valores absolutos das duas espécies,
pois a temperatura exerce papel fundamental na determina¢do da velocidade de
decaimento da matéria organica (Barillier e Garnier, 1993), podendo-se obter diferentes
t,, para a mesma espécie, em temperaturas de incubacdo diferentes. Alteragdes na
temperatura influenciam mudangas tanto a comunidade bacteriana presente no substrato
em decomposicdo quanto ao metabolismo individual dos micro-organismos
decompositores (Chin et al., 1999).

A avaliagdo temporal do consumo de oxigénio dissolvido permite a descri¢ao
indireta das atividades metabolicas dos micro-organismos envolvidos nos processos
degradativos aerobios nos ecossistemas aquaticos, uma vez que ¢ reconhecida a
proporcionalidade entre o desaparecimento de substrato e a formacgdo de produtos e
produgdo de biomassa microbiana (Brum et al., 1999; Bianchini Jr. et al., 2006). Quanto
ao experimento envolvendo a decomposi¢do aerdbia, o consumo de oxigénio, mais
acentuado nos primeiros dias ocorreu devido a mineralizacdo de compostos labeis, sob
velocidades altas e demandas elevadas de oxigénio, assim como em Peret e Bianchini
Jr. (2004). A posterior diminui¢do nas taxas de consumo de oxigénio esteve relacionada
a predominancia de compostos refratarios nestes estagios, com menores taxas de
mineralizagcdo (Sciessere et al., 2007). Os tempos de meia vida para o consumo de
oxigénio nas mineralizagdes das duas espécies estdo dentro da faixa de valores
encontrados na literatura para macroéfitas submersas (Carrillo et al., 2006; Chimney e
Pietro, 2006; Shilla et al., 2006). O maior tempo de meia vida da degradagdo de E.
densa em relacdo a de H. verticillata esteve relacionado, provavelmente ao seu maior

teor de MOPg (Tabela 1). As oxidagdes das fragdes labeis caracterizam perdas de massa
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rapidas, enquanto que a por¢do refrataria pode decrescer de 10 a 20 vezes mais

lentamente (Gillon et al., 1994).

Os valores da relagdo estequiométrica que considera a quantidade de oxigénio
consumido por quantidade de carbono mineralizado (Relagdo O/C) encontram-se na
mesma ordem de grandeza que os verificados em vérios levantamentos realizados
(Nunes et al., 2007; Bianchini Jr. et al, 2008; Cunha-Santino et al., 2010). Durante a
degradacgdo aerdbia, assume-se que todo o oxigénio dissolvido na incubagdo seja usado
na oxidacdo do carbono organico (Brezonik, 1994). Desta forma, assume-se que o
oxigénio consumido € proporcional ao CO; gerado (i.e. O/C = 2,66; Chapra e Reckhow,
1983). Porém, a imobilizacdo do carbono para a formagdo de biomassa de micro-
organismos, ¢ em média de 62% (Ramanathan e Gaudy, 1972). No que se refere aos
processos de curto periodo de decaimento da glicose e formagdo de CO,, Antonio
(1992) admitiu que a mineralizagdo da glicose representou 20% do consumo de carbono
organico, enquanto a formag¢do de biomassa microbiana foi responsavel por 60% e o
processo de humificagdo pelos 20% restantes de carbono. Isto explica os valores de
defasagem da relagdo O/C obtidos neste estudo e em outros experimentos (Peret e
Bianchini Jr., 2004; Cunha-Santino et al., 2004; Bianchini Jr. et al., 2008) para o valor

padrdo de estequiometria (2,66; Chapra e Reckhow, 1983).

Os modelos de mineralizacdo do carbono obtiveram boa convergéncia quando
confrontados com os valores experimentais de CIT. Os desvios obtidos (10,4% para H.
verticillata e 2,3 % para E. densa) devem-se em grande parte pelo fraco ajuste do
modelo para a cinética do COD (Equacdo 2). Porém, considerando que a fragdo
labil/soluvel do COP corresponde a 29,4% para E. densa ¢ 23,2% para H. verticillata,
os desvios do modelo do COD nio obtiveram grande influéncia em relagdo ao balango

global de carbono. Segundo Wetzel (1995) o COD nos ambientes aquaticos apresenta
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grande potencial de incorporacao por organismos heterotréficos. Assim, o COD oriundo
do processo de lixiviagdo das macréfitas em decomposi¢do seria prontamente
metabolizado por bactérias devido a sua natureza reativa (Faria e Esteves, 2001; Cunha-
Santino e Bianchini Jr. 2010). Porém, para as duas espécies avaliadas, o COD
apresentou grande potencial refratario, com coeficientes de mineralizacdo nulos. Nesse
contexto, nos ambientes aquaticos o COD pode ser preponderantemente (por até 60%)
composto por substidncias humicas (SH) (Thurman, 1985). Considerando a natureza
refrataria do COD presume-se que os micro-organismos envolvidos na degradacdo das
SH ndo sejam metabolicamente adaptados a decomposi¢ao desta MOD nas condigdes
experimentais adotadas (anaerobiose, temperatura e tipo de substrato) (Cunha-Santino e
Bianchini Jr., 2008). Outro fator que contribui para o alto teor refratario encontrado para
o COD ¢ a propor¢ao de AF (4cido fulvico) e AH (4cido hiimico). O AF constitui-se
numa molécula menos complexa que AH, sendo mais facilmente biodisponibilizada
(Cunha-Santino e Bianchini Jr., 2004). No presente estudo, os valores da absorbancia
em 465 nm, que indica o contetido de substancia amarela referente ao acido humico,
mantiveram-se elevados ao longo de todo o experimento. Estes valores, associados as
altas concentracdes de COD observadas ao longo do experimento, podem indicar
natureza refratdria do COD. Para ambas as espécies, a relagdo E4/E6 foi inferior a 5,
indicando o predominio de acidos humicos (AH) sobre os 4acidos fulvicos (AF)
(Osborne et. al., 2007). Este balanco ¢ bastante utilizado na indicagao da relacdo inversa
entre os processos de humifica¢do progressivos e o aumento da condensagdo da matéria
organica (Tombéacz, 1999). O decréscimo da razdo E4/E6 estd diretamente relacionado
com o aumento do peso molecular e a condensagdo dos carbonos aromaticos (Saab e
Martin-Neto, 2007). Assim, a relacdo E4/E6 observada propde maiores taxas de AH

