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RESUMO

O estagio inicial da decomposicdo do material foliar consiste na lixiviacdo de
compostos soluveis, onde ha a remocdo de grandes quantidades de compostos
organicos (30-50%), resultando em perda de biomassa. Tais compostos sé&o
liberados como MOD, e a regulacdo da decomposicdo e producdo dessa MOD é
atribuida a lignina. Diversos fatores podem afetar a lixiviagdo desses compostos
sollveis, porém pouca atencdo € dada ao efeito da salinidade. O objetivo deste
estudo foi quantificar o inicio do processo de decomposicdo, sob diferentes forcas
ibnicas, com duas espécies do manguezal do rio Paraiba do Sul (Avicennia
germinans e Rhizophora mangle). Folhas senescentes dessas espécies foram
coletadas, pesadas (10 g) e colocadas em frascos de vidro com 1,8 L de solucdes
em diferentes salinidades (0, 10 e 35). Nos intervalos 24, 48 e 168 h foram retiradas
aliquotas para medicdo de condutividade, pH, temperatura e carbono organico
dissolvido. Ao final do experimento, um extrato foi obtido do lixiviado com a MOD
eluida em metanol, sendo determinados os fendis de lignina e a composicao
elementar e isotopica do carbono e nitrogénio no extrato e nas folhas. Foi observada
uma perda de massa e COD evidente através da lixiviacdo, porém a salinidade
parece ndo afetar. A espécie A. germinans exibiu uma maior perda de massa e
liberacdo de COD em relacdo a R. mangle. A diferenca entre essas espécies pode
ser explicada pelos altos niveis de taninos presentes em R. mangle e pelo maior teor
de N em A. germinans, assim como sua anatomia foliar (presenca de tricomas). A.
germinans se destaca como mais importante contribuidora de MOD para o ambiente
natural. Os valores de &3C e 8™N também n&do se alteraram em funcdo da
salinidade. Ainda assim, deve-se ressaltar o enriquecimento da §'C nas folhas ap6s
a lixiviacéo e os valores mais leves no lixiviado, sugerindo a liberacdo de compostos
deplecionados em C*3, como por exemplo, lignina. Os elevados valores de A8
determinados no lixiviado corroboram o fato da lignina se dissolver, sendo liberada
como parte da MOD. A. germinans apesar de exibir o maior teor de lignina,
apresentou maior lixiviagdo. Mais uma vez a salinidade parece nao influenciar nos
rendimentos fendlicos, e consequentemente nas razfes de lignina. Porém em
virtude da solubilizacédo a razdo Ac/Al se eleva, sendo observado valores superiores
no lixiviado em comparacdo com as folhas. As razbes S/V e C/V também séo
alteradas em funcao da lixiviacdo, sendo observados menores valores nos lixiviados.
Baseado nisso, a lixiviagdo tem que ser levada em consideragéo, pois a MOD ainda
‘jovem” pode ter uma assinatura mais “antiga” de lignina. Isto significa que
parametros usados para verificar a decomposicdo da MO podem ser mal
interpretados como uma assinatura de degradacdo em ambientes onde
simplesmente ocorreu uma mudanca de fase na MO. Assim, o marcador lignina deve
ser usado com cautela e de forma adequada, e sempre que possivel em associacéo
a outro marcador.

Palavras-chave: lixiviagdo, salinidade, matéria orgénica dissolvida, marcadores
moleculares, composi¢ao isotopica, lignina, manguezal.
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ABSTRACT

Early stage of decomposition consists in the leaching of soluble compounds of
leaf material, with high amounts of organic compounds (30-50%) being removed,
resulting in a loss of biomass. Such compounds are released as MOD, and
regulation of the decomposition and production of this MOD is attributed to lignin.
Several factors can affect leaching of these soluble compounds, but little attention is
given to salinity effects. The objective of the present study was to quantify the start of
the decomposition process, under different ionic strengths, in two mangrove species
(Avicennia germinans e Rhizophora mangle) from Paraiba do Sul river. Senescent
leaves of these species were collected , weighted (10 g) and placed in glass bottles
containing 1.8 L of solutions with distinct salinities (0, 10 and 35). In the 24, 48 and
168 hours intervals, subsamples were taken and conductivity, pH, temperature and
dissolved organic carbon were measured. At the end of the experiment, an extract
was obtained from the leached portion with the DOM eluted in methanol. Afterward,
lignin phenols, elemental and isotopic composition of carbon and nitrogen were
determined for the extract and leaves. It was observed a clear loss of biomass and
DOC through leaching, but salinity appears to not affect the process. The species A.
germinans showed a higher loss and biomass and DOC when compared to R.
mangle. The difference between these species can be explained by the high tannin
levels presented in the latter and a greater content of N found in the former, as well
as their leaf anatomy (presence of trichomes). A. germinans stands out as the most
important contributor of MOD to the natural environment. The §°C and §'°N values
also did not changed due to the salinity. Still, it should be noted a 8*3C enrichment of
the leaves after leaching and lighter values of the leached portion, suggesting a
release of C'3-depleted compounds, such as the lignin. High A8 values determined
for the leached portion corroborated the lignin dissolution released as part of the
DOM. The species A. germinans displayed the higher lignin content, but it also
showed greater leaching. Once again, salinity appears to not influence the phenolics
yield and, consequently, lignin ratios. However, due to solubilization Ac/Al ratio
increases, being observed higher values for the leached portion when compared to
the leaves. S/V and C/V ratios can also changed due to leaching, with lower values
being found as a consequence. Based on these results, leaching has to be taken into
consideration since “young” DOM can have an “older” lignin signature. This means
that parameters used to verify OM decomposition may be mistaken as a degradation
signature in environments where a phase shift of MO has taken place. Thus, lignin
should be used with proper caution, and where possible in combination with another
marker.

Keywords: leaching, salinity, dissolved organic matter, molecular markers, isotopic
composition, lignin, mangrove.
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1. Introducao

1.1 Decomposicao

A decomposicdo € de fundamental importancia para o funcionamento dos
ecossistemas (Lugo e Snedaker, 1974; Ibrahima et al., 1995; Prescott, 2005;
Klotzbiicher et al., 2011), pois determina a ciclagem dos elementos biogénicos
(Iborahima et al., 1995; Davis Il e Childers, 2007; Green et al., 2009). A partir de tal
processo, sao liberados da biomassa florestal, nutrientes (carbono, oxigénio,
nitrogénio), regenerando assim diversas substancias inorganicas a partir dos
substratos organicos como proteinas, carboidratos e lipideos (Lugo e Snedaker,
1974; Davis Il e Childers, 2007; Klotzbucher et al., 2011).

Dessa forma, a decomposi¢cdo afeta a matéria organica depositada no solo
(Prescott, 2005; Klotzblcher et al., 2011), determinando sua fertilidade (Ilbrahima et
al.,, 1995), assim como o0 crescimento das plantas, sendo essencial para a
produtividade das florestas e sustentando as redes troficas (Lugo e Snedaker, 1974;
Prescott, 2005; Klotzbucher et al., 2011; Moll, 2011). Além disso, participa do fluxo
de CO,, tendo grande importancia para o balanco global de carbono (Prescott, 2005;
Klotzbiicher et al., 2011).

A decomposicao foliar pode ocorrer através de processos fisicos, quimicos e
bioldgicos, sendo dividida em quatro etapas: lixiviacdo, atividade microbiana,
fragmentacdo e consumo pela macrofauna (Chale et al., 1993; Moll, 2011). A
primeira etapa se torna importante no estagio inicial da decomposi¢do, sendo
responsavel pela liberacdo de compostos soluveis do material foliar, o que é
evidenciado pela perda substancial de biomassa (Benner et al., 1986; Benner et al.,
1990; Ibrahima et al., 1995; Middleton e Mckee, 2001; Kalbitz et al., 2006; Davis I
et al., 2006; Davis Ill e Childers, 2007; Young et. al., 2008; Klotzblcher et al., 2011,
Moll, 2011).

O processo de lixiviagdo pode ser definido como a remocdo de substancias
do citoplasma vegetal pela acdo de solugbes aquosas tais como chuva, orvalho,
nevoa e nevoeiro, assim como quando os tecidos vegetais sdo depositados
diretamente em ambientes aquaticos (ex.: rios, lagos, estuérios). O termo "lixiviagcao"

comecou a ser usados em meados da década de 50, enfatizando o fenbmeno em si,
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e ndo a fonte ou natureza do material lixiviado, como ocorria com os termos usados
até entdo (Tukey, 1970).

A lixiviacdo € um processo de curta duracdo. A maior parte do processo
ocorre de dias a semanas (Davis Il et al., 2006; Moll, 2011). Em contrapartida, para
que ocorra a decomposi¢do completa do material foliar, as vezes, sdo necessarios
anos (Moll, 2011). Apesar de ser um processo relativamente curto, a lixiviagdo pode
remover grandes quantidades de MOD resultando em grande perda de massa
(Benner et al., 1990), podendo ser responsavel pela perda de 30-50% da matéria
organica de uma folha (Benner et al., 1986), contribuindo para reducao de 14-40%
do seu peso seco inicial (Moll, 2011) e fundamental para o inicio da atividade
microbiana no substrato organico.

O principal fator que promove esta lixiviagdo € a frequente submersédo do
material em agua. Isso mantém as condi¢cdes de umidade e temperatura ideal para a
decomposicdo ou alteracdo do material (Middleton e Mckee, 2001). ApGs poucos
dias as taxas de lixiviacdo declinam, e pouca quantidade de biomassa € perdida.
Acompanhado dessa perda substancial de massa, observa-se a liberacdo de
materiais como carbono, nitrogénio e fésforo para o ambiente (Davis Il et al., 2006;
Davis Il e Childers, 2007). Além desses, diversos elementos inorganicos como, por
exemplo, calcio, potassio e magnésio entre outros elementos, e compostos
organicos, como acidos organicos, proteinas e carboidratos solUveis também podem
ser liberados rapidamente (lbrahima et al., 1995).

A matéria organica na forma dissolvida apresenta, de modo geral,
aproximadamente 10% de proteinas, 30-50% de carboidratos (principalmente
celulose), 15-25% de lignina, alguns lipidios e outras biomacromoléculas (Nebbioso
e Piccolo, 2013). No entanto, nem todos 0s compostos solluveis sao lixiviados com a
mesma facilidade. Sabe-se que as proteinas e os carboidratos sdo mais facil e
rapidamente lixiviados em relagdo aos demais compostos (Benner et al., 1990;
Ibrahima et al., 1995).

Apés a lixiviagdo, o material foliar remanescente é composto basicamente de
polimeros estruturais (Benner et al., 1986), polissacarideos (celulose e
hemicelulose) e lignina (Benner et al., 1986; Benner et al., 1990), e a longo prazo,
somente a lignina tende a se acumular (Kaltbitz et al., 2006; Lallier-Vérges et al.,

2008). No entanto, Benner et al. (1990) verificou a lixiviagdo dos fendis de lignina em
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quantidades consideraveis ainda na fase inicial de decomposi¢do. E durante a
mineralizacdo da matéria organica, parte do carbono oriundo da lignina pode ser
dissolvido (Babhri et al., 2008).

Os principais fatores que podem influenciar a lixiviagcdo foliar, em termos
quantitativos e qualitativos, sdo as caracteristicas da espécie e as condicbes
ambientais (Tukey, 1970; Opsahl e Benner, 1995; Ibrahima et al., 1995). O primeiro
fator esta relacionado com as caracteristicas morfolégicas da planta, tais como
presenca de cuticula, estruturas escleromorficas (lignificadas) ou espessura das
folhas (Ibrahima et al.,, 1995; Betina, 2006), e a composi¢cdo quimica foliar, por
exemplo, teor de proteinas, poli fendis, taninos (Prescott, 2005; Moll, 2011) e lignina.
E a lignina é atribuida a regulacdo da decomposicéo e a producdo de MOD (Ertel e
Hedges, 1984, Kalbitz et al., 2006).

Dentre as adaptac6es morfoldgicas, a vegetacdo de mangue apresenta raizes
laterais (para sustentacdo no substrato inconsolidado) e raizes aéreas (que
permitem trocas gasosas no sedimento anaerdbico), além de adaptacdes
relacionadas as estratégias reprodutivas, como: viviparidade, autopolinizacdo e
producdo de propagulos capazes de se dispersarem pelo ambiente aquatico
(Tomlinson, 1986; Schaeffer-Novelli, 1995; Kathiresan e Bingham, 2001).

Devido as condi¢cdes adversas encontradas nos manguezais, como as
elevadas concentracfes de sais, a vegetacdo também desenvolveu estratégias
fisiolégicas especificas para sobreviver nesse ambiente hostil. Dentre essas
estratégias desenvolvidas, a vegetacao se torna tolerante a elevada salinidade do
sedimento mediante a exclusdo, excrecdo e acumulacdo de sais, sendo
classificadas como sal-excludentes ou sal-excretoras (Scholander et al.,1962).

As plantas sal-excludentes, como as espécies do género Rhizophora,
possuem um sistema de ultrafiltracdo em seu sistema radicular que atua como uma
barreira de transporte, através da exclusdo de sais durante a absorcdo de agua
pelas raizes. As sal-excretoras, como as espécies do género Avicennia, absorvem
certa quantidade de sal pelas raizes, mas o excretam de volta ao ambiente através
de glandulas de sal especializadas em suas folhas (Tomlinson, 1986; Kathiresan e
Bingham, 2001).

Além das caracteristicas de cada espécie, diversas condi¢des ambientais,
como temperatura, luz solar, disponibilidade de agua e salinidade, exercem efeito na
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lixiviagdo (Davis Il e Childers, 2007). A lixiviagdo tende a ser acelerada em
condicbes de maior temperatura e luminosidade, assim como pelo aumento da
precipitacdo pluviométrica. Vale ressaltar também que em condi¢cdes de aerobiose,
de modo geral, observa-se maior liberagcdo de compostos sollveis (Ibrahima et al.,
1995; Prescott, 2005). O intenso movimento das marés e a alta salinidade também
aumentam a taxa de decomposicao (Ake-Castillo et al., 2006).

