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RESUMO

Reservatorios de acumulagdo em mananciais superficiais, destinados ao abastecimento publico, possuem em
seu metabolismo aquatico possiveis fatores estressores biéticos e abioticos, sejam de origem enddgena ou
exogena. VariagOes bidticas e abioticas, relacionadas a sazonalidade, atividades antrdpicas e diversidades
ambientais, sdo precursoras da dinamica e estrutura morfoldgica fitoplancténica em sistemas aquaticos.
Quando ha o deslocamento do equilibrio hidrico nos reservatorios, causas devem ser investigadas em prol da
otimizagdo de processos operacionais no tratamento; além de possiveis diagnosticos e prognosticos, pois a
resiliéncia hidrica demanda tempo e a seguranca da agua tratada e distribuida ao consumidor deve ser
garantida. Considerando a dindmica do fluxo vertical de matéria orgénica dissolvida em reservatdrio,
evidencia-se que substancias excretadas por cianobactérias formam agregados mucilaginosos que se aderem a
detritos e compostos organicos (bactérias, fungos, etc.) e inorganicos (ferro, manganés, calcio, etc.) formando
uma estrutura filamentosa de baixa densidade (CASTRO, 2010). Assim, a pesquisa visa identificar e
quantificar os compostos presentes em solu¢do mucilaginosa fitoplancténica em reservatério de abastecimento
publico, além de evidenciar sua estrutura morfoldgica por microscopia. Para tanto, utilizou-se procedimentos
de liofilizaco, diélise, espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier, microscopia eletrnica
de varredura, espectroscopia de energia dispersiva, espectrometria de massa, cromatografia anidnica de alto
desempenho com detec¢do por pulso amperométrico, espectrofotometria UV/VIS/NIR, oxidacdo catalitica e
Infravermelho ndo dispersivo. Verificou-se que a amostra tinha em sua composi¢do 40% de acucar total; 15%
de proteinas; presenca de lipideos e surfactantes na fracdo orgénica; presenca de ions moleculares compativeis
com glicose e seus isdbmeros na amostra hidrolisada, que também foram identificados por cromatografia
anidnica, além da mistura glicose e galactose. J& na microscopia eletrénica de varredura evidenciaram-se linhas
espectrais de carbono, oxigénio, silicio e calcio. A estrutura coloidal apresentada em forma de biofilme
identificou substancia mucilaginosa compativel com estrutura polissacaridea extracelular de cianobactérias;
além da presenca de bastonetes que reabsorvem parte da matéria organica dissolvida no biofilme, como fonte
de carbono e nitrogénio.

PALAVRAS-CHAVE: Mucilagem, cianobactérias, resiliéncia hidrica, polissacarideos, Reservatério do
Ribeirdo Jodo Leite.

INTRODUCAO

Através de processos ativos e/ou passivos espécies fitoplanctnicas liberam grandes quantidades de matéria
organica dissolvida (MOD) que podem interagir com outros ciclos biolégicos em reservatérios. Fatores
estressantes interferem na producdo de polissacarideos extracelulares (EPS) por organismos fitoplanctdnicos,
sendo: estado fisiolégico decorrente da idade celular, resposta a interacGes alelopéticas com outros organismos
competidores, fatores que inibem o crescimento, como concentra¢bes limitantes de nitrogénio e fdsforo, ou
intensidades de luz ndo compativeis com sua pré-adaptago a este fator. E possivel estimulos na producéo de
EPS, enquanto substrato, causados pela presenca de bactérias que podem estar envolvidas em etapas de
degradacdo (MECCHERI, 2010), assim como outros organismos eucarioticos.
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Bagatini e colaboradores (2014) estudaram espécies fitoplanctonicas em reservatorios eutréficos com potencial
para afetar o fluxo de nutrientes e gerar deplecdo de oxigénio, influenciando o ciclo biogeoquimico e até
mesmo favorecer interagdo entre fitoplancton e bactérias heterotroficas. Verificaram que essa associagdo é
espécie-especifica pela disposi¢do de metabdlitos organicos na biomassa. Essa variagdo esta relacionada com a
proporcao de matéria organica liberada pelo fitoplancton (EPS), principalmente polissacarideos.