sobre o AF e propiciariam um COD de natureza refrataria. Desta forma, o rapido
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decaimento do COP nos primeiros dias do experimento (Figura 7) poderia estar
associado exclusivamente a mineralizacdo da fracdo labil, e ndo da fra¢do soluavel,

(COD, Tabela 1) correspondente a 15,5% do COP de E. densa ¢ 12% de H. verticillata.

Nos primeiros dias da decomposi¢do anaerdbia, houve um aumento acentuado
nos valores da condutividade elétrica para ambas as espécies. Isto se deve ao grande
aporte de ions presentes no material lixiviado (Mun, 2000), nesta etapa da
decomposi¢do (predominancia de COPys), assim como a potencial e intensa geracdo de
bicarbonatos. Com o passar dos dias, houve um decréscimo gradativo da condutividade
devido aos processos de mineralizagdo deste lixiviado por utilizagdo heterotrofica
(Cunha-Santino et al., 2010) e assimilacdo de elementos (imobiliza¢do bioldgica). Os
valores de pH para a decomposicdo anaerdbia apresentaram-se na mesma ordem de
grandeza e padrdes da cinética obtidos por Cunha-Santino et al. (2010). No inicio,
houve uma diminuicdo brusca dos valores de pH, devido possivelmente a grande
quantidade de compostos intermediarios sendo formados a partir do processo
predominante de decomposi¢cdo do COPys, o que ocasiona a acidificacdo do meio (i.e.
formacgdo de amonio, bicarbonatos e de 4cidos organicos). O posterior aumento dos
valores de pH estd relacionado a reagdes de desnitrificagdo (Wetzel, 2001) e da
oxidacdo anaerébia de amoénio (Mulder et al., 1995), durante os processos
predominantes de decomposicio do COPr. Em condigdes aerdbias, o principal
responsdvel de mineralizagdo ¢ a demanda bioldgica, i.e. respiracdo heterotrofica.
Santos (2009) e Nunes et al. (2007) estudando a decomposicdo aerébia de M.
aquaticum, comprovaram que a oxidagdo quimica foi responsavel somente por 1 a 4%
do consumo total de oxigénio.

Em relagdo ao pH, o incremento nos valores na fase inicial da mineralizacao,

assim como o incremento observado para os valores de condutividade elétrica estdo
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provavelmente relacionados a liberagdo de ions provenientes do contetdo
protoplasmatico das células, formag¢ao de compostos hiimicos (Aguilar e Thibodeaux,
2005) e também pela solubilizagdo dos nutrientes do meio de cultura (Santos, 2009).
Este processo também foi observado nos estudos de decomposi¢do realizados com
Egeria najas por Carvalho et al. (2005) e Typha domingensis por Howard-Williams e
Howard-Williams (1978) e Cunha-Santino e Bianchini Jr. (2006). Apesar da atividade
heterotrofica, que ocasionaria a diminui¢do da condutividade pelo consumo do lixiviado
(como observado nos padrdoes de condutividade anaerdbios), ndo foi observada a
diminui¢ao dos valores de condutividade elétrica e pH ao longo do experimento. Cunha-
Santino e Bianchini Jr. (2006) detectaram o estabelecimento de dois sistemas tampao
para o pH, devido a humificac¢do e ao sistema de carbonato, o qual permite valores de
pH entre 7,0 e 8,0. Neste experimento, as predominancias de meios levemente acidos
(médias de 6,22 e 6,27) deveram-se, provavelmente, ao balango entre os sistemas de
tampdes e o aporte constante de compostos intermediarios durante todo o processo, o
que tenderia a uma acidificacdo do meio (Weimer e Zeikus, 1977; Schaffner e Beuchat,
1986). Os valores elevados de condutividade também estiveram provavelmente
associados a presenga destes compostos intermedidrios, oriundos do COD de natureza
refrataria (Tabela 1), cujos coeficientes de mineralizagdo foram baixos (praticamente
nulos) para as duas espécies, mantendo dessa forma, os valores de condutividade altos
durante o processo.

O modelo de duplo decaimento, associado a atividade enzimatica encontrada no
inicio do experimento sugere que a celulose e xilana sdo os primeiros compostos
degradados, porém existe atividade sobre os compostos mais recalcitrantes (e.g.
lignina). Normalmente, no inicio do processo enzimatico da decomposi¢do, enzimas

celuloliticas apresentam atividade elevada que, ao longo do tempo, diminui devido a
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degradagdo hidrolitica da celulose por micro-organismos. As maiores atividades da
celulase e xilanase, nos primeiros estagios da decomposi¢do, também foram relatadas na
literatura, e.g. Sala e Giide (1999) na decomposigdo de Potamogeton pectinatus, Fioreto
et al. (2000) na decomposi¢ao de Cistus incanus e Myrthus communis e Nunes et al.
(2011) na decomposi¢do de Ricciocarpus natans, Oxycaryum cubense e Cabomba
furcata. Devido a intima associagdo do complexo estrutural hemicelulose-celulose, os
sistemas enzimaticos responsaveis por sua degradacdo (celulase e xilanase) também
apresentam associa¢do (Tomme et al., 1995). Rodriguez et al. (1996) em estudos com
atividade enzimatica de Cellulomonas sp e Cunha—Santino (2003) em estudo da
atividade enzimatica sobre Utricularia breviscapa sugerem interdependéncia entre os
sistemas reguladores da celulase e xilanase.