A importancia de cada um desses fatores € indiscutivel, porém existe a
necessidade de se verificar a inter-relacdo entre eles e sua importancia relativa. De
modo geral, as taxas de decomposicdo sao reguladas pelas caracteristicas
climaticas (isto €, temperatura média, umidade relativa do ar, indice pluviométrico,
vento) nos estagios iniciais e posteriormente pelo teor organico, ou seja, cComposicao
guimica das espécies (Prescott, 2005).

A maior parte dos estudos sobre decomposicdo esta relacionada com o
material remanescente apos a lixiviagdo e/ou decomposi¢do, como por exemplo,
estudos usando sacos de serapilheira “litterbags”, e uma vasta quantidade de
trabalhos podem ser citados (Cundell et al., 1979; Melillo et al., 1982; Opsahl e
Benner, 1995; Twilley et al., 1986; Benner et al., 1991; Haddad et al., 1992; Tam et
al., 1998; Middleton e Mckee, 2001; Fourqurean e Schrlau, 2003; Chabbi e Rumpel,
2004; Fioretto et al., 2005; Aké-Castillo et al., 2006; Kalbitz et al., 2006; Madritch e
Cardinal, 2007; Klotzbucher et al., 2011a; Aponte et al., 2012; Lima, 2013).

Alguns trabalhos tem dado atencdo para os compostos sollUveis que sao
lixiviados das folhas, a chamada matéria organica dissolvida (MOD) (Benner et al.,
1986; Twilley et al., 1986; Benner et al., 1990; Chale et al., 1993; Cleveland et al.,
2004; Kalbitz et al., 2006; Bahri et al., 2008; Schmitt, 2009; Klotzbucher et al., 2011a;
Moll, 2011). Entretanto, estes trabalhos ndo visam a componente lignina da MOD,
mas sim o carbono organico dissolvido como um todo. Além disso, a grande maioria
utiliza apenas uma espécie vegetal do ambiente em questdo em experimentos de

lixiviagdo, ndo levando em consideracao as diferengas interespecificas.
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1.2 Matéria Organica Dissolvida (MOD)

Grandes gquantidades de matéria organica terrestre sédo transportadas para os
oceanos. Este fluxo de materiais vai além da contribuicdo dos rios, incluindo também
estuarios e fontes ndo pontuais (ex.: descarga de agua submarina e escoamento
superficial ao longo da costa) (Dittmar et al., 2006; Rezende et al.,, 2010). O
transporte fluvial juntamente com o transporte pelas marés constitui uma das
principais fontes de matéria organica terrestre para as areas costeiras servindo de
base alimentar para diversos tipos de peixes e invertebrados de grande importancia
econbmica (Dittmar et al., 2006). Essa matéria organica pode ser transportada na
forma particulada ou dissolvida. Além disso, os elementos como carbono e
nitrogénio, podem ser encontrados nos ambientes naturais nas formas organicas e
inorganicas (Hope et al., 1994; Bauer e Bianchi, 2011).

Tanto a matéria organica na forma particulada quanto dissolvida constitui uma
importante fonte de energia nos ecossistemas (Hope et al., 1994). A distingcdo entre
essas duas formas € conseguida utilizando-se filtros de fibra de vidro com
porosidade entre de 0,1 até 0,7 um. O material retido no filtro é dito particulado, e o
que passa através do mesmo é o dissolvido. Na realidade, a distincao entre estas
fases € realizada com membranas de 0,45 pum de didametro segundo convencéo
internacional (Benner et al., 1992; Hope et al., 1994; Kalbitz et al., 2000; Aitkenhead-
Peterson et al., 2002; Benner, 2002; Green et al., 2009). Entretanto, ndo existem
membranas de fibra de vidro com esta porosidade. Assim sendo, as membranas de
0,7 um de diametro, apesar de subestimarem os valores do particulado, tem sido em
geral, mais adotada na literatura internacional (Benner et al., 1992; Hope et al.,
1994; Aitkenhead-Peterson et al., 2002; Benner, 2002).

MOD é formada por pequenas moléculas organicas altamente poliméricas
derivadas de detritos vegetais e animais (Benner et al., 1992; Aitkenhead-
Peterson et al.,, 2002). Os acidos humicos e falvicos representam a maior parte
dessa fracdo dissolvida, cerca de 50-75%. Esses acidos sdo responsaveis por 5-
10% da carga ibnica dos rios, e as substancias humicas sdo agentes da coloracao
das aguas fluviais. Outro componente da fracdo dissolvida sdo os coloides, que
compreendem cerca de 20% (Hope et al., 1994). A fracdo particulada € basicamente

constituida de restos de vegetais e animais, além de algas, invertebrados, matéria
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organica erodida do solo e detritos do solo (Benner et al., 1992; Hope et al., 1994;
Aitkenhead-Peterson et al., 2002).

A MOD é a forma majoritaria de MO em quase todos 0s ecossistemas
aguaticos (Benner, 2002). Exibe um papel fundamental na cadeia alimentar
aquética, sendo fonte de energia para uma variedade de organismos, além de
mediar a disponibilidade de nutrientes e alterar as propriedades o6ticas das aguas
(Gandois et al., 2014; Barber et al., 2001; Benner, 2002), afetando sua transparéncia
(Green et al., 2009). Além disso, o fluxo de MOD é importante por governar o
deslocamento de nutrientes, principalmente carbono, dentro e entre os ecossistemas
(Cleveland et al.,, 2004; Green et al.,, 2009; Mavi et al., 2012). Podendo ainda
envolver as diferentes esferas, visto que, contribui para a producdo de CO, e CH,
(Gandois et al., 2014).

Além disso, a MOD tem um consideravel papel na complexacdo de metais
(como ferro, cobre, aluminio, zinco e mercurio), podendo afetar sua solubilidade,
transporte e toxicidade. Atua também afetando o transporte de poluentes organicos,
particulas de superficie e coloides. E ainda, pode afetar a fotoquimica das aguas
naturais e contribuir para a acidez das aguas superficiais, podendo afetar a
distribuicdo de ions entre as fases aquosa e sedimentar (Hope et al.,, 1994),
participando do tamponamento do pH (Green et al., 2009; Gandois et al., 2014).

Diversos estudos tém mostrado a dindmica da MOD nos ambientes terrestres,
entretanto, pouco se sabe a respeito dos mecanismos que regulam sua producédo. A
solubilizagdo da matéria organica € a fonte primaria de MOD, e pode ser controlada
pela interacdo de fatores bidticos e abiéticos (condi¢cdes ambientais, propriedades do
solo e qualidade da matéria organica). Ja tem sido descrito que os parametros fisico-
quimicos exercem um forte controle sobre a producdo de MOD, que juntamente com
a acdo microbiana tem grande influéncia na mineralizacdo da MO (Toosi et al.,
2012).

Além disso, sabe-se que a MOD é altamente movel e reativa (Mavi et al.,
2012; Toosi et al., 2012; Gandois et al., 2014). Nos ambientes aquaticos, esta pode
ser transportada e modificada por uma diversidade de processos biogeoquimicos
como: degradacdo microbiolégica, fotdlise, hidrdlise, adsorcdo, floculacao,
precipitacdo e sedimentacdo. As transformacdes bioldgicas podem levar a formacgéo
de metabolitos estaveis ou a completa degradacdo dos componentes da MOD
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(Barber et al., 2001). A solubilidade da matéria organica devido a sodicidade pode
levar a perdas de MOD por lixiviagdo, e a salinidade, por sua vez, pode levar a
floculacéo (Mavi et al., 2012).

Apesar de ainda pouco conhecida a caracterizacdo dos processos
envolvendo MOD, acredita-se que essa seja um importante componente do ciclo do
carbono (Toosi et al., 2012; Gandois et al., 2014). Isso se mostra relevante visto que
a maior parte do carbono orgéanico (>97%) que esta no oceano encontra-se sob a
forma dissolvida (Benner, 2002), constituindo um dos grandes reservatorios de
carbono organico na Terra (Druffel et al., 1992) sendo capaz de sustentar a atividade
heterotréfica (Hedges, 1992; McCarthy et al., 1996). Portanto, os fatores que
influenciam as taxas e transformac6es da MOD tém um papel central na estrutura e

funcionamento dos ecossistemas (Foreman e Covert, 2003).

1.3 Composicéo Isotdpica, Elementar e Lignina

Para quantificar a exportacdo de MO terrestre e detectar sua fonte em
misturas organicas complexas, tais como MOD, particulas organicas em suspensao
e sedimentos, sdo usados marcadores biogeoquimicos especificos, como a
composicao elementar, isotdpica e a lignina (Opsahl e Benner, 1995; Marchand et
al., 2005; Dittmar et al., 2006). Devido ao fato de multiplas fontes contribuirem para
tais misturas organicas essas ferramentas devem ser usadas em conjunto.

Os organismos vivos exibem diferentes padrbes de abundancia dos
elementos (Hedges, 1990) e as distintas relagdes entre estes, como por exemplo, a
razdo atbmica entre carbono e nitrogénio (C/N)a, permitem a identificagdo qualitativa
das fontes de MO (Rezende, 1993; Bouillon et al., 2008). Plantas vasculares
terrestres sdo compostas predominantemente de lignina e celulose, por isso exibem
razbes C/N mais elevadas, superiores a 20 (Hedges et al.,, 1997). Durante a
decomposicdo, a composicdo elementar pode ser alterada pela comunidade
microbiana por processos como amonificacéo, nitrificacdo e desnitrificacéo (Ertel et
al., 1986; Meyers e Ishiwatari, 1993).

Sabe-se ainda que os elementos exibem diferentes composicdes isotdpicas
na natureza (Martinelli et al., 1999). Desse modo, alguns deles existem como uma

mistura de is6topos estaveis, como é o caso do carbono. Em geral, as
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transformacdes bioquimicas tém uma pequena preferéncia pelo is6topo mais leve,
contribuindo para diferentes relacbes entre os is6topos nos distintos grupos de
organismos, o que possibilita identifica-los em misturas organicas (Hedges, 1990).
Além de permitir a discriminacdo dos principais grupos de plantas, que podem ter
sua a composicao isotdpica modificada pelas alteragfes diagenéticas. A degradacéo
fotoquimica tende a remover lignina, a qual é deplecionada em **C, deixando o
material remanescente enriquecido em carboidratos (ricos em **C), e desse modo,
com uma composicao isotopica mais pesada (Benner e Kaiser, 2011; Mayer et al.,
2009; Spencer et al., 2009).

Sendo assim, a composi¢ado isotdpica do carbono vem sendo utilizada em
diversos estudos biogeoquimicos para caracterizar e quantificar as fontes de MO
(Benner et al., 1987; Hedges et al., 1997; Dittmar e Lara, 2000a; Gonneea et al.,
2004; Dittmar et al.,, 2006). O uso desse parametro juntamente com a lignina
constitui uma poderosa ferramenta para a determinacao confiavel da real fonte de
MO.

A lignina é uma macromolécula produzida exclusivamente por plantas
vasculares terrestres, permitindo assim seu uso como tragador molecular (Hedges e
Mann, 1979; Hernes e Benner, 2003; Marchand et al., 2005). Constitui-se do
composto aromatico mais abundante produzido pelas plantas (Thevenot et al.,
2010), sendo uma ferramenta valiosa para o estudo de ciclagem e degradacéo da
matéria organica dissolvida (MOD) terrestre (Hernes e Benner, 2003).

Tal molécula contribui grandemente para o balanco de MO que esta
preservada nos solos, sedimentos e turfa. Em ambientes aquéticos, no entanto,
pode ser encontrada na forma dissolvida e particulada, essa ultima por sua vez, se
trata de um marcador molecular estavel ao longo do tempo, podendo ser usado para
reconstruir a histéria da vegetacdo durante os éons (ex.: quarternario) (Hernes et al.,
2007; Lobo et al., 2001; Jex et al., 2014).

O controle da decomposicao da serapilheira é conferido a lignina, além desta
regular também a formacg&o de substancias humicas e MOD (Ertel e Hedges, 1984;
Kalbitz et al.,, 2006; Feng et al., 2011). Até a década de 70, acreditava-se que a
lignina era resistente a degradacdo microbiana. No entanto, estudos mais recentes
mostraram que pode haver degradacdo da molécula durante seu transporte na
biosfera terrestre (Ward et al., 2013; Jex et al., 2014).
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Devido a sua complexa estrutura heteropolimérica (Figura 1), formada por
anéis aromaticos unidos a cadeias laterais e grupos —OH e —CHj; por ligacdes
covalentes (éter e C-C) (Gofii e Montgomery, 2000; Thevenot et al., 2010), sofre
uma lenta decomposicdo no ambiente natural. Apds sua oxidacéo, tais ligacdes sao
clivadas sendo produzidos fendis, a partir dos quais € possivel inferir a origem da
MO (distingdo taxondmica), o tipo de tecido vegetal e ainda o nivel de degradacao
do material vegetal (Hedges e Mann, 1979; Hedges e Ertel, 1982).
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Figura 1: Estrutura macromolecular da lignina.

Hedges e Mann (1979) classificaram os fendis de lignina, exclusivos de
plantas vasculares terrestres, em trés grupos: os fendis vanilicos (vanilina,
acetovanilona e acido vanilico), os siringicos (siringaldeido, acetosiringona e acido
siringico), e os cinamicos (acidos trans-p-cumarico e trans-ferdlico). Com base
nesses fenodis sdo determinados trés parametros absolutos, V, S e C, definidos como
o total de fendis vanilicos, siringicos e cinamicos, respectivamente. A partir destes

sao obtidas as seguintes razoes:
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A razdo S/V, definida como o somatério dos fendis siringicos dividido pelo
somatorio dos fendis vanilicos, fornece informagédo quanto a distingdo taxondémica,
devido ao fato dos fendis siringicos serem caracteristicos dos tecidos de
angiospermas. A razao C/V, definida como o somatério dos fendis cinamicos dividido
pelo somatério dos fendis vanilicos, é Gtil para discriminar o tipo de tecido, devido
aos fenois cindmicos serem caracteristicos de tecidos foliares de angiospermas. E
por ultimo, a razdo Ac/Al, definida como a relacdo entre acidos carboxilicos (Ac) e
aldeidos (Al), é indicativa do grau de decomposicdo do material vegetal devido a
decomposicao biolégica transformar os aldeidos em &cidos carboxilicos.