De Philippis e Vincenzini (1998) realizaram um levantamento de cianobactérias produtoras de EPS,
considerando-as fonte produtoras de polissacarideos. Polissacarideos com altas concentragcGes de acidos
urdnicos, grupos sulfato ou fosfato e piruvatos geralmente formam géis estaveis na presenca de ions metalicos,
caracteristica mucilaginosa.

Vieira (2010) enfatizou que a matéria organica dissolvida pode causar eventos indesejaveis como o
assoreamento, agravando as condi¢des ambientais de reservatorios; todavia, também seriam capazes de
promover eventos ecoldgicos de interesse cientifico, quando associados a sua producédo por cianobactérias. Na
MOD produzida por cianobactérias ha grandes quantidades de EPS que podem ser utilizados como fonte de
carbono e nitrogénio (relacionado a presenca de proteinas associadas ao EPS) pelo zooplancton; além de
atividades enzimaticas bacterianas.

No Reservatorio do Ribeirdo Jodo Leite, em 2015, final de periodo de chuva (abril), clima predominante
tropical semi-Gmido, ocorreu o surgimento de substancia mucilaginosa com aspecto filamentoso, cor marrom,
acompanhado da presenca de espuma. Neste periodo, ao longo da coluna vertical do reservatorio, observou-se
maior concentracdo de nitrogénio na superficie e de fésforo em profundidades superiores a 22m; fenémeno
coincidente a competicdo entre Planktolynbia limnetica e Alphanocapsa holsatica evidenciada em
monitoramento semanal coincidindo com um pool de Radiocystis geminata, que até entdo ndo era vislumbrada
neste reservatorio. Associando todos as ocorréncias coincidentes, o estudo teve como objetivo determinar a
composicao fisico-quimica da substancia mucilaginosa e sua compatibilidade como produto de degradagdo
e/ou protecdo (EPS).

MATERIAIS E METODOS

A érea de estudo é o Ribeirdo Jodo Leite, situado no municipio de Terezdpolis de Goias, Goias, Brasil. Este
sistema Iéntico encontra-se em estado de maturagdo para fins futuros de abastecimento publico de Goiania e
regido metropolitana. O material, em estado coloidal com aspecto filamentoso foi coletado no periodo de seca
(més de julho) em 2015 (Figura 1), com pH 7,47, sendo armazenado a 10°C em frasco de vidro ambar até o
momento de preparagdo da amostra.

.
-
Figura 1: Imagem da amostra em estado coloidal e filamentosa no reservatorio do Ribeirdo Jodo Leite
Fonte: foto propria da autora

Para a retirada do material particulado com gramatura superior a 2 mm utilizou-se peneira de polietileno,
seguido por procedimento de subamostragem (segregacdo de 4 aliquotas de 500 mL) para realizagdo das
analise e armazenamento de contraprovas, conforme fluxograma apresentado na Figura 2.
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Figura 2: Fluxograma do procedimento de preparacao das amostras para caracterizagéo fisico-quimica

Da amostra 1, uma aliquota de 30 mL foi centrifugada (4000rmp/5min.), sendo que o material precipitado
sofreu didlise em saco de membrana de 12KDalton por 12 horas em agua ultrapura Milli-Q e, posteriormente,
foi liofilizado. Deste procedimento obteve-se a AMOSTRA A, que foi utilizada como material de observagéo
visual do aspecto fisico da amostra.

Desta mesma amostra 1, uma aliquota de 60 mL foi centrifugada (4000rmp/5min.), sendo que 30 mL da fragdo
aquosa bipartida originaram a AMOSTRA B, que foi utilizada na determinacdo de acUcar total, proteinas e
carbono organico total; e 30 mL, ap6s liofilizacdo, originaram a AMOSTRA C, que foi utilizada na
determinacdo de compostos por espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier e também
como material de observagdo na microscopia eletrénica de varredura. Quando parte da AMOSTRA C foi
submetida a hidrélise acida obteve-se a AMOSTRA D, que foi utilizada na determinacdo de produtos através
da espectrofotometria de massas, por cromatografia aniénica de alto desempenho com detec¢do por pulso
amperométrico e por espectrometro de massas Q Exactive com fonte H-ESI.