Num segundo momento, a atividade das enzimas oxidativas (e.g. peroxidases)
torna-se mais importante, uma vez que os materiais recalcitrantes do substrato (como
lignina) tornam-se as fontes principais de carbono. Desta forma, a qualidade do
substrato decai ao longo do tempo, havendo a necessidade dos micro-organismos
alocarem uma propor¢do maior de energia para a utilizagdo dos compostos mais
refratarios (Sinsabaugh e Linkins, 1990; Sinsabaugh e Findlay, 1995; Kourtev et al.,
2002). Isto pode ser observado pela maior atividade enzimatica da peroxidase quando
comparada com as atividades da celulase e xilanase. Presume-se que, com um substrato
mais refratdrio exista a necessidade de maior atividade enzimdtica para suprir as
necessidades metabodlicas da microbiota. Portanto, este substrato pode ser considerado
de menor qualidade. Assim, mesmo durante a primeira fase da decomposi¢do, cujo
consumo do COPp ¢ predominante, existem micro-organismos que se utilizam de
enzimas ao atuarem em um substrato refratario (Fioreto et al., 2000), havendo a

coexisténcia dos processos sobre a fase labil/soluvel e a fase refratiria da decomposi¢ao
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desde os primeiros dias. Outro fator que pode influenciar na grande atividade da
peroxidase se comparada com a celulase e xilanase ¢ a sua natureza generalista, atuante
na clivagem de ligagdes C-C resultando na despolimerizagdo da lignina em fenois
metoxilados e substituindo compostos benzoicos, na hidroxilagdo e oxidagdo e clivagem
do anel aromatico, utilizando H,O, como aceptor (Lynch e Hobbie, 1988). Desta forma,
a producao da peroxidase pode ser induzida por outras fontes além das fibras de lignina.
Isto pode ser evidenciado pelo teste ANOVA realizado para verificar a relagdo da
atividade acumulada da enzima peroxidase e as perdas de massa da lignina; pelo qual
ndo se verificou uma relacdo estabelecida entre estas. A atividade da peroxidase exerce
grande influéncia no decaimento da lignina, porém, a indugdo da producdo desta enzima
pode ndo estar associada exclusivamente com a degradagdo da lignina. A decomposi¢ao
de outros compostos presentes, como compostos fendlicos, polissacarideos e celobiose,
(Sinsabaugh, 2010) podem estar relacionadas com a alta atividade da enzima peroxidase
encontrada. Compostos refratarios (e.g. lignina) sdo mineralizados sob baixas
velocidades (Benner ¢ Hodson, 1985; Fioreto et al., 2000; Kourtev et al., 2002). Porém,
como demonstrado (Figura 17), as perdas de massa de lignina na degradacdo de E.
densa (92,54%) e H. verticillata (88,31%) foram superiores aos das outras fibras. Desta
forma, a inespecificidade da peroxidase e presenca de outros compostos indutores de
atividade desta enzima podem acarretar uma produtividade enzimatica elevada (Figura
14) e rapida e eficiente decomposi¢do da lignina constituinte destas macrofitas.
Quantitativamente, o processo de decomposicdo da lignina ¢ bastante significativo,
como demonstra o levantamento realizado por Cunha-Santino et al. (2008), cuja
porcentagem de lignina nos tecidos de sustentacdo de macrofitas pode alcangar 33,4%,

sendo uma importante fonte de carbono autdctone.
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A maior produgdo de xilanase em relagdo a de celulase pode ser associada a
fatores estruturais das moléculas (Pérez et al., 2002). Hemiceluloses sdo polimeros mais
facilmente hidrolisaveis do que celuloses. Apesar da maior complexidade da
hemicelulose, apresentando cadeias laterais curtas de diferentes agucares (e.g. D-xilose,
D-manose, D-galactose, D-glucose, L-arabinose, acidos 4-O-metil-glucourénico, D-
galactourorico e D-glucourdnico) (Pérez et al., 2002), o que acarreta a necessidade de
maior diversidade de enzimas hidrolizantes, este polimero apresenta sitios de ligagao
mais acessiveis do que a celulose (Ghose e Bisharia, 1987; Gilbert e Hazelwood, 1993),
ndo formando agregados, mesmo quando co-cristalizados com cadeias de celulose
(Cunha-Santino et al., 2008). Estatisticamente, houve uma boa relacdo entre a atividade
acumulada da enzima xilanase e a perda de massa da hemicelulose. Isto reflete na
especificidade da relagdo fibra e enzima, cuja atuagdo enzimadtica pareceu ser bastante
efetiva sobre o decaimento da fibra ao longo do processo de decomposicao. Quanto a
atividade acumulada da enzima celulase e o decaimento da celulose, houve
comportamento diferente para as duas espécies. Na degradagdo de E. densa, a celulase
apresentou relagdo direta com o decaimento de celulose.; ja com H. verticillata, esta
relacdo ndo foi evidente. Nao houve diferenca significativa entre os decaimentos de
celulose das duas espécies. Porém, houve diferencas significativas para a relagdo da
atividade celulolitica acumulada covariando com o decaimento da celulose quando
comparada para as duas espécies. Desta forma, a diferenca encontrada na relagdo
substrato-enzima para a celulose-celulase pode ser atribuida a diferenca de proporcao de
celulose existente para as duas espécies, influenciando na atuagdo dos sistemas
reguladores da celulase (Rodriguez et al., 1996).