Deve-se salientar que a C/V também pode ser usada como indicadora de
decomposicéo, visto que os fendis cinamicos sofrem perda preferencial durante a
degradacédo biologica. As ligacOes éster que unem os fendis cindmicos a molécula
de lignina s&o facilmente rompidas pelos micro-organismos (Dittmar e Lara, 2001a).
Além disso, as razdes S/V e (Ac/Al)v podem ser indicadoras das transformacodes
fotoquimicas (Opsahl e Benner, 1998).

Embora seja considerada uma molécula resistente a degradacdao em relacao
a outras, tais como carboidratos e proteinas (Benner et al., 1990; Meyers e
Ishiwatari, 1993; Benner e Kaiser, 2011), varios processos diagenéticos podem
alterar a molécula de lignina durante a decomposicao, quando a mesma € liberada
das plantas para os solos. Apenas uma fracdo da lignina permanece no solo, o
restante € entdo remineralizado a CO, e liberado na atmosfera ou ainda
transportado através do escoamento superficial e/ou agua subterranea, tendo
importantes implicacdes para o ciclo global do carbono (Jex et al., 2014).

Do ponto de vista dos agentes diagenéticos, a degradacdo biologica da
lignina tem sido bem documentada por diversos autores (Benner et al., 1984; Benner
e Hodson, 1985; Opsahl e Benner, 1995; Tuomela et al., 2000; Filley et al., 2000;
Dittmar e Lara, 2001a; Dittmar e Lara, 2001b; Bahri et al., 2008; Kristensen et al.,
2008; Osono et al., 2011). Sabe-se que os fungos sdo 0s principais organismos a
iniciar a degradacao, através de enzimas oxidativas. Posteriormente, as bactérias
sdo consumidores secundarios. Os efeitos da degradacéo biologica podem ser
observados por alteracdes nas razdes S/V e Ac/Al (Jex et al., 2014).

Neste sentido, destaca-se 0 pouco conhecimento sobre o efeito das variaveis
fisico-quimicas na alteracdo dos fendis e razBes especificas entre cada fenol de
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lignina. Dentre os agentes abibticos, a foto-oxidagdo € um importante processo de
decomposicdo abidtica no solo (Jex et al., 2014). Trabalhos recentes vém
mostrando a fotodegradacéo nas plumas dos rios como um importante mecanismo
de alteragdo dos fendis de lignina (Lou e Xie, 2006; Feng et al., 2009; Spencer et al.,
2009). Ha trabalhos ainda que correlacionam ambos os processos, degradacéo
biolégica e foto-oxidagdo como etapas fundamentais na alteragcdo da estrutura
quimica da MOD (Opsahl e Benner, 1998; Hernes e Benner, 2003; Benner e Kaiser,
2011; Feng et al., 2011).

Tem sido descrito que a foto-oxidacéo provoca alteracdes na lignina em nivel
molecular, modificando suas propriedades fisico-quimicas (Lou e Xie, 2006),
podendo reduzir suas concentracdes, gerar novos produtos e alterar as razdes
usadas para detectar fontes (Opsahl e Benner, 1998; Hernes e Benner, 2003; Mayer
et al., 2009). Tal processo tende a aumentar a solubilidade da matéria organica
devido a reducdo do peso molecular da lignina (Opsahl e Benner, 1998; Feng et al.,
2009). Em relacdo a outros processos fisicos, como pH, temperatura, salinidade,
nao tem sido observado experimentos voltados para a alteracdo dessa molécula.

Mas jé existem trabalhos relacionando o efeito da salinidade no COD (Moll, 2011).
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2. Justificativa

O processo de decomposicdo da matéria organica € uma etapa de
fundamental importancia para o funcionamento dos ecossistemas, pois participa
diretamente dos ciclos biogeoquimicos. Um dos passos iniciais desse processo € a
lixiviagdo, a qual é responsavel pela liberagdo de compostos soluveis do material
foliar. Tal processo influencia o fluxo de CO, participando do ciclo do carbono.

Sabe-se que a exportacdo da matéria organica sustenta a cadeia tréfica
marinha. Dittmar et al. (2006) estimaram que mais de 10% do fluxo de MOD terrestre
para os oceanos sdo derivados exclusivamente de manguezais, que por sua vez
ocupam somente uma area inferior a ~1% da area dos continentes. Neste sentido, o
conhecimento dos processos que modulam a dindmica de decomposicao, incluindo
0 processo de lixiviagdo, ajudam a entender sobre quantidade e qualidade da
matéria organica que € exportada das areas costeiras para 0 ambiente marinho.

A grande maioria dos estudos relacionados a decomposicédo e alteracdo da
molécula de lignina consideram apenas os efeitos bioldgicos, pouco se sabe sobre a
degradacdo por processos fisicos. Diversos estudos tém mostrado a dindmica da
MOD nos ambientes terrestres, entretanto, pouco se sabe a respeito dos
mecanismos que regulam sua producdo. Além disso, nos ambientes como 0s
manguezais, a frequente inundacdo provocada pela maré afeta uma variedade de
parametros, dentre eles a salinidade, por isso se torna importante saber o efeito de
tal variavel sobre a liberacdo e a qualidade da MOD. Adicionalmente a salinidade
afeta diretamente a lise celular, podendo intensificar o processo de lixiviagéo.

Por fim, conhecer a taxa de lixiviacdo torna-se importante, pois a perda de
massa pode afetar interpretacdes da influéncia ambiental nas taxas de degradacéo.
Tais interpretacbes podem variar em relagéo a extensao da lixiviagdo. Vale destacar
gue esse processo tem inicio com a folha ainda presa a arvore expondo-se a

precipitacdo, sendo dificil a padronizagéo.
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3. Hipdteses

1. A salinidade exerce um efeito diferenciado na lixiviacdo das folhas das
espécies Avicennia germinans e Rhizophora mangle, promovendo diferentes
taxas de liberacdo do carbono organico assim como altera
diferenciadamente a composicéo dos fendis de lignina.

2. A existéncia de um processo de lixiviagdo diferenciado entre as espécies
definird os graus de importancia entre as espécies no fornecimento de

matéria organica dissolvida para a regido marinha adjacente.
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4. Objetivo Geral

Desenvolver experimentos especificos, com diferentes for¢cas ionicas,
simulando o inicio do processo de decomposicdo das espécies Avicennia germinans
e Rhizophora mangle do manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul, a fim de
avaliar a influéncia da salinidade na liberacdo de matéria organica nas duas

espécies e suas respectivas importancias para o ambiente estudado.

4.1 Objetivos Especificos

1) Determinar a composicdo elementar e isotopica do carbono e nitrogénio nas
folhas de Avicennia germinans e Rhizophora mangle e no lixiviado ap6s o
experimento sob diferentes salinidades;

2) Quantificar os fendis de lignina e, consequentemente, suas razdes nas folhas
de Avicennia germinans e Rhizophora mangle e no lixiviado apds o
experimento sob diferentes salinidades;

3) Estimar a perda de massa e carbono organico das folhas de Avicennia
germinans e Rhizophora mangle durante a lixiviacdo em diferentes

salinidades.

30



5. Metodologia

5.1 Area de Estudo

O estuério do rio Paraiba do Sul, localizado na costa norte do estado do Rio
de Janeiro, apresenta duas saidas, uma denominada estuario principal (EP), na
regido de Atafona, S&o Jodo da Barra e outra, o estuario secundario (ES), ao norte
da desembocadura, nas proximidades de Gargau, Sao Francisco do Itabapoana
(21°36'00" S, 41°03'00" W). Nesta regido o clima predominante é quente (com
temperatura média minima de 18° e maxima de 24°) e umido, com chuvas durante
todo o verdo. A precipitacdo média anual encontra-se entre 1.000 e 1.250 mm
(Costa 1994; DNAEE 1993). O estuario esta sob regime de micromarés, com mares
semidiurnas (Bernini, 2003). A regido é diversificada, com areas de manguezal,
restinga, brejos, bancos arenosos e lamosos, pasto, monoculturas (ex. coco, goiaba
e abacaxi) e urbanizacao (Bernini, 2008).

O manguezal que se desenvolve no estuario do rio Paraiba do Sul é
considerado o maior da regido Norte Fluminense, com aproximadamente 800 ha.
Tem sido alvo de frequentes acdes de degradacdo, como atividade extrativista de
arvores, invasao da pecuaria, urbanizacdo, obras de dragagem, entre outras. Sua
floresta € constituida pelas espécies vegetais Avicennia germinans (L.) Stearn.
(Avicenniaceae), Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. f. (Combretaceae) e
Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae). Além disso, também sao registradas as
espécies associadas Acrostichum aureum L. (Pteridaceae) e Hibiscus
pernambucensis Arruda (Malvaceae). (Bernini e Rezende, 2004; Bernini, 2008).
Estas espécies arbdéreas sao angiospermas dicotiledbneas que exibem via

fotossintética C3, sendo consideradas plantas haléfitas (Marchand et al., 2005).
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Figura 2: Localiza¢é@o da érea de estudo no manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul, Estado do
Rio de Janeiro, Brasil. O circulo vermelho representa a regido de coleta das folhas senescentes.

5.2 Desenho Amostral e Experimental

As amostras foram coletadas no manguezal de Gargau (Figura 2), situado no
estuario secundario (21°36°00°S e 41°03’00"W) por ser uma area de menor
influéncia antrépica. Nesta regido, foram coletadas, ao acaso, folhas amareladas e
senescentes com menores sinais de predacdo para evitar possiveis influéncias na
lixiviacdo. Das trés espécies que ocorrem neste manguezal, apenas Avicennia
germinans e Rhizophora mangle foram amostradas, uma vez que apresentam
caracteristicas distintas, podendo exibir diferentes respostas as condi¢des a que sao
expostas.

As folhas coletadas foram levadas ao Laboratorio de Ciéncias Ambientais
(LCA), na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), onde
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foram limpas com auxilio de um algoddo e pesadas. Uma parte das folhas foi
colocada na estufa a 70°C durante aproximadamente 72 h a fim de se estabelecer
um valor inicial para cada material foliar. Depois de seco, o material foi pesado
novamente e triturado. Outra parte das folhas, aproximadamente 10 g foi colocada
em frascos de vidro de 2 L, previamente lavados com solugdo sulfocromica,
contendo 1,8 L de solu¢des aquosas com diferentes salinidades (agua ultrapura com
adicdo de NaCl, quando necessario), considerando as situacdes onde as folhas
podem iniciar o processo de lixiviacdo. Apos o experimento tais folhas também se
sujeitaram aos procedimentos descritos anteriormente (secas, pesadas e trituradas).
A perda de massa foliar foi determinada comparando a massa das folhas néo
submetidas ao experimento com aquelas sujeitas a lixiviagdo durante os 7 dias de
experimento nos trés tratamentos (salinidade 0, 10 e 35).

A parte experimental foi desenvolvida a partir de 3 ensaios laboratoriais com
salinidade 0 (dgua fluvial), 10 (Agua estuarina) e 35 (4gua marinha), com 3 réplicas
para cada espécie em cada um destes ensaios (Figura 3). Além disso, foi realizado
um controle, sem a adicéo de folhas, nas trés salinidades a fim de verificar possiveis
concentracdes de carbono. A fim de manter a oxigenacédo adequada, borbulhadores
de agua foram mantidos mergulhados na solu¢do durante todo o experimento. Os
frascos foram cobertos com uma membrana de teflon permitindo as trocas gasosas

e evitando a entrada de qualquer material.

Controle

)

Figura 3: Esquema da incubacdo das folhas senescentes de cada espécie nos trés ensaios de
salinidade. Ag: Avicennia germinans; Rm: Rhizophora mangle.
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Optou-se por ndo usar biocidas que impedissem o0 crescimento microbiano
porque tais substancias podem influenciar a lixiviagdo abiotica (France et al., 1997).
Dessa forma, os dados representam tanto processos abidticos quanto algum
processo microbiano ndo quantificado, embora esse ndo seja considerado como a
principal fonte de liberacdo de matéria organica da serapilheira a curto prazo.

Nos intervalos 0 h, 24 h, 48 h e 7 d foram retiradas aliquotas do lixiviado onde
foram realizadas as seguintes medidas: condutividade, pH e carbono orgéanico
dissolvido (COD). Ao final do experimento (7 d), foram realizadas analises de
composicdo elementar e isotépica do carbono de nitrogénio e dos fendis de lignina
tanto das folhas quanto no lixiviado. O percentual de agua também foi calculado
para que fossem possiveis as correcdes para peso seco do material utilizado para
0s experimentos de lixiviacao.

Para fazer tais analises no material dissolvido, o lixiviado (~1,8 L) foi
devidamente filtrado em filtros de fibra de vidro GF/F (0,7 pm) previamente
preparados, limpos em forno mufla (calcinados ~300°C por 4 h). Apds a filtracdo, a
fracdo dissolvida foi acidificada a pH 2 com HCI concentrado (Merck). Em seguida,
este lixiviado-filtrado-acidificado passou por uma coluna de resina (PPL Bond Elut —
Agilent), metodologia adaptada de Dittmar et al. (2008), a fim de isolar e concentrar
a MOD. A resina em questdo é altamente polar sendo particularmente adequada
para a extracdo eficiente da MOD. Apds a passagem da amostra pela coluna foi
realizada uma extracdo por fase solida, sendo obtido um extrato com a matéria
organica dissolvida eluida em metanol. Nesse extrato foi entdo determinado a

composicdo elementar e isotépica do carbono de nitrogénio e os fendis de lignina.
5.3 Analises
5.3.1 Variaveis Fisico-quimicas

As variaveis fisico-quimicas, pH (potenciébmetro portatil Digimed DM-PV com
eletrodo de Ag/AgCI), condutividade e temperatura (Condutivimetro portatili WTW

LF96) foram determinadas a cada um dos tempos determinados (0 h, 24 h, 48 he 7

d) no momento da retirada do lixiviado dos frascos. Aproximadamente 20 mL do
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lixiviado foram retirados de cada frasco e transferidos para Becker onde as medidas

foram realizadas.

5.3.2 Determinacao do Carbono Organico Dissolvido (COD)

Aliquotas de 30 mL foram retiradas dos frascos em experimentacao e foram
armazenadas em frascos de vidro ambar contendo 5% (v/v) de H3PO,4 sendo
estocadas a 4°C em geladeira. Para estas amostras foram retiradas triplicatas
analiticas.