A AMOSTRA B foi utilizada para determinacdo de agUcar total (andlise do acucar total pelo método fenol-
sulfdrico) cujas absorbancias das solugdes forma determinadas por espectrofotdmetro UV/VIS/NIR Lambda
1050, Perkin Elmer em comprimento de onda de 490nm; proteinas (analise de proteinas pelo método
Bradford) cujas absorbancias foram determinadas por Espectroscopia UV/VIS em comprimento de onda de
595nm; e do teor de carbono orgéanico (oxidacdo por combustdo catalitica e método de deteccdo por
infravermelho néo dispersivo) utilizando padréo biftalato de potéssio.

A andlise dos acUcares totais realizada pelo método fenol-sulfirico utilizou como padrdo a glicose em
concentra¢des variando de 10 - 80 pg/mL. Em 0,5 ml de cada uma das solugdes foram adicionados 2,5 mL de
cido sulfurico e 0,5 mL de uma solugdo de fenol 5%. Em seguida, os tubos foram agitados em vortex e
deixados em repouso por 30 minutos. As absorbancias das solu¢es foram determinadas em espectrofotdmetro
UV-VIS-NIR Lambda 1050, Perkin Elmer em comprimento de onda de 490 nm (R?=0,9895). A amostra foi
preparada a partir da diluicdo de 40 uL da AMOSTRA B em 0,5 mL de 4gua e a esta solugdo foram
adicionados 2,5 mL de acido sulfarico concentrado e 0,5 mL da solucdo de fenol 5%. Em seguida o tubo foi
agitado em vortex e deixado em repouso por 30 minutos, sendo analisados no mesmo comprimento de onda
dos padroes.
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A analise de proteinas realizada pelo método de Bradford utilizou como padrdao a albumina bovina nas
concentragdes variando-se de 0 — 50pg/ml. Para cada 50 pL das solugdes ¢ da AMOSTRA B foram
adicionados 150 pL de 4gua e 900 puL do reagente de Bradford e as solu¢des foram deixadas em repouso por
10 min. As absorbancias foram determinadas por Espectroscopia UV-VIS em comprimento de onda de 595 nm
(R?=0,9906).

A andlise de carbono organico total (COT) foi realizada em equipamento TOC-L modelo CSN/CPN,
utilizando-se como padréo o biftalato de potassio em concentragdes variando de 10-100 ppm (R?=0,9503).

A AMOSTRA C, diluidas em KBr, evidenciou espectros adquiridos utilizando-se a técnica de transmisséo no
Infravermelho com transformada de Fourier em equipamento Bruker Vertex 70. O espectro foi adquirido na
faixa espectral de 400 — 4000 cm™> com uma resolucdo de 4 cm?, sendo cada espectro o resultado da média de
64 medidas. O espectro no infravermelho da amostra foi comparado com dados da literatura para amostras de
polissacarideos (RAYA et. al, 2011).

A AMOSTRA C foi montada em fita adesiva de carbono sobre porta amostras de latdo, e recoberta com ouro
como material condutor. A inspecdo composicional foi realizada pela técnica de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). Utilizou-se um detector de raios X Oxford Instruments XmaxN, acoplado em um
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) marca Jeol, modelo JSM-IT300 no modo SE (Secondary
Electrons). As informagdes de composicdo obtidas dos espectros EDS foram qualitativas, ja que a topografia
irregular da amostra impede uma analise quantitativa precisa.

A AMOSTRA C foi hidrolisada5 com 30 mL de acido cloridrico 4 M, a temperatura de 120°C, por 5 hs em
digestor de micro-ondas Mars 6, marca CEM; identificada como AMOSTRA D. A solugéo foi resfriada e
neutralizada com NaOH 6 M e uma aliquota de 50 puL da solugao foi diluida em 1 mL de agua e eluida através
de colunas de troca idnica Amberlite (IRA 120, cati6nica e IRA 410, anidnica). A solugdo resultante foi diluida
em metanol/acido férmico 0,1% para uma concentragdo de 400 ppb e o espectro de massas de alta resolucdo da
solugdo foi adquirido por infusdo direta, em um espectrometro de massas Q Exactive (ThermoScientific), com
fonte H-ESI, operando em modo positivo em faixas de m/z 100-300 em/z 300-2000, nas seguintes condicdes:
full scan, resolucéo 35.000, velocidade de injecdo de 5 pul/min, gas de bainha 10,0 psi, gas auxiliar 3, spray de
voltagem 4500 V, temperatura do capilar 300°C. A amostra foi analisada em modo positivo e negativo na faixa
de massas m/z 300-2000, sendo comparada com padrGes de oligossacarideos maltose, maltotriose,
maltotetraose e maltopentose (Sigma Aldrich). A amostra hidrolisada e o padrdo de glicose (Sigma-Aldrich)
foram analisados também em espectrometro de massas TSQ Quantum, Thermo Scientific, com fonte H-ESI,
operando em modo positivo, utilizando-se voltagem do spray 3500 V, sheth gas 10 unid. arbitrarias, auxiliar
gas 5 unid. arbitrarias, temperatura do capilar 270°C, tube lens 75. Para as duas amostras, foi selecionado o ion
m/z 203,60 o qual foi submetido a fragmentacdo em Q2 utilizando-se o gas argonio e energia de colisdo de 25
ev.