Os padroes de decaimento de fibras (evidenciados pelos padroes I, I1), apesar de

ndo possuirem significancia estatistica segundo ANCOVA, demonstram a necessidade
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de novos estudos quanto a forma do decaimento destas fibras. Segundo as Figuras 15, e
17, houve uma tendéncia de um padrdo de decaimento em duas etapas. Minderman
(1968), propde um modelo de primeira ordem, o qual constitui num decaimento simples
da matéria organica (i.e. as taxas de reacdo sdo proporcionais a quantidade de detrito),
porém, a atuagdo diferencial das enzimas ao longo do tempo, como foi constatado neste
trabalho, refletiria num decaimento diferencial ao longo do tempo do recurso
consumido. Dessa forma, o modelo de decaimento bifasico (Equagdo 1, Lousier e
Parkinson, 1976) seria mais adequado para explicar o decaimento das fibras encontrado.
Este modelo ndo exploraria a natureza bifasica do recurso, uma vez que a fibra possui
natureza homogénea ao longo do processo de decomposi¢ao (Minderman, 1968), mas
enfatizaria a natureza diferencial da atividade enzimatica ao longo do tempo.

O teste estatistico ANCOVA considera a relagdo de dois conjuntos de varidveis
sobre uma regressao linear e verifica, através de uma analise de variancia, a diferenca
entre as regressoes lineares confrontadas, com o intuito de refinar o teste de variancia
normal (Zar, 1999). Neste trabalho, os resultados referentes a cada uma das anélises das
duas espécies foram confrontados entre si, considerando a covaridncia com os dias
amostrais. Para todas as analises do experimento anaerobio realizadas, com excegao dos
conteudos de fibras e os processos de consumo de oxigénio para as duas espécies
estudadas, ndo houve diferencas significativas segundo ANCOVA. A diferenga entre os
processos aerobios da decomposi¢do pode estar relacionada com a oxidacdo da fracao
refrataria. O padrdo do consumo de oxigénio das duas espécies ndo variou durante os
primeiros dias do experimento, apresentando as mesmas taxas de consumo para as duas
espécies, indicando que o consumo na fase labil/soluvel, que, normalmente, gera
demandas elevadas de oxigénio, foi bastante similar entre as duas espécies. Porém, o

momento de inflexdo das curvas, ou seja, o0 momento que a decomposicdo do COPg
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torna-se predominante sobre a decomposicao do COPyg, diferiu consideravelmente (H.
verticillata entre o 28° e 33° dias do experimento, ¢ E. densa, entre o0 37° ¢ 41° dias do
experimento), assim como o padrdo de consumo de oxigénio posterior as inflexdes das
curvas obtidas para estas espécies. Desta forma, a decomposi¢ao aerobia apresentou-se
mais seletiva que a decomposi¢do anaerdbia, principalmente na sua atuagdo sobre o
conteudo de fibras.

A composicao das substincias encontradas em espécies diferentes pode alterar
significativamente o metabolismo enzimatico da microbiota, uma vez que esta biota
estaria selecionada quanto ao substrato (Kourtev et al., 2002). A hipotese de que a
decomposi¢do seria mais rapida para E. densa em relagdo a H. verticillata devido a
natureza nativa de E. densa nos reservatdrios selecionados nao se confirmou. Isto pode
ser atribuido as espécies (ambas da familia Hydrocharitaceae) possuirem héabitos muito
semelhantes e segundo Sousa et al. (2009), que avaliou a ocorréncia de H. verticillata e
E. najas na bacia do rio Parana, Brasil, possuirem alta similaridade morfologica e
ecoldgica, inclusive com possibilidade de competi¢ao entre estas espécies. Bianchini Jr
et al. (2010) avaliou o crescimento de H. verticillata em condi¢des controladas e
constatou potencial de competicdo entre esta espécie exdtica e nativas de mesmo
habitat, como E. densa. Porém, devido a maior velocidade de crescimento em relagao as
macrofitas nativas, H. verticillata apresentaria maior potencial competitivo.

O sistema brasileiro de usos multiplos de reservatdrios, que abrange energia,
abastecimento e lazer, propicia uma diminuicdo da qualidade ambiental destes
ecossistemas artificiais. Isto se d4 através do desmatamento e ocupagdo das areas do
entorno, diminuicdo da qualidade de 4gua por eutrofizacdo e langamento de poluentes
quimicos e alteracdo nos ciclos de vazdo dos reservatdrios segundo necessidades

energéticas. Estes aspectos propiciam ambientes favoraveis ao desenvolvimento de
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espécies invasoras. Nos reservatorios de Porto Primavera e Jupid existem problemas
relacionados a grande ocorréncia de H. verticillata (Bianchini Jr. et al., 2010) e E. densa
(Velini et al., 2005). Os resultados obtidos no presente estudo permitem inferir que as
grandes biomassas dessas macrofitas ocasionariam alteragdes na ciclagem dos
nutrientes decorrente dos processos de decomposi¢do. Como conseqiliéncia, pode haver
alteracdes no metabolismo ecossistémico em curto (e.g. aumento da disponibilidade de
nutrientes, diminui¢do da disponibilidade de oxigénio dissolvido) e longo prazo (e.g.
acimulo de material particulado refratario nos sedimentos, aumento da heterotrofia

anaerdbia).

CONCLUSAO E CONSIDERACOES GERAIS

No geral, ndo se verificaram diferencas significativas entre as duas espécies
quanto aos padrdoes de decomposicdo. Isto, provavelmente se deve a similaridade
morfoldgica entre as duas espécies, de mesmo habito ecologico. A diferenga encontrada
no consumo de oxigénio durante a mineralizagdo, provavelmente esteve relacionada as
diferentes proporg¢des das fibras entre as duas espécies. Desta forma, a hipdtese de que a
decomposicao sobre a espécie nativa ocorreria de maneira mais rapida sobre a espécie

exotica nao foi confirmada.