A determinacdo do carbono organico dissolvido (COD) foi realizada através
de um analisador de carbono total (Shimadzu, TOC-V CPH) por oxidacao catalitica
em alta temperatura (680°C) com catalisador de platina. As amostras foram
acidificadas com HCI 2N e posteriormente purgadas com ar sintético ultrapuro para
carred-las até um detector dispersivo de infravermelho. O processo de purga foi
realizado com ar sintético 5.0 durante 5 minutos. O coeficiente de variacdo das
triplicatas de uma mesma amostra foi inferior a 5%. Os valores de COD foram
expressos em mg.L™.

Toda a vidraria utilizada para essa andlise passou inicialmente por uma
lavagem com solucéo sulfocrémica, seguido por HCI 10% (~15 minutos cada) para

extracdo de possiveis contaminantes organicos.

5.3.3 Determinacdo da Composicao Elementar e Isotdpica

A determinagdo da composicdo elementar e isotdépica da matéria organica
dissolvida (lixiviado) e particulada (folhas) foi realiza em aproximadamente ~1 mg de
amostras secas e pesadas em capsulas de estanho apropriadas para cada tipo de
matriz. Para as amostras dissolvidas um volume adequado (50 - 300 pL) foi
adicionado na cépsula e posteriormente evaporado até secura sob fluxo de N; a fim
de se obter a massa necessaria descrita anteriormente.

A composicdo elementar e as razOes isotdpicas de carbono e nitrogénio
(*3c/*?C e *N/**N) foram determinadas através do equipamento Flash 2000 (Organic
Elemental Analyzer-Thermo Scientific), o qual € acoplado a interface Conflo IV e na

sequéncia ao Delta V Advantage (Isotope Ratio Mass Spectrometer, IRMS - Thermo
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Scientific) em um sistema em linha composto por um forno duplo contendo uma
coluna de oxidagcdo a 1020°C e uma coluna de redugdo a 650°C. Os gases
resultantes sdo quimicamente secos e ap0s separacdo cromatografica injetados no
espectrometro de massas através do CONFLO |V para determinacdo das razbes

isotépicas. A razéo isotopica é obtida como descrito abaixo:
8NE (y00= [(Ramostras/Rpadréo)‘l] XlOOO, (1)

onde N é o is6topo mais pesado do elemento E (carbono ou nitrogénio) e R é a
razdo do is6topo mais pesado sobre o mais leve (*C/*?C, *N/**N) desses
elementos. O padrdo para carbono é o Pee Dee Belemnite limestone (PDB) e para o
nitrogénio, o padrdo é o N, atmosférico, aos quais sdo atribuidos valores de 3“E de
0%o. A precisédo obtida através das analises das amostras em triplicatas foi: £ 0,02%o
para 5'3C e 8"°N. As amostras foram mensuradas em relacdo aos gases diéxido de
carbono e nitrogénio 5.0 analitico, calibrados em relacédo aos padrbes isotopicos de
trabalho de ureia (IVA-Meerbusch- Germany) (Kenenedy et al., 2005; Meyers, 1994).

A guantificacao elementar foi realizada utilizando-se curvas de calibracdo com
padrao fornecido pela Thermo Scientific acetanilida. Os valores foram expressos em
percentual (%), sendo a precisdo obtida com trés repeticdes, realizadas a cada 20
amostras. A reprodutibilidade analitica dentro da mesma amostra foi superior a 95%.
Os testes de exatiddao para C e N realizados com Standard OAS/isotope - Low
Organic Soil (microelemental microanalysis) foram realizados e revelaram
recuperacoes acima de 94%. O limite de deteccédo para C e N foram 0,05%, 0,02%,

respectivamente.
5.3.4 Extracao e Determinacdo dos Fenodis de Lignina

A extragdo dos fendis derivados da lignina foi realizada através da
degradacdo oxidativa das amostras em meio alcalino com Oxido cuprico, como
descrito por Hedges e Ertel (1982) adaptada por Goii e Montgomery (2000). Este
procedimento é capaz de hidrolisar a lignina em moléculas de menor peso

molecular, os fendis.
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Primeiramente, foi preparada uma solugdo de NaOH 2N (hidroxido de sédio)
purgada com N, para remover o oxigénio dissolvido da &gua, pois este interfere na
reacdo de oxidacdo. A quantidade de amostra pesada para a reacdo depende do
percentual de carbono orgéanico contido na mesma. Cada tubo no qual se procede a
reacao deve conter aproximadamente 5 mg de COrg para amostra particulada e 3
mg de CO para dissolvida. A partir disso, foi estabelecida a massa de amostra
particulada a ser pesada e foi estimado o volume do lixiviado a ser usado para a
reacao de oxidacgdao.

As amostras foram colocadas em tubos para micro-ondas contendo 500 mg
de CuO (6xido cuprico) e 50 mg de Fe(NH4)2(S04)2*6H,0 (sulfato ferroso amoniacal
hexahidratado). Os tubos foram colocados dentro de uma camara estanque com
luvas (tipo glovebox) com um fluxo de N, durante aproximadamente 12 horas a fim
de se eliminar o O, dentro desta camara. A solucdo de NaOH borbulhado em N,
também foi colocada dentro da camara para sua adicdo nos tubos contendo a
amostra. E em cada tudo foi colocado um agitador magnético. Apés o periodo de 12
horas foi adicionado, ~15 mL de NaOH nos tubos e estes foram fechados. Os tubos
foram colocados em um carrossel instalado no micro-ondas (CEM Corporation,
MARS Xpress). O tempo de oxidagéo engloba 8 minutos de rampa de aquecimento,
90 minutos de oxidacdo a temperatura de 150°C e 25 minutos de resfriamento.
Apoés a oxidacado catalitica, os tubos foram removidos do micro-ondas sendo seus
conteudos transferidos para tubos de centrifuga (50 mL) e 100 pL de padrao interno
(etilvanilina e acido trans-cindmico) foram adicionadas em cada frasco. Os tubos
foram centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos para separar 0s solidos
(amostra+CuO) do hidrolisado. O sobrenadante foi decantado em tubos de 50 mL e
esta etapa foi repetida duas vez apoés a adicdo de ~5 mL de NaOH 2N em cada tubo
de centrifuga.

Apo6s o que, foi adicionado HCI concentrado em cada hidrolisado até
obtermos pH ~1. Depois da acidificacdo, adicionou-se 10 mL de acetato de etila. Os
tubos foram agitados separando o conteido em duas fases. A fase orgéanica foi
transferida para um segundo tubo com auxilio de uma pipeta Pasteur. As amostras
foram filtradas utilizando & de vidro e NaSO, (sulfato de so6dio) e apds este
procedimento foi concentrada em rotavapor até a obtengcdo de aproximadamente 1
mL, transferidas para frascos ambar de 2 mL e entédo, evaporadas com N, até secar
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completamente. O extrato foi diluido em piridina e nesta etapa 50 uL do padrdo de
recuperacgédo (4cido 3,4-dimetoxibenzoico) foi adicionado nos frascos.

Antes da injecdo no cromatégrafo, foi adicionado aos frascos de 2 mL um
volume conhecido de amostra (150 pL), um volume equivalente do derivatizador
BSTFA + 1% TCMS (150 pL) e priridina (150 pL). Os frascos foram previamente
agitados manualmente, aquecidos por 1 hora a 75 °C, sendo que no intervalo do
aguecimento outra agitacdo se procedeu.

Cerca de 1 pL da amostra derivatizada foi injetada para a analise dos fendis
de lignina. A injecdo foi feita em um cromatdégrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massa (CG-MS 2010 Plus Shimadzu). A coluna capilar empregada
foi a Rtx — BMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). A injecdo da amostra foi feita em
injetor sem divisao de fluxo (splitless). A temperatura inicial do forno do cromatégrafo
foi ajustada em 100° C, elevando-se a uma taxa de 4° C min™ até 260° C. Apds
atingir esta temperatura, a taxa de elevacgéo passou a ser de 10° C min™* até 300° C,
permanecendo nesta temperatura durante 10 minutos. Os valores foram
normalizados pelo teor de carbono organico, sendo os resultados expressos em
mg/100mgCO.

5.3.5 Estatistica

Inicialmente, foi feita uma analise descritiva (média e desvio padrdo) dos
todos os dados apresentados. A andlise de variancia fatorial (ANOVA) foi usada
para determinar o efeito das diferentes salinidades, tempo de experimento e
espécies em todas as medidas realizadas no presente estudo. Posteriormente,
guando necessario, foi utilizado o teste post-hoc Tukey para comparacdes multiplas,
uma vez que esse tem a capacidade de detectar pequenas diferencas significativas
(zar, 1996). As analises foram realizadas através do programa STATISTICA 8.0. Os

valores foram considerados significativos para p <0,05.
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6. Resultados

6.1 Variaveis Fisico-Quimicas

As variaveis fisico-quimicas foram medidas nos lixiviados em intervalos
regulares de tempo durante o experimento e sdo apresentados a seguir. Os valores
de condutividade elétrica podem ser visualizados na Tabela 1. Os resultados
apresentaram um aumento significativo no final do experimento (168h) em relacéo
aos valores iniciais (Oh) no tratamento com salinidade O para ambas as espécies
(p<0,01). Nos demais tratamentos (salinidades 10 e 35) apenas em A. germinans
mostrou um aumento significativo no valor da condutividade. Além disso, houve
diferenca estatistica entre as espécies no tratamento com salinidade 0 em qualquer

tempo.

Tabela 1: Valores de Condutividade Elétrica (uS.cm™) medidos nos intervalos de tempos (0Oh, 24h,
48h e 168h) nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para o controle e as espécies A. germinans
e R. mangle (n=3, desvio padrdo < 10%). Letras mailsculas distintas mostram diferencas
significativas considerando o controle e as espécies em uma mesma salinidade e letras mindsculas
distintas indicam diferengas significativas considerando o intervalo de tempo em uma salinidade
dentro da mesma espécie (p<0,05).

Espécie Salinidade Inicial (Oh) 24h 48h 168h
o* 28 2° 82 122
Controle 10* 17420*  17480* 17550 175632
35% 54000  54467% 54400% 54750%
0° 162 40° 88° 460°
A. germinans 10”8 16807% 16737  17480%° 18000°
35° 50750  51800% 53433% 54700°
0 3? 152 362 212°
R. mangle 10° 16617  16807% 17137* 176132
35”8 53200  51700* 53733% 55750%

Os valores de pH podem ser vistos na Tabela 2. De modo geral, o controle
apresentou maiores valores de pH para as duas espécies, sendo observadas
diferencas estatisticas (p<0,001). Para A. germinans, em qualquer salinidade

testada, os valores finais de pH foram significativamente maiores que 0s iniciais
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(p<0,01), sendo que na salinidade 35 esse aumento € menos evidente. Para R.

mangle, independente da salinidade, ndo se observa aumento nos valores de pH.

Tabela 2: Valores de pH medidos nos intervalos de tempos (Oh, 24h, 48h e 168h) nos trés
tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para o controle e as espécies A. germinans e R. mangle (n=3,
desvio padrao < 10%). Letras mailsculas distintas mostram diferencas significativas considerando o
controle e as espécies em uma mesma salinidade e letras mindsculas distintas indicam diferencas
significativas considerando o intervalo de tempo em uma salinidade dentro da mesma espécie
(p<0,05).

Espécie Salinidade Inicial (Oh) 24h 48h 168h
ot 7,462 7,882 7,25 6,977
Controle 10% 7,09° 7,21% 797" 6,80
35* 5,392 7,88 7,10° 7,22°
0° 4,332 4,08 6,05 7,40°
A.germinans  10° 3,847 4,62°° 533" 6,94
358 5,08° 480° 497 657°
0° 5,162 428% 582% 6,30%
R. mangle 108 4,96° 503 5,13 5,31°
35¢ 4,86° 4,62° 4,98 5107

A temperatura de cada frasco também foi aferida e variou de 21,3 a 24,8°C.
Esses valores encontram-se dentro da faixa de varia¢do da regido na qual as folhas

para o experimento foram coletadas, que possui média anual de 23°C.

6.2 Perda de Massa e Carbono Organico Dissolvido

A perda de massa foliar (Figura 4) diferiu estatisticamente entre as espécies
(p<0,01). Observa-se claramente uma maior perda de massa foliar para A.
germinans, principalmente nos tratamentos com salinidade 0 e 10. A maior perda de
massa ocorreu no tratamento com salinidade 0 (agua ultrapura somente), tanto para
A. germinans quanto em R. mangle, 29,6 £ 2,4% e 14,2 + 10,1%, respectivamente.
Apesar de nao ter sido verificada diferencas estatisticas entre os tratamentos para
ambas as espécies, observa-se uma menor perda de massa foliar no tratamento de

maior salinidade (35).
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Figura 4: Perda de Massa Foliar (%) ao final do experimento de lixiviacdo nos trés tratamentos
(salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuario do rio
Paraiba do Sul (n=3, barras indicam desvio padrdo). Letras minUsculas distintas indicam diferencas
significativas entre espécies.

A concentracdo de carbono orgéanico dissolvido (COD) liberado ao longo do
experimento € mostrada na Figura 5. Nado houve diferencas significativas entre as
salinidades testadas, ou seja, a liberagcdo de COD foi independente da forca ibnica
para as duas espécies. No entanto, ao se comparar as espécies € possivel observar
gque R. mangle apresenta uma menor quantidade de carbono lixiviado, diferindo

estatisticamente de A. germinans (p<0,001).
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Figura 5: Concentragéo (mg.L"l) de Carbono Orgénico Dissolvido (COD) no lixiviado ao longo do
periodo de incubacgdo nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans (a)
e R. mangle (b) do manguezal do estuéario do rio Paraiba do Sul (n=3, barras indicam desvio padréo).
Letras minuUsculas distintas indicam diferengas significativas entre os intervalos de tempo.
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As concentragdes de COD aumentaram cerca de duas ordens de grandeza
em apenas uma semana de lixiviagao foliar. Ao final do experimento o total de COD
liberado das folhas de R. mangle (~ 50 mg.L™ COD) foi de cerca de 4 vezes menor
que A. germinans (~ 210 mg.L COD), sendo estas diferencas significativas
(p<0,001), evidenciando a menor contribuicio de R. mangle para o COD. Vale
ressaltar que os valores de COD no tempo Oh, ou seja, no momento exato da adi¢ao
de folhas na solucdo, também foram medidos. No entanto, tais valores variaram de 0O
a 0,02 mg.L* COD, demonstrando haver uma concentracdo insignificante de
carbono organico na solugéo.