A AMOSTRA D hidrolisada (500uL) e os padrdes foram aplicados em resinas de troca idnica Amberlite (IRA
120, catidnica e IRA 410, anibnica), seguido pela eluicdo de 10 vezes o volume da amostra com agua
deionizada. A amostra foi filtrada em membrana (0,45 um) e analisadas por cromatografia aniénica de alto
desempenho com deteccdo por pulso amperométrico (HPAEC/PAD), utilizando-se cromatdgrafo Dionex ICS
5000, com detector eletroquimico ED50 e colunas CarboPac PA100 acopladas as respectivas pré-colunas. Para
a analise foram utilizados os gradientes acetato de sédio em hidréxido de sédio (1 ml. min-1): 5mM (0-2 min);
5-50 mM (2,1 a8 min); 50 — 150 mM (8.1 a 11 min); 250 Mm (11.1 a 15 min), 5 mM (15,1 a 20 min). Todos
o0s reagentes utilizados na analise foram de alta pureza, dissolvidos em agua ultrapura (18 M) e filtrados em
membranas de 0,45 pm.

Da AMOSTRA D, 20 mL foi submetida a particdo com acetato de etila (2x10mL). Em seguida o solvente foi
seco em MgSO4, filtrado e o evaporado em evaporador rotativo. O residuo sélido (3 mg) foi dissolvido em
metanol/agua/acetato de amonio e submetido a analise por infusdo direta utilizando-se um espectrémetro de
massas Q Exactive (ThermoScientific), com fonte H-ESI, operando em modo negativo, nas seguintes
condi¢des: full scan, resolugdo 35.000, velocidade de injecdo de 5 uL/min, gis de bainha 10.0 psi, gas auxiliar
0, spray de voltagem 2500 V, temperatura do capilar 300°C.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A amostra apresentou-se apés centrifugacdo, didlise e liofilizacdo como material de coloracdo marrom claro,
compativel com a cor da mucilagem in loco, esponjoso com aspecto fibroso, conforme Figura 3.

Figura 3: AMOSTRA A seca ap6s centrifugacao, dialise e liofilizacéo

Foram quantificadas na amostra 40% de aclcar total e 15% de proteinas por espectroscopia UV/Vis; além de
19% de Carbono Orgénico Total, considerando a amostra seca e liofilizada de 700 pg/mL. Através da
espectroscopia de infravermelho (FTIR), foram identificadas bandas de absorcdo caracteristica de
polissacarideos, lipideos e proteinas (Figura 4).
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Figura 4: Espectro de infravermelho da AMOSTRA C comparado com dados da literatura

A andlise do espectro adquirido mostrou a formacdo do aduto [M+Na] em m/z 203,05162 (calculado
203,0526) em concordancia com a férmula molecular CsH120¢Na, com erro de aproximadamente 4ppm
(Figura 5), sendo M = 180,0634. A formula molecular e a massa encontrada podem ser atribuidas a glicose e
seus isdbmeros, tais como galactose, manose, mioinositol. Além do aduto acima, outros dois adutos foram
identificados no espectro de massas, sendo:

1) [M+Na] em m/z 201,07234 (calculado 201,0733) apresentou-se em concordancia com a férmula molecular
C7H1405Na, com erro de aproximadamente 4ppm, sendo M = 178,0841. A formula molecular e a massa
encontrada pode ser atribuida a O-metil fucose ou a um do seus isémeros.