Existe a necessidade de novos estudos de validacdo dos modelos de decaimento
de fibras, considerando aspectos modernos e avangos da ciéncia, como a atividade
enzimdtica diferencial ao longo do tempo, o que pode enriquecer e fornecer novos

subsidios para modelos mais refinados.
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Outro aspecto relevante deste trabalho foi a utilizagdo de espécies invasoras no
estudo da decomposicdo. E evidente a importincia destas espécies nos ecossistemas
aquaticos devido a alteragdes que propdem no ambiente a qual se inserem. No caso dos
processos de decomposi¢do, o estudo da forma como estas espécies influenciam nas
rotas biogeoquimicas ¢ essencial para o entendimento do efeito de espécies invasoras

nos ambiente aquaticos.
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APENDICES

APENDICE 1

Valores da cinética nas incubagdes anaerobias da decomposi¢do de H. verticillata e E. densa
quanto as massas de carbono organico particulado (COP) remanescente.

E. densa H. verticillata
dias COP Desvio COP Desvio
(%) Padrao (%) Padrao
0 100 0 100 0
1 83,3347 0,59814 81,62595 0,49916
3 77,68287 1,41595 78,72213 1,70792
5 72,93617 1,08551 75,6601 0,6089
10 63,9958 3,22996 71,65015 1,65433
15 59,62351 2,4079 66,08918 1,21427

20 58,52042 1,32212 63,14053 0,66143
30 52,73524 2,84511 60,70285 2,22649
40 47,88959 7,25089 56,03453 9,81559
50 43,924 2,88758 50,30364 5,61791
65 43,50936 4,38126 51,90702 0,85002
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APENDICE 2

Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de E. densa e H. verticillata
quanto as fragdes (em %) de carbono inorgénico total (CIT), carbono organico dissolvido
(COD) e carbono organico particulado (COP).

E. densa H. verticillata
dias COP COD CIT COP COD CIT
0 100 0 0 100 0 0

1 86,93688 3,343458 9,719664  85,27078 5,827589 8,901632
3 81,08085 4,338499 14,58065 82,36461 5,794747 11,84064
5 76,07628 8,729507 15,19421 79,05819 8,040327 12,90148
10 66,84044 11,75643 21,40313 74,92517 7,568846 17,50598
15 62,22686 10,16197 27,61118 69,06933 12,97441 17,95626
20 61,04522 16,38754 22,56724  65,95434 14,58004 19,46562
30 55,0328 16,24035 28,72685 63,49193 14,76662 21,74146
40 49,9848 16,71677 33,29843 58,61061 12,22596 29,16343
50  45,84039 16,07494 38,08466  52,61555 9,593714 37,79074
65  45,43203 15,52288 39,04508 54,23396 16,52959 29,23646
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APENDICE 3

Dados utilizados nas regressdes lineares entre os valores de carbono inorgénico totais obtidos
pela modelagem (Dados Modelo) e os valores de carbono inorganico total obtidos
experimentalmente (Dados Experimento).

E. densa H. verticillata
dias Dados ‘Dados Dados ‘Dados
Modelo Experimento Modelo  Experimento
0 0 0 0 0
1 5,1777 9,719664 9,293945 8,901632
3 11,76663 14,58065 13,35747 11,84064
5 15,52417 15,19421 14,62082 12,90148
10 20,24459 21,40313 17,18537 17,50598
15 23,07077 27,61118 19,64511 17,95626
20 25,50769 22,56724 22,02022 19,46562
30 30,02783 28,72685 26,52819 21,74146
40  34,23138 33,29843 30,73139 29,16343
50  38,15042 38,08466 34,65042 37,79074

65  43,53784 39,04508 40,03784 29,23646
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APENDICE 4

Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de H. verticillata e E. densa
quanto a condutividade elétrica.

E. densa H. verticillata
dias Condutividaflle Desvio Condutividafile Desvio
(uS.cm™) Padrao (uS.pcm’™) Padrao
0 65,342 2,3452 45,6543 1,34527
1 750,2 137,8602 992.8778  22,00337
3 895,8889 72,91573 1050,644 10,67361
5 1151,067 84,28193 1041,6  55,65469
10 1146,633 70,43042 1128,544  96,91482
15 1230,711 132,8095 1228,467 37,40024
20 1158,211 43,50266 1136,511 53,37533
30 1112,122 55,21909 1045,922 96,62662
40 982,5667  292,2649 1026,089 41,362
50 1130,522 39,3338 1023,356 87,56543

65 1449,1 111,4331 1273,956  21,81827
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Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de H. verticillata e E. densa

quanto ao pH.

E. densa H. verticillata
. Desvio Desvio
dias pH Padrdo pH Padrio
0 6,5435 0,02346 6,34 0,00213
1 6,09778 0,09335 5,84 0,09713
3 6,42 0,33808 6,00667 0,48274
5 5,32 0,33946 5,21333 0,24374
10 4,78333 0,04055 5,07444 0,04857
15 4,80333 0,37987 4,59667 0,07572
20 4,56222 0,17567 4,69444 0,08514
30 4,54222 0,18934 4,75667 0,07638
40 495778 0,92686 5,08778 1,28658
50 5,32667 1,07221 6,38889 1,70788
65 5,63889 1,62834 4,46444 0,16215
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APENDICE 6

Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de H. verticillata e E. densa
quanto a absorbancia do material lixiviado (em 465 nm).