No experimento controle também foi aferido o COD e o incremento nos
valores de COD ao longo do experimento controle. Ao final de 168h foi verificada
uma concentracdo de ~ 2 mg.L™ COD. Tais valores ndo se mostram relevantes
quando comparado aos valores encontrados nos lixiviados foliares das duas
espécies.

A fim de estimar a real perda de massa de carbono foliar foi feito o balanco de
massa (Figura 6) tanto do que foi perdido pela folha, considerando seu peso seco
inicial e final, e o teor de carbono (%), quanto do lixiviado, determinado a partir da
concentracdo de COD. A menor perda de massa de carbono ocorreu na maior
salinidade (35), mas nenhuma diferenca estatistica foi verificada para ambas as
espécies. Comparando-se as espécies, nenhuma diferengca estatistica foi
encontrada, apesar de nos tratamentos de salinidade 0 e 10, A. germinans mostrar
uma tendéncia de maior liberagado de carbono em relacdo a R. mangle. Por sua vez,
no tratamento de salinidade 35 as espécies exibem valores semelhantes.

Ao analisar o balango de massa do lixiviado, verifica-se que nao ha diferenca
estatistica na liberacao de carbono em fungao da salinidade, ou seja, independente
da salinidade a liberagao de carbono foi a mesma em ambas as espécies. Entre as
espécies, contudo, observa-se diferenca estatistica, com A. germinans exibindo
maior lixiviagdo em comparagao a R. mangle, assim como observado anteriormente
para os valores COD. Entretanto, quando se compara a massa foliar de carbono
organico perdido pela folha com o carbono determinado no lixiviado nota-se que ha

uma perda de carbono.
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Figura 6: Estimativa da liberac&o de carbono (%) com base no balanco de massa a folha (a) e para o
lixiviado (b) apés o periodo de incubacéo (168h) nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as
espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul (n=3, barras
indicam desvio padréo).

A Area Foliar Especifica (AFE) também foi calculada para cada espécie a fim
de verificar possiveis diferengcas entre as mesmas. No entanto, os valores ndo
diferiram estatisticamente (ANOVA OneWay), para a A. germinans o valor observado

foi de 61 + 7 cm®.g™* e para R. mangle, 59 + 7 cm?.g™~.
6.3 Composicao Elementar e Isotopica

O teor de carbono e nitrogénio (%) e a razdo atdbmica (C/N)a, medidos nas
folhas antes e apds o experimento de lixiviacdo sdo mostrados na Figura 7. O teor
de carbono para ambas as espécies se comportou de maneira semelhante no
decorrer do experimento. O teor de carbono foi menor nas folhas de R. mangle em
comparacao a A. germinans (p<0,05), variando de 44,8-47,4% e de 46,8-50,7%,
respectivamente. Vale ressaltar que para todas as variaveis apresentadas na Figura
7 houve diferenca significativa entre as espécies (p<0,05).

Em principio, o teor de carbono no tratamento com salinidade 0 foi maior que
no tratamento 35 (p<0,05) ao final do experimento. A. germinans apresentou 0sS
maiores valores de teor de carbono nos tratamentos com salinidade 0 (50,7 £ 0,3%)
e 10 (49,3 + 2,3%) ao final do experimento, e R. mangle mostrou 0 menor valor no
tratamento com salinidade 35 (44,8 + 1,6%). Apesar de haver diferenca estatistica

entre as espécies e os tratamentos, ndo houve diferencas quando os dois fatores
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(espécie e salinidade) foram considerados em conjunto, ou seja, um fator independe

do outro.
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Figura 7: Teor de carbono orgéanico (%) (a) e (b), nitrogénio total (%) (c) e (d) e razdo (C/N)a (e) e ()
das folhas, inicial e final, e do lixiviado apds o periodo de incubacgéo nos trés tratamentos (salinidades
0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuéario do rio Paraiba do
Sul (n=3, barras indicam desvio padrdo). Letras mindsculas distintas indicam diferencgas significativas
entre os tratamentos (salinidades).

Os valores do teor de carbono nos lixiviados apds o experimento de lixiviagao

também foram medidos (Figura 7 b). Entretanto, diferente do observado nas folhas,

o lixiviado de A. germinans apresentou menores valores de teor de carbono em

comparacao com R. mangle, variando de 39,0-46,2%, e tais valores foram menores
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em relacdo ao determinado em suas folhas (p<0,01). Em contrapartida, os valores
de teor de carbono medidos no lixiviado de R. mangle (44,8-48,5%) nao diferiram
estatisticamente daqueles determinados em suas folhas. Destaca-se que ndao houve
diferencas estatisticas entre as diferentes salinidades testadas para o teor de
carbono do lixiviado, porém os lixiviados das duas espécies diferiram
estatisticamente (p<0,05).

Em relacdo ao teor de nitrogénio medido nas folhas (Figura 7 c), foi verificada
diferenga estatistica (p<0,05) entre os valores iniciais (folhas ndo submetidas a
lixiviagdo) e as folhas submetidas aos diferentes tratamentos (salinidade 0, 10 e 35).
Ao se comparar as espécies, verifica-se que R. mangle apresenta valores inferiores
aos de A. germinans em todas as ocasifes (incial e experimento), com p
extremamente significante (<0,001). Apos o experimento, as folhas de A. germinans
apresentaram valores de nitrogénio proximo a 1% e R. mangle ~ 0,69%.

Os valores de teor de nitrogénio nos lixiviados (Figura 7 d) foram menores em
relacdo aos determinados nas folhas (p<0,001). E assim como verificado nas folhas,
A. germinans apresenta valores superiores aos de R. mangle (p<0,001). Nos
lixiviados a salinidade, assim como visto anteriormente nas folhas, parece também
nao interferir no teor de nitrogénio, pois nenhuma diferenca estatistica foi encontrada
nos diferentes tratamentos.

Os valores de razdo (C/N)a podem ser obsevados na Figura 7(e) e (f). Para A.
germinans os valores variaram de 56 a 70 e em R. mangle foram observados
valores entre 77 e 86. Deve-se destacar que os maiores valores para ambas as
espécies foram determinados na folha ndo submetida a lixiviacdo. Para ambas as
espécies, a razédo (C/N)a foi significativamente maior no lixiviado (p<0,001).Tantos
nas folhas quanto nos lixiviados, a razdo (C/N)a diferiu estatisticamente entre as
espécies, com R. mangle apresentando os maiores valores. E, novamente, ndo se
observa diferencas em funcao do tratamento (salinidade 0, 10 e 35).

Os valores da composicdo isotépica do carbono (5'°C) encontrados no
presente estudo e sua variagdo em funcédo da lixiviagdo pode ser observada na
Figura 8(a) e (b). As espécies diferiram estatisticamente (p<0,001), com A.
germinans apresentando valores mais pesados (-27,2 a -25,4%o), indicando uma
matéria organica mais enriquecida em C** comparado a R. mangle (-29,7 a -28,5%o),

tanto para os valores determinados nas folhas quanto nos lixiviados.
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As folhas iniciais de A. germinans, ndo submetidas a lixiviagdo, diferiram
estatisticamente (p<0,001) das folhas sujeitas a lixiviacdo nas trés salinidades
testadas. Sendo assim, percebe-se que ap6s a lixiviacdo, independente da
salinidade, ha um leve enriquecimento foliar nesta espécie. Em contrapartida, ndo se
observa variacdo na composicao isotopica do carbono nas folhas de R. mangle. Os
valores do lixiviado foram mais leves do que os da folha (p<0,01) e ndo variaram em

funcdo da salinidade para ambas as espécies.
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Figura 8: Composicéo isotopica do carbono (%) [(a) e (b)] e do nitrogénio (%) [(c) e (d)] da folha,
inicial e final, e do lixiviado apds o periodo de incubacao nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35)
para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul (n=3,
barras indicam desvio padréo). Letras mindsculas distintas indicam diferengas significativas entre os
tratamentos (salinidades).

Assim como para carbono, a composicdo isotépica do nitrogénio (8*°N) foi
significativamente diferente entre as espécies (p<0,001) nas folhas e lixiviados,
sendo verificados os maiores valores em A. germinans (Figura 8 ¢ e d). Também néo
houve variagdo em funcdo das salinidades. Para A. germinans ndo se verifica
diferenca estatistica entre folha e lixiviado, os valores variaram de 4,13 a 5,32%.. Em
R. mangle, o lixiviado na salinidade 35 apresentou o menor valor (0,56%o) diferindo
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estatisticamente dos demais (p<0,001). Por fim, de modo geral, a salinidade, assim
como a lixiviacdo, parecem nao afetar os valores de composi¢cao isotopica, as

variacfes observadas sao atribuidas a diferencas caracteristicas de cada espécie.

6.4 Fendis de Lignina

O efeito da lixiviacdo e dos tratamentos nos trés principais grupos (Siringico,
Vanilico e Cinamico) de fendis de lignina pode ser observado na Figura 9, assim
como o somatorio dos fendis (A8), utilizado usualmente como indicador do teor de
lignina. Todos os rendimentos fenolicos foram normalizados em relacdo ao teor de
carbono organico das amostras. E para todas as variaveis analisadas houve
diferenca significativa entre as espécies (p<0,05).

Em linhas gerais, A. germinans exibe maior concentragdo de lignina em
comparacdo com R. mangle. Os grupos fendlicos (S, V e C) assim como 0 A8,
diferiram estatisticamente entre essas espécies (p<0,001) tanto na folha (inicial e
final) quanto no lixiviado (Figura 9). Ao contrastar os valores determinados nas
folhas apds o experimento sob os diferentes tratamentos com os valores detectados
no lixiviado, observa-se diferenca estatistica para ambas as espécies, com maiores
valores no lixiviado (p<0,001).

Em relagdo aos diferentes tratamentos (salinidade 0, 10 e 35), no entanto,
ndo foi observada diferenca estatistica, para ambas as espécies, ou seja, as
diferentes salinidades nas quais as folhas foram submetidas a lixiviagdo ndo foram
capazes de alterar o teor de lignina das mesmas. E ainda, considerando as analises
nos lixiviados, para o A8, assim como para o0s grupos S, V e C, nao foi verificada
diferencas estatisticas entre os tratamentos em qualquer espécie. O A8 para A.
germinans no lixiviado foi de 8,8 mg.100 mg CO™, e 4,0 mg.100 mg CO™ para R.

mangle (valores médios dos trés tratamentos).
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Figura 9: Concentracéo (mg.100 mg CO™) dos fendis siringicos (S), vanilicos (V), cinamicos (C)
e total de fendis de lignina (A8) da folha, inicial e final, e do lixiviado ap6s o periodo de incubacao
nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do
manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul (n=3, barras indicam desvio padrdo). Letras mindsculas
distintas indicam diferencas significativas considerando a variacdo observada em cada parametro (A8,
S, V e C) ao longo do gradiente de salinidade por espécie.

A partir dos grupos fendlicos exibidos acima, sédo calculadas diversas razées
indicativas da origem, tipo e ainda, nivel de degradacdo do material vegetal (Hedges
e Mann, 1979; Hedges e Ertel, 1982). Na Figura 10 € possivel observar os valores
das razdes S/V e C/V, usadas para distincdo taxonémica e discriminacéo do tipo de
tecido, respectivamente.

Os valores da razédo S/V determinados nas folhas foram semelhantes para as
duas espécies em qualquer tratamento, ndo diferindo estatisticamente. Tais valores
variaram de 1,30 a 2,56 para A. germinans e 2,00 a 2,31 em R. mangle. A menor
razdo foi observada nas folhas de A. germinans ndo submetidas a lixiviagdo (1,30)
diferindo estatisticamente (p<0,001) das demais. Diferemente das folhas, no lixiviado
a razao S/V diferiu entre as espécies com p<0,05. No lixiviado tais valores foram
significativamente menores (p<0,001) em relacao as folhas, sendo observada a faixa
de valores de 1,34 a 1,40 e 1,26 a 1,71 para A. germinans e R. mangle,

respectivamente. No lixiviado, em relagdo ao tratamento, ndo se verifica de modo

48



geral nenhum efeito da salinidade, com os valores sendo de certa forma

homogéneos.
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Figura 10: Razbes S/V e C/V da folha, inicial e final, e do lixiviado ap6s o periodo de incubagédo nos
trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal
do estuério do rio Paraiba do Sul (n=3, barras indicam desvio padrdo). Letras minUsculas distintas
indicam diferencas significativas considerando a variagdo observada na razdo S/V e mailsculas na
razdo C/V ao longo do gradiente de salinidade por espécie.

No que diz respeito a razdo C/V, os valores se mostraram mais variaveis. Os
valores encontrados nas folhas diferiram (p<0,01) entre as espécies e o tratamento.
As folhas de R. mangle (1,31-3,52) apresentaram 0s maiores valores apos a
lixiviagdo em relacdo a A. germinans (1,00-1,35). Desta vez, A. germinans se
mostrou mais estavel, ndo sendo observadas diferencas das folhas submetidas ou
nao a lixiviagdo (qualquer tratamento). No entanto, para R. mangle pode-se destacar
as folhas lixiviadas com o tratamento de salinidade 0 (3,52) apresentando o maior
valor, diferindo das demais (p<0,001). Além disso, as folhas ndo submetidas a
lixiviacdo diferiram dos tratamentos O e 10.

No lixiviado, por sua vez, as espécies diferiram entre si (p<0,01), com R.
mangle apresentando os maiores valores, assim como nas folhas. Novamente, A.
germinans nao exibe diferengas entre os tratamentos. Do mesmo modo, para R.

mangle, os valores da razdo C/V também n&o parecem ser influenciados pelas
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diferentes salinidades. No entanto, os valores do lixiviado foram relativamente
menores do que os das folhas, com diferenca significativamente (p<0,001) para o
tratamento com salinidade 0 de R. mangle.