2) [M+Na] em m/z 187,05690 (calculado 187,0577) apresentou-se em concordancia com a férmula molecular
C6H1205Na, com erro de aproximadamente 4ppm, sendo M = 164,0685. A férmula molecular e a massa
encontrada estdo de acordo com a fucose ou de um dos seus isdbmeros.
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A amostra foi analisada em modo positivo e negativo na faixa de massas m/z 300-2000, sendo comparada com
os padrdes de oligossacarideos maltose, maltotriose, maltotetraose e maltopentose (Sigma Aldrich); sendo que
nenhum destes oligossacarideos foi identificado na amostra.

A amostra hidrolisada e o padrao de glicose (Sigma-Aldrich) foram analisados também em espectrometro de
massas TSQ Quantum, Thermo Scientific, com fonte H-ESI, operando em modo positivo, utilizando-se
voltagem do spray 3500 V, sheth gas 10 unid. arbitrarias, auxiliar gas 5 unid. arbitrarias, temperatura do
capilar 270°C, tube lens 75. Para as duas amostras, foi selecionado o ion m/z 203,60 o qual foi submetido a
fragmentacdo em Q2 utilizando-se o gas argdnio e energia de colisdo de 25 eV. Os dois espectros (amostra e
padrdo glicose) apresentaram o mesmo padrdo de fragmentacdo. A proposta estrutural de cada um dos ions
produto foi apresentada na Figura 6.
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Figura 6: Proposta de padréo de fragmentagéo do ion precursor m/z 203,60

Na técnica de HPAEC/PAD a analise do cromatograma referente a solugdo hidrolisada apresentou composto
com mesmo tempo de retencdo do padrédo glicose e da mistura glicose e galactose. Ja na hidrdlise com acetato
de etila, o espectro adquirido evidenciou, principalmente, surfactantes, acidos graxos e lipidios.

Na microscopia eletrdnica de varredura observou-se a presenca de um sinal de EDS para as linhas espectrais
de carbono, oxigénio, silicio e célcio, indicando esses elementos como constituintes principais. Na Figura 7
observa-se imagem fotografica da mucilagem presente no reservatério e a imagem da mucilagem por MEV,
modo de elétrons secundérios em alto vacuo e em baixo vacuo, além da presenga de bastonetes.
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Figura 7: Micrografias — Imagem por MEV, modo de elétrons secundarios em alto vacuo (a) e modo de
elétrons retroespalhados em baixo vacuo (b, c). Presenca de bastonetes distribuidos na superficie,
conforme indicacao da seta (c)

CONCLUSOES

A amostra analisada é organica, constituida por frages polissacarideas, com presenca de lipideos e proteinas.
Com base nos resultados da didlise evidenciou-se que o polissacarideo da amostra possui peso molecular
superior a 12kdalton (1,993.102°g). A solugdo aquosa resultante da didlise foi liofilizada e a massa obtida foi
inferior a 0,0001g. Os solventes metanol/acido formico e acetonitrila/acido férmico ndo solubilizaram a fragéo
seca da dialise, impossibilitando que essa amostra fosse analisada por espectrometria de massa.

A dissolucdo da amostra seca liofilizada foi possivel quando realizada hidrélise com &cido cloridrico 4M, a
120°C e digestdo em micro-ondas. A solucao resultante da hidrdlises foi analisada por espectrometria de
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massas de alta resolugdo e verificaram-se ions moleculares compativeis com glicose, ou isdmeros; fucose, ou
isdbmeros; e o-metil fucose, ou isdmeros. O padrdo de glicose analisado nas mesmas condi¢Ges da amostra
mostrou-se idéntico ao da substancia identificado na amostra.

Para identificar os estereoisdmeros a amostra hidrolisada foi analisada por cromatografia anidnica de alto
desempenho com detec¢do por pulso amperométrico. O tempo de retengdo da mistura glicose e galactose foi o
mesmo; desta forma, nas condi¢@es analiticas utilizadas, ndo foi possivel separar os dois padrdes.

As imagens adquiridas por microscopia eletronica de varredura mostram que a amostra possui caracteristica de
filme, com presenca de bastonetes e filamentos sugestivos de presenca de bactérias e fungos.

O material caracterizado é compativel com polissacaridea extracelulares que podem ter sido produzidos por
fitoplancton nas seguintes situacGes: (1) sequestrar o nutriente fosforo em zona af6tica, produzindo EPS de
densidade inferior & &gua para retorno a zona fética; (2) protecdo em competicdo entre especies de
cianobactérias; (3) protecdo a fatores estressantes ndo detectados em analises realizadas.
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