E. densa H. verticillata
dias Absorbancia Desvio Absorbancia Desvio
(465 nm) Padrao (465 nm) Padrao
0 0 0 0 0
1 0,123 0,045 0,10656 0,01569
3 0,16256 0,03084 0,13244 0,02474
5 0,14289 0,00859 0,10111 0,00429
10 0,09133 0,00775 0,10011 0,01679
15 0,10378 0,02688 0,09422 0,01029
20 0,10156 0,01684 0,09633 0,00939
30 0,08411 0,00629 0,10456 0,01289
40 0,08856 0,00653 0,09089 0,02121
50 0,13933 0,06626 0,10533 0,03813

65 0,10733 0,02667 0,08344 0,0097




APENDICE 7
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Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de H. verticillata e E. densa

quanto a relacdo E4/E6 do material lixiviado.

E. densa H. verticillata
dias Relacgao Desvio Relacgao Desvio
E4/E6 Padrao E4/E6 Padrio
1 3,04695 0,39995 3,71888 1,34078
3 2,78723 0,18291 2,3659 0,20221
5 2,70365 0,08699 2,61446 0,30354
10 2,66175 0,23984 2,79361 0,18602
15 2,71367 0,49659 3,00576 0,23309
20 2,95309 0,25927 2,90659 0,02872
30 2,7746 0,31041 2,74616 0,14047
40 3,01556 0,1647 2,91617 0,28174
50 2,95048 0,30483 2,93731 0,79774
65 1,94444 1,45975 3,73033 2,23218




APENDICE 8

73

Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de H. verticillata e E. densa
quanto a atividade da enzima xilanase.

E. densa H. verticillata

dias ‘ _lXila_llla_sle Destio ‘ _lXila_Illa_sle Desv~io
(umol.min "' mL" ' g™) Padrdo (umol.min" mL™g") Padrao

1 6,72E-04  2,50E-04 8,91E-04  2,52E-04
3 0,00109  2,80E-04 0,00169  4,93E-04
5 4,88E-04 5,67E-04 4,09E-04  7,28E-05
10 7,84E-05 8,48E-04 0,00152 0,00102
15 0,0013 5,57E-05 0,00101 6,76E-04
20 0,0015 3,18E-04 0,00237 0,00184
30 7,06E-04  4,08E-05 0,0021 5,10E-04
40 8,19E-04  2,32E-04 9,61E-04 0,00113
50 0,00106 5,21E-04 0,00111 2,81E-04
65 7,77E-04 3,99E-05 0 0,00124




APENDICE 9
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Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de H. verticillata e E. densa
quanto a atividade da enzima celulase.

E. densa H. verticillata

dias ‘ -1ceh.l113.s1€ Destio ‘ _ICeh_llla_sle Desv~io
(umol.min " mL" g™) Padrdo (umol.min" mL"g") Padrao

1 7,10E-05  2,98E-05 5,82E-05  5,49E-06
3 4,24E-05 1,66E-05 9,73E-05  4,31E-05
5 1,44E-04  8,79E-05 8,11E-05  9,70E-06
10 3,41E-05  9,90E-06 8,60E-05 1,73E-05
15 5,13E-05  7,21E-05 6,20E-05 1,57E-05
20 5,03E-05  3,80E-06 7,21E-05  8,90E-06
30 4,53E-05 1,37E-05 6,12E-05  9,80E-06
40 4,64E-05  4,48E-06 6,35E-05 1,03E-06
50 6,43E-05 1,16E-05 1,02E-04  2,55E-05
65 6,67E-05  2,98E-05 7,23E-05 1,09E-05
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APENDICE 10

Valores da cinética nas incubagdes anaerdbias da decomposicdo de H. verticillata e E. densa
quanto a atividade da enzima peroxidase.

E. densa H. verticillata
dias ‘ -1ceh.l113.s1€ Destio ‘ _ICeh_llla_sle Desv~io
(umol.min " mL" g™) Padrdo (umol.min" mL"g") Padrao
1 2,31111 1,23168 4,97778 0,61584
3 8,08889 5,72143 3,73333 2,32475
5 7,55556 5,47371 5,06667 1,86667
10 11,64444 6,18145 10,4 3,02875
15 11,36889 4,02042 21,42222  12,85636
20 18,48889 1,62936 11,37778 1,62936
30 17,42222 2,5345 15,82222 7,86252
40 25,15556  22,67503 1191111 2,2364
50 10,31111 8,32382 12,35556 4,48074

65 17,95556 6,1757 12,62222 0,7698




APENDICE 11
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Valores da cinética do decaimento da hemicelulose (em %) na decomposigdo de E. densa e H.

verticillata.

E. densa H. verticillata
dias Hemicelulose Desvio Hemicelulose Desvio
(%) Padrao (%) Padrao
0 100 0 100 0
1 81,2209  8,152876 92,25694  2,824454
3 64,9567 9,70516 92,39154  2,845764
5 57,36201 1,292123 81,17027  3,273821
10 52,01821 2,99532 69,80913  0,750077
15 50,20944  2,192899 63,17199  2,173595
20 49,80465  0,960543 56,91702 2,2411
30 45,33805  4,227686 54,20434  2,043025
40 42,93869  2,458557 45,17261 9,992174
50 43,39759  3,653576 40,37617  4,835099
65 42,52354  5,538036 4481492  4,074601




APENDICE 12

77

Valores da cinética do decaimento da celulose (em %) na decomposicdo de E. densa e H.

verticillata.

E. densa H. verticillata
dias Celulose Desvio Celulose Desvio
(%) Padrao (%) Padrao
0 100 0 100 0
1 83,95986  2,460189 84,1644 5,98241
3 72,28361 1,724943 78,07114 1,442689
5 64,82673 1,340481 75,15622  3,781195
10 59,58213 1,481528 68,3725 1,405
15 51,90775 1,304395 56,43149  4,096853
20 48,96911 2,856636 59,03661 8,087369
30 47,75651 0,7798 51,59805  3,404767
40 40,00986  6,341822 48,7197 11,28979
50 35,06504  0,524437 38,97286  5,815372
65 36,09971 6,065264 4321511 2,78599




APENDICE 13
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Valores da cinética do decaimento da lignina (em %) na decomposicao de E. densa e H.

verticillata.