As razbes Ac/Al tem sido utilizadas para inferéncias quanto ao nivel de
degradacdo da MO. Na Figura 11 € mostrada a variacao da razdo Ac/Al (V e S) em
funcdo da lixiviagdo. A razéo (Ac/Al)v ndo diferiu entre as espécies, com os valores
de A. germinans bem homogénos (0,17-0,18) e os valores de R. mangle variando de
0,10 a 0,37. Destanca-se as folhas de R. mangle ndo submetidas a lixiviagao por

apresentarem o maior valor, diferindo estatisticamente dos outros (p<0,001).
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Figura 11: Razdes (Ac/Al)v e (Ac/Al)s do material particulado/folha, inicial e final, e dissolvido/lixiviado
ap6s o periodo de incubagdo nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A.
germinans e R. mangle do manguezal do estudrio do rio Paraiba do Sul (n=3, barras indicam desvio
padrdo). Letras mindsculas distintas indicam diferencas significativas considerando a variacdo
observada na raz&o (Ac/Al)v e mailsculas na razdo (Ac/Al)s ao longo do gradiente de salinidade por
espécie.

No lixiviado, por outro lado, os valores da razdo (Ac/Al)v diferiram entre as
espécies (p<0,001), com R. mangle exibindo os maiores valores (0,40-0,86) em
relacdo a A. germinans (0,21-0,27), sem mostrar diferengas entre os tratamentos. A
nao ser em relacdo ao tratamento com salinidade 35 que diferiu do tratamento 10

para R. mangle, exibindo menor valor (0,40). Comparando os valores das folhas
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submetidas a lixiviacdo com o determinado no lixiviado, as folhas de A. germinans
tiveram menores valores em relagdo ao lixiviado (p<0,05) nos tratamentos com
salinidade 10 e 35. No entanto, esse padrdo foi observado para R. mangle no
tratamento O.

A razéo (Ac/Al)s foi maior nas folhas de A. germinans em relacéo as folhas de
R. mangle (p<0,001). Os valores variaram de 0,12 a 0,16 e 0,06 a 0,16 para A.
germinans e R. mangle, respectivamente. O maior valor observado para R. mangle,
foi determinado na folha ndo submetida a lixiviacdo (0,16), apos a lixivicdo ha um
tendéncia de diminuicdo da razdo, porém sem diferenca estatistica. Para A.
germinans também ndo ha variacdo, e os valores permaneceram ainda mais
homogéneos.

No lixiviado, os valores da razdo (Ac/Al)s foram maiores em A. germinans,
porém mais uma vez ndo exibe efeito dos diferentes tratamentos. Comparando os
valores determinados nas folhas com seus respectivos no lixiviado, apenas R.
mangle na salinidade O exibe diferenca estatistica (p<0,05). O valor do lixiviado
(0,13) para essa espécie foi maior em relacdo a folha (0,06). Os dados referentes

aos fendis de lignina podem ser visualizados no anexo IV e V desta dissertacao.
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7. Discussao

7.1 Lixiviacdo da MOD

Neste estudo observa-se claramente que uma grande quantidade de carbono
na forma dissolvida € liberada da vegetacdo. Isso evidencia a importancia das
plantas de manguezal como fontes de carbono (Wang et al., 2014). Acompanhado a
isso, também se verifica grandes perdas de massa da vegetacdo exposta a
lixiviagdo. A répida perda de massa inicial € atribuida a simples lixiviagdo de
substéancias organicas e inorganicas hidrolisaveis (Rice e Tenore, 1981).

Trabalhos classicos (Rice e Tenore, 1981; Twilley et al., 1986; Benner et al.,
1990; Ibrahima et al., 1995; France et al., 1997) e a literatura contemporanea
(Pokharel e Obrist, 2011; Moll, 2011; Wang et al., 2014) vém mostrando tal efeito da
lixiviacdo na perda de massa das folhas, porém as diferencas metodoldgicas,
incluindo o tempo de incubacéo e a solu¢cdo aquosa usada, assim como a omissao
de algumas importantes informacfes metodolégicas, ndo permitem uma
padronizacao, podendo ser responsavel pela variacdo dos resultados encontrados
(Tabela 3).

No presente estudo, independente da salinidade, em apenas uma semana
verificou-se a perda de massa de 6 a 30%, com A. germinans apresentando
claramente uma maior perda de massa foliar. Ja tem sido descrito, em experimentos
de campo, que essa espécie € mais suscetivel a decomposi¢cdo de modo geral
(Twilley et al., 1986; Matos, 2007; Lima, 2013). A perda de massa pode indicar uma
alta proporcdo de compostos facilmente solubilizaveis em &gua (Chale, 1993).
Estima-se que a lixiviagdo possa contribuir para cerca de 47% da perda de massa, e

0s 53% restantes seja atribuido a fragmentagcédo (Cummins et al., 1972).
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Tabela 3: Comparacéo da Perda de massa (%) sob diferentes metodologias. Os valores do presente estudo expressam a faixa de variacéo nos trés
tratamentos (salinidade 0, 10 e 35) ao final do experimento (n=3).

Fonte de

Massa Total

Massa Volume agua Tempo Espécie Perdida (%) Referéncia
Ultrapura Avicennia germinans 13-30
10g 18L com NaCl 7 dias Este estudo
(0,10 e 35) Rhizophora mangle 6-14
Gracilaria foliifera, Hypnea
musciformis, Spatoglossum
Marinha - 5, 10, 25, schroederi, Sargassum filapenndula .
10g 610 L* . 50, 100 e ] ; ' 20-65 Rice e Tenore, 1981
filtrada . Sapartina alterniflora, R. mangle, A.
150 dias ) . .
germinans, Thalassia testudinum e
Syringodium filiform
6889 500 mL mtar‘ggga T 2824€% 2 mangle e A. germinans 35.89 Twilley et al., 1986
. R. mangle (folhas verdes, alaranjadas 21 (folhas
- 300 mL Destilada 20 horas ar.‘narelas marrons) ' ' senescentes Benner et al., 1990
’ amarelas)
1lg 100 mL Destilada 98 dias Avicennia marina 40 Chale, 1993
16 24 72 Castanea sativa, Fagus sylvatica,
59 1L Destilada 1’68’e 2’40 ’ Querpus pubesceng, Quercus 50-80 Ibrahima et al., 1995
horas coccifera, Quercus ilex, Cistus o

monspeliensis e Pinus halepensis
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10g 100 mL
509 1L

1 250 mL
unidade

30g 15 mL
1 400 mL
unidade

Destilada

Deionizada

Marinha -
filtrada

Ultrapura

Marinha -
artificial (O,
10,20e 30
g.L™")

1,7, 14, 21
e 28 dias

1 hora

1,2,5,10e
21 dias

18 meses

10
segundos a
30 dias

Mix de folhas e tecido lenhoso de
deciduas e coniferas

Abies lasiocar, Acomastylis rossii,
Deschampsia cespitosa, Caryocar
costaricense e Hieronyma
alchorneoides (Folhas picadas)

R. mangle

Floresta decidua mista, floresta de
alamo, pinheiro e carvalho

Aegiceras corniculatum , Avicennia
marina, Bruguiera gymnorrhiza ,

6-18

<1-2

30

5-31

Ceriops tagal , Rhizophora apiculata e 11-40

Sonneratia caseolaris; Acanthus
ilicifolius e Derris trifoliate

France et al., 1997

Cleveland et al., 2004

Davis Il e Childers,
2007

Pokharel e Obirist,
2011

Moll, 2011

* frascos inseridos em um tanque.
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Os valores observados neste estudo encontram-se dentro da faixa relatada na
literatura, apesar das diferencas metodolégicas, como pode ser observado na
Tabela 3. Rice e Tenore (1981), em um trabalho realizado com as mesmas espécies
estudadas no presente trabalho, verificou uma perda em torno de 20% da massa
seca original em 150 dias de experimento. Por outro lado, Twilley et al. (1986),
encontrou perda de massa apos 148 dias para A. germinans de 79-89% e 35-54%
para R. mangle, e neste caso de forma similar ao presente estudo, A. germinans se
mostra mais suscetivel.

Outros trabalhos utilizaram apenas R. mangle em seus experimentos, tais
como o de Benner et al. (1990), que verificaram a perda de massa seca para folhas
senescentes amareladas de R. mangle em torno 20,6% durante a lixiviagdo, em
apenas 20h. Ha também o de Davis lll e Childers (2007), no qual a perda de massa
de R. mangle por processos abibticos foi de aproximadamente 18% em apenas 2
dias.

Outros autores utilizando espécies do mesmo género também encontraram
valores semelhantes. Chale (1993), em apenas 24h de experimento de lixiviacdo
verificou a perda de massa em Avicennia marina de 18%, ap0s essa perda inicial a
degradacéo foi mais lenta, com perda de 40% em 80 dias. Em contrapartida, Moll
(2011) constatou a perda de massa para essa mesma espécie no mesmo periodo de
tempo em torno de 14%, e 36% apds 30 dias. Wafar et al. (1997) verificou maior
perda de massa para Avicennia officinalis, com a constante de decomposicao de 4-5
vezes maior em comparacdo a Rhizophora mucronata e Rhizophora apiculata.

Tem-se ainda trabalhos com espécies arboéreas florestais, como Ibrahima et
al., (1995), que observaram, ap0s uma semana de imersdo em agua, perda de 7-
15% de da massa inicial da serapilheira, em se tratando de coniferas e deciduas.
Outros autores (France et al., 1997; Cleveland et al.,, 2004; Kalbitz et al., 2006;
Pokharel e Obrist, 2011; Klotzbucher et al., 2011a; Steele e Aintkenhead-Peterson,
2013) também relatam perda de massa e/ou carbono em experimentos de lixiviagao
usando diversas espécies florestais. Sem contar os autores (Rice e Tenore, 1981;
Maie et al., 2006; Wang et al., 2014) que realizaram experimentos com espécies
tipicas de marismas, os quais sdao ambientes semelhantes aos manguezais por

estarem sujeitos a inundagao, como pode ser observado na Tabela 3.
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Os experimentos desses trabalhos mostraram uma ampla variagdo em
relacdo ao tempo de lixiviagdo, podendo chegar em até 5 meses de incubacéo.
Entretanto, tem sido visto que o processo de lixiviacdo tem importancia ainda nas
primeiras semanas. Rice e Tenore (1981) ja descrevem que o0s 10 primeiros dias sao
essenciais para os efeitos de lixiviagdo, ndo sendo necesséario, portanto,
experimentos em maior periodo de tempo.

Além do efeito da lixiviacdo na perda de massa foliar, alguns estudos vém
mostrando que a salinidade também pode influenciar na quantidade de MOD
liberada (Davis Il e Childers, 2007; Steinke et al., 1993 e Lush e Hynes, 1973 apud
Moll, 2011; Steele e Aitkenhead-Peterson, 2013). No modelo conceitual classico de
decomposicdo da serapilheira, a lixiviacdo e a decomposicdo sdo controladas por
processos microbianos e nenhuma consideracéo € dada as caracteristicas quimicas
do meio no qual ocorre a lixiviacdo. Entretanto, a quimica da solucdo a qual a
vegetacdo € exposta tem efeito na quantidade de carbono que é lixiviado como
documentado por Steele e Aitkenhead-Peterson (2013).

Em se tratando de manguezais, torna-se interessante verificar os efeitos da
lixiviagdo em virtude da salinidade, visto que esses ambientes estdo sujeitos a
alteragcbes da mesma, baseado na amplitude de maré, aumento do nivel dos
oceanos, além de alteragbes na vazédo do rio. Alguns estudos sugerem que ha uma
diminuicdo do processo de lixiviagdo devido ao aumento da concentracdo de ions
salinos (Davis Il e Childers, 2007; Green et al., 2009; Steinke et al., 1993 e Lush e
Hynes, 1973 apud Moll, 2011). Em contrapartida, Steele e Aitkenhead-Peterson
(2013) acreditam que a exposi¢ao ao sal pode ser favoravel a lixiviagdo da MO.

No presente estudo, apesar da tendéncia de maior perda de massa nas
menores salinidades, a for¢a ibnica ndo contribuiu para o0 aumento de perda de
massa foliar. Entretanto, Steinke et al., 1993 (apud Moll, 2011) verificaram maior
diminuicdo na massa seca de A. marina na agua com salinidade 16 em comparacao
com a 32. Em um estudo com R. mangle, Davis Ill e Childers (2007) observaram que
a porcentagem de massa seca remanescente devido a lixiviagdo, considerando
apenas o processo abiodtico, foi maior na agua com salinidade 16 em relacdo a agua
doce.

Além da perda de massa também é evidente a perda de carbono. A maior
parte do carbono liberado via lixiviagdo esta na forma de carboidratos e proteinas

56



(Wang et al., 2014). Neste estudo, a liberacdo de carbono compreende cerca de
50% da massa foliar perdida, mostrando que outros elementos também contribuem
para essa perda inicial de massa, como por exemplo, P, K, Ca, Mg e Mn (Tam et al.,
1990, Chale, 1993, Davis Il e Childers, 2007). Cummins et al. (1972) verificou que
compostos de nitrogénio organico dissolvido foram rapidamente lixiviados das
folhas, contribuindo para a perda de massa.

Outros trabalhos também indicam perda de outros elementos além do
carbono. Em um experimento de 10 dias realizado por Ibrahima et al. (1995) com
espécies de deciduas, o carbono contribuiu para cerca de 50-80% da perda de
massa. No entanto, no estudo realizado por Davis Ill e Childers (2007), a perda de
carbono contribuiu apenas para uma pequena porcentagem (<5%) da perda de
massa no primeiro dia do experimento com R. mangle, periodo no qual houver maior
perda de massa. Nesse mesmo experimento apls trés semanas, a perda de
carbono contribui para 30% da perda de massa devido a lixiviacdo em folhas de R.
mangle.

A perda de carbono acompanha a perda de massa (os valores de perda de
massa e carbono podem ser visto no anexo Il deste documento). Novamente, os
valores encontrados estdo de acordo com a literatura (Rice e Tenore, 1981; Ibrahima
et al., 1995; Twilley et al., 1997; Davis Il et al., 2003; Maie et al., 2006; Moll, 2011;
Steele e Aitkenhead-Peterson, 2013). Para A. germinans a perda de carbono foliar
foi entre 12-23%, e para R. mangle 10-13% em uma semana de lixiviagao. Twilley et
al. (1997) verificaram uma perda de carbono da serapilheira de 20-40% em um
periodo de 10-14 dias devido a lixiviagdo com agua do mar.