E. densa H. verticillata
dias Lignina Desvio Lignina Desvio
(%) Padrao (%) Padrao
0 100 0 100 0
1 80,29021  2,139718 82,65836  10,34045
3 64,56908  4,976566 80,31815  5,256121
5 60,05549  6,880831 62,98534  8,090819
10 38,4801  2,778628 70,51646  23,39973
15 18,58968  3,148521 44,60983  9,513484
20 22,26453  5,872561 49,04337  14,79958
30 22,6493  2,589992 34,32739  9,422687
40 14,89279  4,906433 25,68387  2,092177
50 10,90005  6,054368 11,3854  3,480552
65 7,460664  3,208478 11,69214  9,770418
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APENDICE 14

Valores da atividade acumulada ( umol,min'lmL'lg'l) das enzimas xilanase, celulase e
peroxidase na decomposi¢do de E. densa e H. verticillata.

E. densa H. verticillata

dias Xilanase Celulase Peroxidase Xilanase Celulase Peroxidase
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
3 0,00176  5,30E-04 10,4 0,00258  1,55E-04 871111
5 0,00334 0,00138 26,04444 0,00468 3,34E-04 17,51111
10 0,00476 0,00491 74,04444 0,00951  7,51E-04  56,17778
15 0,00822 0,00717 131,5778 0,01583 0,00112  135,7333
20 0,01522 0,0081 206,2222 0,02427 0,00146  217,7333
30 0,02624 0,0099 385,7778 0,04662 0,00212  353,7333
40 0,03387 0,01126 598,6667 0,06195 0,00275 492 4
50 0,04325 0,01502 776 0,07229 0,00358 613,7333

65 0,057 0,01923 988 0,0806 0,00488  801,0667




APENDICE 15

80

Valores da cinética no consumo de oxigénio durante mineralizagdo aerdbia de E. densa e H.

verticillata.

E. densa H. verticillata
dias Oxigén_ilo Desvio Oxigén_ilo Desvio
(mg.g C) Padrao (mg.g C) Padrao
0 0 0 0 0
1 6,933333  0,170978 5,14  0,580259
2 14,54  0,355387 12,83  0,508626
3 22,24 0,422966 20,36  0,095394
4 28,39  0,915915 23,93 1,022399
5 35,00333 1,24709 30,76 1,38481
6 40,42667  1,001715 37,84333 1,166633
7 48,20667 1,105728 45,52 1,030873
8 56,15667  1,352861 53,35 0,799812
9 64,04 1,422006 60,90333  0,754078
10 71,88333 1,313672 68,41 0,60918
11 79,44667 1,429417 75,97333  0,522909
12 86,50333 1,44946 83,27  0,330606
13 94,06667 1,472424 90,83333  0,540494
14 101,5667  1,422896 98,41 0,626498
15 109,2 1,393664 105,8067  0,546382
16 117,4933 1,430606 114,0633  0,551936
17 124,9733 1,402153 121,7767 0,69673
18 132,58 1,332329 129,1367  0,407226
19 140,4867 1,397474 136,4433  0,292632
20 147,9633 1,345523 143,0867  0,811193
21 155,54 1,400393 150,35 0,86885
22 163,1567  1,435769 156,98 1,650485
23 170,77 1,282692 164,0333 2,09505
24 178,3233 1,328244 170,2067  3,289397
25 185,1067  2,325002 175,43  4,116455
26 191,46  3,087977 180,0667  5,454258
27 197,68  3,673309 185,02  6,724872
28 204,7733  4,225782 190,99  8,170441
29 210,93  5,212562 195,3267  9,437252
30 217,8067  5,532742 199,87  10,10302
31 223,88  6,434571 204,18 10,40063
32 230,28  7,047468 208,1233 10,52983
33 237,2833  7,198405 211,4733 11,60414
34 2432667  7,979388 214,59  11,74971
35 249,0667  8,692579 217,6 12,31413
36 255,52 9,372849 221,01 12,35663

(Cont.)



(Cont.)

37
39
41
43
45
47
49
52
55
58
61
64
67
70
73
76
80

259,4867
267,14
274,5267
280,76
287,44
294,79
299,7233
305,7833
311,78
317,66
322,9767
328,2367
333,1833
337,73
342,14
346,0867
351,4433

10,10943
10,13968
10,12219
9,801485
9,798434

9,53085
9,196746
8,800598
8,587043
8,236085
7,895172
7,650309
7,549519
7,436511
7,823963
7,924206
7,948901

223,28
228,8633
233,7033
237,8933
242,0433
245,5867
248,8933
253,2867
257,6067
261,8333
265,5567
269,1167
272,6133

275,84
279,0333

282,18
285,4733

11,98911
11,75322
13,84763
14,04108
13,79383
14,11045
14,13931
14,02556
13,87164
13,88712
13,70424
13,55656
13,64977

13,6057
13,62767
13,57128
13,64243
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APENDICE 16

82

Valores da cinética da condutividade elétrica das incubagdes com H. verticillata e E.
densa sob condi¢des aerdbias.