Do mesmo modo, Rice e Tenore, (1981) observaram uma diminuicdo de ~
20% do carbono nas mesmas espécies deste estudo. Maie et al. (2006), verificou
lixiviagdo de 43% de COD em R. mangle em apenas uma semana. Steele e
Aitkenhead-Peterson (2013) observaram uma lixiviagdo do carbono total da
vegetacao entre 0,5 e 17% em apenas 24 horas. Ibrahima et al. (1995), por sua vez,
verificou que 11-17% do carbono inicial foi lixiviado, a cada 100 g de serapilheira, 5-
8g de carbono, sendo que a maior perda de carbono ocorreu entre 24-72h de
experimento.

Ao se comparar as duas espécies aqui estudadas, observa-se claramente

maior liberagdo de COD por parte de A. germinans em relacdo a R. mangle,
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chegando a atingir uma ordem de grandeza a mais ao final do experimento. Em
espécies do mesmo género foi descrito menores valores para R. mangle, com
Rhizophora apiculata apresentando valores intermediarios e A. marina, os maiores
valores com base nos fluxos de COD (Davis lll et al., 2003; Maie et al., 2006; Moll,
2011).

Alguns autores apesar de relatarem influéncia da salinidade na perda de
massa, hdo observaram o mesmo para a concentracdo de carbono (Davis Ill e
Childers, 2007; Steinke et al., 1993 apud Moll, 2011), assim como no presente
trabalho. Contudo, um estudo realizado com folhas senescentes de arvores
deciduas mostrou que ha uma liberacdo de COD mais rapida em ambientes de agua
doce em relacdo aos marinhos (Lush e Hynes, 1973 apud Moll, 2011). Green et al.
(2009) também afirmam que a salinidade tem efeitos na MOD tanto em
experimentos de curto tempo realizados em laboratério, quanto em experimentos de
campo. Segundo esses autores, concentracdes mais elevadas de Na“ e CI
diminuem o COD em solucéo.

Por outro lado, Steele e Aitkenhead-Peterson (2013) acreditam que aumentos
na concentracdo de COD podem ocorrer em funcdo do aumento de Na e sugerem
que a exposicdo ao sal pode ser favoravel a lixiviagdo da MO. Ainda segundo tais
autores, a vegetacdo exposta a aguas salgadas terdo o carbono e nitrogénio
alterado da fase particulada para a dissolvida, contribuindo com uma concentracao
mais elevada de COD se comparado com a lixiviagdo do COD em agua doce.

Vale ressaltar que esses autores consideraram a salinidade de diferentes
maneiras. Eles utilizaram a SAR (razdo de adsor¢cdo de Na*, com maior proporgao
deste ion) e observaram efeito na massa de COD liberado em 24 horas, com
aumento da SAR nos tecidos das plantas. Esses autores também testaram a
salinidade, como concentracao total de ions, e viram que nao existe uma tendéncia
entre a salinidade e a lixiviacdo do COD. Além disso, eles afirmam que a
concentracdo dos fons Na* ou Ca?* sozinhos ndo se relacionam com a perda de
massa de COD e NOD. Entretanto, o uso de NaCl na solugéo para lixiviagao reduz a
massa de COD liberado. Em contrapartida, aumento na condutividade elétrica
contribui para aumentar a lixiviagdo em qualquer tratamento (NaCl-CaCl,, NaHCO3—
CaCl,, NaCl+CacCl,) utilizado por eles (Steele e Aitkenhead-Peterson, 2013).
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Moll (2011) também ndo encontrou nenhuma diferenca estatistica entre a
qguantidade de COD lixiviado nos tratamentos (quatro salinidades testadas 0, 10, 20
e 30) para a maioria das espécies, incluindo as espécies do género Rhizophora (R.
apiculata) e Avicennia (A. marina). Apesar da maior parte das espécies mostrarem
maior concentracdo de COD em agua destilada, a salinidade teve pouco ou nenhum
efeito na taxa de lixiviagao de COD (Moll, 2011).

De fato, a pressdo osmotica da agua ultra pura (Milli-Q) € diferente da agua
natural, especialmente em relagcdo a agua salgada. Sendo assim, algumas células
podem ndo tolerar a mudanca repentina na pressao osmaética e estourar no inicio do
periodo de incubacdo com &gua doce, levando a uma liberagéo inicial mais rapida
de MOD (Maie et al, 2006). No entanto, isso nao foi verificado e,
consequentemente, o efeito da salinidade ndo pode ser generalizado assim como
ocorre para as variacées entre as espécies.

Ao se comparar os valores de COD no lixiviado com os valores em um canal
de maré no manguezal de Gargau, no qual foram coletadas as amostras para o
presente experimento, verificamos claramente maiores valores no lixiviado. No
manguezal a concentracdo do COD, varia entre 3,5 + 0,2 mg.L™ na estacdo seca e
5,0 + 2,2 mg.L™ na estacdo chuvosa (Brito, 2014). Os menores valores de COD no
ambiente natural sugerem que 0 mesmo seja rapidamente consumido e/ou
exportado. O processamento foliar no ambiente natural também ira variar de acordo
com as espécies arbdéreas e com a fauna que ird consumir os detritos foliares
(caranguejos, por exemplo) (Moll, 2011). Durante a incubacdo em laboratério tais
fatores séo de fato excluidos.

Além disso, apesar de ndo ter sido usado um agente antimicrobiano no
presente estudo, acredita-se que, se houve, a contribuicdo microbiana foi minima
para 0o consumo de carbono. Em alguns estudos semelhantes, bactérias foram
encontradas somente a partir de 10 dias ou apés trés semanas de incubacéo
(Cundell et al., 1979; Davis lll e Childers, 2007). As folhas de R. mangle submersas
na coluna dagua do estuario nao foram inicialmente colonizadas por
microrganismos (Cundell et al., 1979). E ainda segundo Dauvis Il e Childers (2007), o
processo de lixiviagdo foi mais importante que a degradagao microbiana em relagéo

a massa de carbono liberado ao longo das primeiras trés semanas.
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Entretanto, ndo se pode desconsiderar totalmente o consumo microbiano.
Devido a né&o utilizacdo de biocidas, os dados aqui apresentados representam uma
estimativa, uma vez que algum microrganismo pode ter se desenvolvido a partir da
superficie foliar, mesmo que tenha sido limpa a superficie foliar antes de iniciar o
experimento, e consumido o substrato organico (ex.: COD, NOD, POD).

Um fato curioso é o ndo fechamento do balan¢o de massa em relagcédo ao que
foi perdido pela folha e o que foi determinado no lixiviado. Isso pode ser devido a
dois principais fatores, a saber: 1) adsor¢ao da MOD nas paredes dos frascos de
vidro utilizados no experimento, o que de fato ocorre, como verificado em um
experimento piloto realizado anteriormente; 2) uma reducdo da MOD através da
floculagao fisica (Cummins et al., 1972); 3) consumo microbiano da MOD (Cummins
et al., 1972), como foi descrito acima, por bactérias e fungos (Cundell, et al., 1979); e
4) perda de carbono pela formagédo de compostos volateis.

De fato, nos estuéarios € verificado o processo de coagulacdo com posterior
floculacdo da MOD (Laurier et al., 2003). Dessa forma, grande parte do material em
suspensao pode sedimentar devido a floculagcdo ao entrar em contato com a agua
do mar com um pH alcalino e maior forca idnica (Lacerda, 1983), resultando em
precipitacdo do COD em um gradiente de condutividade elétrica (Goiii et al.,2003).

Moll (2011) também relata que provavelmente a concentracdo maxima medida
de COD néo representa 0 maximo liberado, uma vez que, microrganismos poderiam
ter sido trazidos junto as folhas que nado foram limpas no inicio do experimento.
Cerca de 28 espécies diferentes de fungos marinhos podem crescer em arvores de
Avicennia e Rhizophora. As folhas de R. mangle podem ser colonizadas de 75-
100% dentro das primeiras 24h de submerséo foliar. Em um estudo anterior, folhas
de R. mangle, foram submetidas a agua pura e com adicdo de azida soédica
(bactericida) e mostrou que parte do COD lixiviado pode ser consumido por
microrganismos dentro de trés dias apos a lixiviagdo (Maie et al., 2006).

Diferengas na lixiviagdo estdo relacionadas a composicéo quimica e estrutural
da espécie e estagio de desenvolvimento da planta. Em relacdo a composicéo foliar,
a presenca de proteinas, polifenadis, lipideos e taninos podem explicar as diferentes
taxas de lixiviacdo (Wafar et al., 1997). Geralmente, quanto mais reticulos de lignina
e celulose, mais resistente sera o material em relagdo aqueles com minerais

soluveis, nitrogénio organico e outros compostos hidrolisaveis (Rice e Tenore, 1981).
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A taxa de decomposicao pode ser menor em R. mangle devido a seus altos
niveis de inibidores, tais como taninos (Ashton et al., 1999). Além do tanino, a
presenca de cuticulas cerosas e epidermes grossas podem retardar a decomposicao
(Cundell et al., 1979). Além disso, as folhas do género Avicennia sdo mais finas que
as de Rhizophora e tendem a se fragmentar mais facilmente, e consequentemente
exibem uma decomposicado mais rapida (Wafar et al., 1997).

Por conseguinte, A. germinans possui caracteristicas fisioldgicas especificas
por ser uma planta sal excretora (Tomilinson, 1986; Schaeffer-Novelli, 1995;
MacFarlane e Burchett, 1999). Além disso, outra caracteristica se destaca no que diz
respeito & morfologia de suas folhas. Tem sido relatada na literatura que essa
espécie apresenta no geral uma elevada densidade de tricomas ao longo de toda
superficie foliar (Tomilinson, 1986). A presenca de tricomas nas folhas pode conferir
a espécie maior area de contato, permitindo maior exposi¢cdo da aera foliar para
lixiviagdo da MOD.

Moll (2011) explica que a alta concentragdo de COD liberado por folhas de A.
marina poderia ser devido aos defeitos foliares pela presenca de larvas de insetos.
Nesse estudo, no entanto, ndo foi contabilizado a presenca ou auséncia de insetos
e/ou danos nas folhas. Contudo, se esse género (Avicennia) é mais suscetivel a
colonizac@o por parte dos organismos, um aumento da area superficial total pode
resultar em maiores taxas de atividade microbiana e lixiviacao.

Os maiores valores de pH e condutividade ao final do experimento para A.
germinans corroboram o fato de tal espécie liberar mais solutos em solucdo que R.
mangle. Grandes quantidades de solutos podem ser liberados pela vegetacdo em
solucdo, ocasionando o aumento da condutividade elétrica (Steele e Aitkenhead-
Peterson, 2013). Além disso, os residuos vegetais podem promover a elevagédo do
pH (Pavinato e Rosolem, 2008).

De forma geral, observa-se maior taxa de decomposicdo em folhas que
apresentam maior teor de nitrogénio e menor razdo (C/N)a (Twilley et al.,1986;
Mckee e Faulkner, 2000). No presente estudo, tais caracteristicas foram observadas
para a espécie A. germinans em comparacdo a R. mangle. Esses resultados estao
de acordo com o padrao descrito por Matos et al.(2012), o qual avaliou as taxas de
decomposicao nas folhas de serapilheira das mesmas espécies no manguezal do rio

Paraiba do Sul, destacando A. germinans como a espécie que apresentou a maior
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taxa de decomposicao (k=1,95) e o menor tempo de meia-vida (64 dias), ou seja, 0
tempo necessario para que ocorra a decomposi¢cado de 50% de suas folhas.

O teor de nitrogénio também parece ser determinante ndo apenas para
decomposicdo, mas também para a lixiviagdo. De modo geral, folhas com maior teor
de nitrogénio exibem uma maior perda de massa associado primeiramente com a
lixiviagdo (France et al., 1997). Na literatura essa diferenca de teor de nitrogénio tem
sido descrita (Rice e Tenore 1981; Twilley et al.,1986; Mckee e Faulkner, 2000;
Bernini et al., 2006; Ribas, 2012;), assim como a maior decomposicao para A.
germinans (Matos et al., 2012).

Rice e Tenore (1981) j4 descrevem que os detritos foliares de A. germinans
contém uma maior quantidade de compostos sollUveis de carbono e nitrogénio em
relacdo a R. mangle o que contribui para maior lixiviagdo de COD, assim como maior
perda de massa daquela espécie. Os maiores valores de nitrogénio apos a
submersao foliar e os menores valores encontrados nos lixiviados indicam que a
solubilidade do nitrogénio depende da complexidade dos compostos em que ele esta
presente (lbrahima et al., 1995). Devido aos menores valores de nitrogénio no
lixiviado, a razdo (C/N)a possui maiores valores comparado ao determinado nas
folhas.

Os valores de razdo (C/N)a encontrados neste estudo para ambas as
espécies nas folhas e lixiviados foram maiores que 20, o que de fato era esperado,
por se tratar de plantas vasculares, as quais apresentam uma estrutura rica em
lignina, carboidratos e pobre em proteinas (Hedges et al.,, 1997; Prasad et al.,
2010). Tal razdo é usada como um indice de qualidade, sendo considerada como
fator que regula a velocidade de decomposicao (Melillo et al., 1982; Ibrahima et al.,
1995).

No presente estudo, a razdo (C/N)a praticamente ndo se alterou durante a
lixiviagdo. O mesmo foi observado por Ibrahima et al. (1995), em que a dindmica
inicial de lixiviacdo pareceu néo influenciar esse parametro. Isso pode ser explicado
pela decomposicdo resultar de processos microbianos, e em contrapartida, a
lixiviagdo, processo fisico-quimico ndo sendo capaz de afetar tal razéo.

De modo geral, a salinidade parece ndo afetar os valores de composicao
isotdpica, tanto de nitrogénio quanto de carbono, durante a lixiviagdo. As variagcdes

observadas séo atribuidas a diferencas caracteristicas de cada espécie, com A.
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germinans apresentando valores mais pesados. Ribas (2012), em seu trabalho com
as mesmas espécies coletadas no mesmo sitio, também encontrou valores
semelhantes ao relatados neste e estudo e, igualmente os valores de A. germinans
foram mais pesados em relacdo a R. mangle.