E. densa H. verticillata
dias Condutividaflle Desvio Condutividafile Desvio
(uS.cm™) Padrao (uS.cm™) Padrio
0 34.4534 1.90385 16.5456 0.123
1 53.03333 2.631223 39.8 0.2
2 103.3667 3.423935 74.73333 11.55263
3 132.2667 6.8500061 111.2 14.40937
4 140.1 3.659235 115.0333 15.19419
5 144.1667 5.661566 117.0333 11.1195
6 159.2 13.95672 144.9333 16.16952
7 167.8333 11.72021 159.2333 9.738754
8 169.3333 11.46923 160.0667 10.50254
9 166.7667 8.463057 167.1333 8.088469
10 167.6 9.266607 160.7 12.9062
11 165.3667 9.00907 168.4333 7.254194
12 163.9667 7.98269 168.8667 7.739078
13 158.3333 17.02831 161.9 6.8942
14 164.9667 11.65604 169.2333 5.612783
15 155.5 9.880789 170.0333 7.529498
16 163.3 10.87612 175.2333 8.418036
17 159.3333 14.31514 175.2 9.650389
18 165.3333 12.82043 175.5667 10.11154
19 164.9333 12.17634 171.9667 8.994628
20 165.4 10.46136 173.8333 9.128162
21 164.4333 9.686245 174.2333 8.567575
22 166.4667 12.19194 176.5333 6.69801
23 167.4333 11.49884 179.0667 7.198842
24 168.8333 9.023488 180.3667 6.230837
25 170.2 13.58234 183.9333 6.653069
26 168.4667 13.17586 185.2 4951767
27 169.8333 13.61115 184.7333 5.103267
28 174.1333 8.450641 188.1333 4.864497
29 174.3 9.477869 187.6333 1.050397
30 200 13.74773 206.9333 8.050673
31 210.3333 4.50925 211.6667 9.291573
32 201.7667 16.86308 214.3333 11.59023
33 205.4333 18.85639 216.6667 13.31666
34 207.2667 18.66048 210.3333 10.50397
35 211.8 18.30082 217.6667 14.97776
36 213.8667 16.71686 216.2 14.45407



(Cont.)

37
39
41
43
45
47
49
52
55
58
61
64
67
70
73
76
80

215.3333
229.6667
212.3333
213.3333
213
208.3333
211
207.3333
208.8
209.1667
218
218.6667
215.6667
2153
217.6
219.3333
214

16.62328
22.47962
14.57166
7.767453
8.888194
10.40833
2.645751
5.686241
8.861151
10.27538
14.52584
16.04161
15.82193
15.61954
15.80759
17.47379
17.77639

211.4333
210.9333
208.8333
203
203.7333
204.1667
210.0667
209.3333
210.1333
209.2333
209.3333
211
209.1
206.4
207.2
208.0667
209.4667

14.40359
17.69218
19.76318
16.09348
15.47299
19.09407
17.90009
20.03331
16.66893
15.61292
12.70171
9.848858
10.85035
10.94897
14.17463
10.73375
11.80904
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APENDICE 17

84

Valores da cinética do pH das incubagdes com H. verticillata e E. densa sob condigoes

aerdbias.

E. densa H. verticillata

. Desvio Desvio
dias pH Padrio pH Padrao
0 6.65 0.02345 6.54 0.02146
1 5.86 0.045826 4.62 0.088882
2 5.84 0.043589 5.38 0.095394
3 6.156667 0.135769 5.74 0.160935
4 6.576667 0.187705 5.916667 0.083267
5 6.233333 0.045092 5.803333 0.066583
6 6.38 0.02 6.13 0.036056
7 6.083333 0.025166 5.863333 0.023094
8 6.063333 0.037859 6.03 0.1253
9 6.08 0.026458 5.856667 0.015275
10 5.97 0.043589 6.153333 0.166233
11 6.063333 0.020817 5.973333 0.041633
12 6.023333 0.020817 6.013333 0.035119
13 6.113333 0.025166 6.056667 0.057735
14 5.966667 0.037859 6.006667 0.030551
15 6.31 0.026458 6.256667 0.066583
16 6.016667 0.066583 6.256667 0.066583
17 6.046667 0.094516 6.086667 0.020817
18 6.12 0.098489 6.11 0.052915
19 6.13 0.096437 6.093333 0.090738
20 6.103333 0.106927 6.223333 0.070238
21 6.136667 0.075056 6.24 0.07
22 6.206667 0.170392 6.276667 0.020817
23 6.146667 0.127017 6.29 0.026458
24 6.246667 0.127017 6.383333 0.032146
25 6.196667 0.061101 6.34 0.052915
26 6.33 0.06245 6.49 0.02
27 6.316667 0.115902 6.5 0.02
28 6.226667 0.080829 6.336667 0.005774
29 6.386667 0.083865 6.556667 0.020817
30 6.416667 0.160416 6.526667 0.102144
31 6.396667 0.125831 6.446667 0.248462
32 6.396667 0.150444 6.676667 0.020817
33 6.41 0.155242 6.483333 0.145717
34 6.483333 0.145717 6.746667 0.141892
35 6.57 0.1253 6.64 0.408412
36 6.556667 0.142945 6.59 0.355106



(Cont.)

37
39
41
43
45
47
49
52
55
58
61
64
67
70
73
76
80

6.75
6.573333
6.486667

6.4
6.373333

6.36

6.38
6.366667
6.356667

6.37
6.386667
6.383333
6.376667
6.336667
6.386667
6.343333
6.326667

0.131149
0.030551
0.140119
0.163707
0.066583
0.112694
0.115326
0.080829
0.037859
0.098489
0.075056
0.076376
0.055076
0.056862
0.109697
0.081445
0.035119

6.69
6.213333
6.16
6.23
6.233333
6.263333
6.29
6.266667
6.316667
6.303333
6.34
6.31
6.316667
6.383333
6.323333
6.373333
6.386667

0.413884
0.236291
0.034641
0.130767
0.117189
0.102632
0.081854
0.032146
0.066583
0.045092

0.06
0.026458
0.056862
0.030551
0.049329
0.049329
0.070946
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