Vale ressaltar o enriquecimento da §'3C nas folhas apés o experimento de
lixiviagdo e os valores mais leves no lixiviado, neste estudo, sugerindo a liberacédo de
compostos deplecionados em C3, como por exemplo, a lignina. O C esta
praticamente ausente em tal molécula em relacdo a MO como um todo (Benner et
al., 1987; Gandois et al., 2014), e sua liberag&o para a solugéo contribui para valores
mais leves da 8"*C no lixiviado.

A 4gua usada na lixiviacdo comeca a apresentar uma coloracdo logo a partir
de 24h de experimento. Ao final de uma semana a coloragdo era bem forte
sugerindo que um alto teor de matéria organica foi de fato liberado do material foliar
(Figura 12). Chale (1993), em seu experimento com A. marina também relata tal fato.
Ademais, € possivel verificar a coloracdo mais forte do lixiviado em A. germinans em
relacdo a R. mangle. Sendo assim, apenas com base nessas fotografias ja fica
evidente a maior liberacdo de MO por parte de A. germinans, fato corroborado pela
maior perda de massa foliar e maior liberacdo de COD, como discutido

anteriormente nesta segao.

Figura 12: Frascos usados no experimento de lixiviacdo ap6s uma semana de incubagédo, (a)
Avicennia germinans e (b) Rhizophora mangle.

Se considerarmos que no ambiente natural o movimento da maré e acéo das
ondas resulta numa turbuléncia, a quantidade de carbono liberado no experimento
sem movimento na &agua foi significativo. Sendo assim, a dindmica de lixiviagdo e

taxa de liberacdo de carbono é bem maior no ambiente do manguezal (Wang et al.,
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2014). No ambiente natural a liberacdo de COD é relevante, visto que, o carbono
lixiviado pode precipitar-se como particulas coloidais, devido a coagulagdo e
floculacdo, como dito anteriormente, tornando-se disponivel para microrganismos
(Ibrahima et al., 1995; Moll, 2011).

Em um trabalho anterior realizado no manguezal do rio Paraiba do Sul, foi
contabilizada a producéo total de serapilheira para as mesmas espécies do presente
estudo. Foi verificada maior producéo para a floresta de R. mangle (4,26 + 2,84 g.m-
2.dia™®), em relacdo a A. germinans (3,59 + 3,18 g.m™?.dia™) (Bernini e Rezende,
2010). Outro trabalho realizado na mesma regido com as mesmas especies revela a
area basal das trés espécies que ocorrem na regido. Tais autores encontraram que
A. germinans foi dominante em termos de éarea basal (53%), seguida por
Laguncularia racemosa (28%) e R. mangle (19%) (Bernini e Rezende, 2011).

Considerando os dados de producao de serapilheira relatados por Bernini e
Rezende (2010) juntamente com a liberacdo de COD, deste estudo, para cada
espécie, observa-se que A. germinans contribui para aproximadamente 7,2 kg C.ha
! dia™, enquanto R. mangle contribui apenas com 5,1 kgC.ha*.dia™. Tal informacéo
mostra a importancia relativa de cada espécie para a MOD que é liberada no
ambiente natural, enfatizando a A. germinans como principal contribuidora.

Independente da salinidade, previsbes para o aumento do nivel do mar (0,75
a 1,90 metros) no final deste século (Vermeer e Rahmstorf, 2009) podera causar
inundacdes nas regides costeiras, incluindo areas dominadas por manguezais. Tais
inundacdes poderdo provocar a liberacdo de uma fragdo significativa de COD a
partir da lixiviagdo dos tecidos foliares em um periodo de tempo relativamente curto
(Wang et al.,, 2014). Além disso, uma lixiviagdo duradoura poderia transformar a
serapilheira em um material mais facilmente biodegradavel (Ibrahima et al., 1995). E
isto representa uma importante fonte de carbono labil ndo apenas para as regides
costeiras, mas também para o0 oceano, e atmosfera como consequéncia da

respiracéo (Wang et al., 2014).
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7.2 Transformacéo dos Fendis de Lignina

Os rios recebem dos ambientes terrestres cerca de 1,9 Pg C ano™, em
contrapartida, exportam para o0 oceano aproximadamente 0,9 Pg C ano™, em relacéo
a carbono organico. Isso torna claro que grande parte da lignina é degrada ou
conservada nos ambientes aquaticos terrestres (Jex et al., 2014). De forma contraria
ao que se imaginava, a lignina presente nos tecidos foliares de plantas de
manguezal, diferentemente dos demais tecidos de plantas vasculares, € perdida a
praticamente na mesma taxa que o0s polissacarideos. Efetivamente polimeros
grandes e relativamente insolUveis, como esses sdo também suscetiveis a lixiviagao
(Benner et al., 1990).

Os valores de A8 determinados no lixivado de ambas as espécies, neste
estudo, foram proximos aos encontrados no material foliar ndo submetido a
lixiviagdo. Isto indica que parte consideravel da lignina se dissolve, sendo liberada
certamente como MOD. Além disso, o0s valores das folhas apés a submersao
também foram menores, corroborando o fato da lignina ser liberada em funcédo da
lixiviagdo. Este resultado, contraria varias referéncias classicas que afirmam ser
estes fendis compostos conservativos e nao seriam facilmente perdidos, e, portanto,
um excelente indicador das fontes vasculares (Hedges e Mann, 1979; Hedges e
Ertel, 1982; Ertel e Hedges, 1984).

Tal fato ja havia sido mencionado, na década de 90, por Benner et al. (1990),
gue destacaram em seus resultados a liberacédo de parte dos fendis de lignina para
fracdo dissolvida. Esses autores encontraram valores de A8 na folha senescente de
R. mangle em torno de 2,89 mg.100 mg CO™ e no lixiviado 3,17 mg.100 mg CO™.
Apesar disso essa discussdo ficou negligenciada ao longo das ultimas décadas

sendo retomada por Hernes et al. (2007).

Tecidos com maior quantidade de lignina sdo ditos mais resistentes a
degradacéo (Ertel e Hedges, 1984; Kalbitz et al., 2006; Feng et al., 2011; Jex et al.,
2014). No entanto, neste estudo, A. germinans apesar de exibir um maior teor de
lignina (aproximadamente duas vezes maior) em comparacdo com R. mangle,
apresenta maior perda de massa, como discutido na secao anterior. Dessa forma,

ndo pode ser atribuida exclusivamente a lignina a estabilidade dos tecidos foliares
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em termos de suscetibilidade a lixiviagdo. E novamente, a salinidade parece nao

influenciar nos rendimentos fendlicos, e consequentemente nas razdes de lignina.

Em ambientes aquaticos a lignina pode ter seu sinal alterado devido a
mobilizagdo e translocagao da lignina dissolvida (Jex et al., 2014). E, devido a isso,
a composicdo do polimero remanescente na planta pode diferir daquele que foi
lixiviado do material vegetal (Benner et al., 1990). O fracionamento da MO nas fases
dissolvida e particulada € acompanhado pelo fracionamento de seus componentes
moleculares. Isso pode ocorrer pela diferente solubilidade e superficie reativa de
cada composto. E, de fato, os monémeros da lignina (fendis) possuem diferentes
reatividades (Hernes et al., 2007).

A maior parte dos estudos de degradacdo da lignina utilizam a razdo Ac/Al
como indicador do estado diagenético (Hernes et al., 2007). E se tratando de
lixiviagdo, os maiores efeitos tendo sido relatados para tal razdo entre a follha e
fracdo lixiviada. A razdo Ac/Al na lignina dissolvida, tais como as substancias
hdmicas, pode ser relativamente alta em virtude da solubilizagdo da MO (Benner et
al., 1990; Hernes et al., 2007; Gandois et al., 2014; Jex et al., 2014), mesmo na
auséncia de degradacéo biolégica (Benner et al., 1990).

Essa tendéncia de maiores valores da razéo (Ac/Al)v nos lixiviados podem ser
observados neste estudo. Para R. mangle o aumento chegou a atingir cerca de 78%
(com base na média dos tratamentos) comparando os valores determinados nas
folna com os do lixiviado. Para A. germinans, no entanto, os maiores valores no
lixiviado para razdo (Ac/Al)v foram observados principalmente nas salinidade 10 e
35, e 0 aumento foi mais discreto (47%). Considerando-se que praticamente nao
houve decomposi¢cdo microbiana durante o experimento, tais valores superiores nos
lixiviados indicam que realmente a lixiviacado é capaz de alterar tal parametro.

Diferentemente dos resultados descritos neste estudo, em que a lixiviagao
altera os valores da razdo (Ac/Al)v, Lima (2013) em um experimento de
decomposicdo in situ utilizando sacos de serapilheira, com as mesmas espécies
deste trabalho, constatou que essa razdo nao se alterou de forma significante no
material foliar remanescente, mantendo-se constante. Neste caso, a presenca de
microrganismos era evidente e ndo se mostrou alterar tal parametro, enfatizando a

importancia do processo abiotico.
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No estudo de Benner et al. (1990), com R. mangle, o acido vanilico foi
recuperado em altos rendimentos no lixiviado. Fato que contribui para a elevada
razdo (Ac/Al)v (0,71) em relacdo ao material foliar (0,29), sugerindo que o0s
componentes estruturais da lignina que originam o acido vanilico sdo mais sollveis
em agua e provavelmente tem menor peso molecular que o nucleo da lignina.

Do mesmo modo, Hernes et al. (2007) em seu experimento com
angiospermas e gimnospermas de regides temperadas, também verificaram alta
razdo (Ac/Al)v no lixiviado (0,5), cerca de duas vezes maior em relacdo a
serapilheira (0,27). Tais autores atribuiram essa diferenga simplesmente a
solubilizagdo da MO. Esses autores afirmam, ainda, que a MOD ainda fresca e
jovem pode apresentar uma assinatura diagenética de MO degradada por ser
formada a partir da serapilheira via lixiviacdo. E acrescentam o processo de sorcéo
da MOD nos solos como contribuinte para tais aumentos na razdo Ac/Al. Esses dois
processos somados, sdo mais importantes que a decomposi¢cdo microbiana ou a
foto-oxidacao para o estabelecimento da MOD em sistemas de agua doce.

Baseado nisso, a MOD pode apresentar uma elevada razdo Ac/Al em
comparagdo com o material particulado de mesma “idade”. Assim, surgiu um
paradigma de que a MOD é mais degradada e que a MO nos rios representa
remanescentes de plantas vasculares altamente degradados nos solos (Hernes et
al., 2007). Dessa forma, parametros usados para verificar a decomposicdo da MO
podem ser mal interpretados como uma assinatura de degradacdo em ambientes
onde simplesmente ocorreu uma mudanca de fase, tendo seu uso duvidoso ao
comparar os fendis do particulado com o dissolvido (Hernes et al., 2007; Jex et al.,
2014).

N&o apenas o aumento da razdao Ac/Al pode ocorrer em virtude da lixiviacao,
também podem ser vistas diminuicbes dos fendis do grupo V, comprometendo 0 uso
das razfes que distinguem fontes (Hernes et al., 2007; Jex et al., 2014). No presente
estudo, os menores valores da razdo S/V encontrados no lixiviado indicam que os
fendis S ndo se solubilizam facilmente, em contrapartida pode haver uma maior
lixiviacdo dos fendis V. Em comparacdo, a razdo C/V também foi menor nos
lixiviados foliares, o que indicaria matéria organica mais degrada, no entanto, tal

fator pode ser atribuido a simplesmente maior lixiviagdo dos fendis V. De fato, no
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presente estudo, no entanto, os valores dos feno6is V foram maiores no lixiviado,
mostrando sua solubilizacéo.

Benner et al., (1990) também encontraram uma menor razdo S/V no lixiviado
(0,61) em comparacao com folhas senescentes (1,07). Segundo esses autores, tal
fato indica que componentes estruturais da lignina que originam os fendis siringicos,
foram relativamente mais resistentes a lixiviagdo em relacdo aos componentes que
originam os fenadis vanilicos. Contrariamente, no estudo de Hernes et al. (2007), para
duas espécies arboreas (pau-brasil e carvalho), a razdo C/V foi maior no lixiviado
podendo refletir as instaveis ligacdes dos fendis do grupo C. Tal aumento da razéo,
segundo esses autores, poderia levar a uma subestimacéo da contribuicdo da MOD
se apenas os valores da serapilheira forem considerados. Porém, para as demais
espécies usadas em seu estudo, tal razdo diminuiu.

Hernes et al. (2007) também relatam que os fenois do grupo V podem ser
afetados em fungdo da lixiviagdo. Em seu estudo, o grupo V foi 43% menor no
lixiviado em comparacdo com a serapilheira, indicando que a solubilizacdo da MO
pode ser importante fator para diminuicdo deste grupo na MOD. Esses autores
consideraram apenas os fendis do grupo V uma vez que ja é conhecida a
reatividade dos fendis S e C em funcado de outros mecanismos de degradacéo, e sua
diferenca nas fontes de MO.

Sendo assim, os parametros usados para verificar a decomposicdo da MO
podem ser mal interpretados como uma assinatura de degradacdo em ambientes
onde simplesmente ocorreu uma mudanca de fase (Jex et al., 2014). Devido a isso,
a lixiviagdo tem que ser levada em consideragao, pois a MOD ainda “jovem” pode ter
uma assinatura aproximada da lignina mais “antiga” gerando, portanto, equivocos
nas interpretacbes das matrizes ambientais (Hernes et al., 2007; Spencer et al.,
2008; Jex et al., 2014).

Desse modo, ao utilizar lignina como tracador em ambientes aquaticos o
grupo V do lixiviado deve ser usado como um marcador da MOD e nao
simplesmente o determinado nos detritos com se faz usualmente (Jex et al., 2014).
Existe um efeito direto da lixiviagdo sobre a razdo Ac/Al, desse modo, as
transformacdes da lignina podem ocorrer mais rapido na agua intersticial do que no
solo. No solo, a lignina pode ser preservada por séculos e milénios (Gandois et al.,

2014).
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No entanto, apesar da degradacdo, o uso da lignina como biomarcador tem
tido sucesso devido a baixa variacdo das razdes S/V, C/V e Ac/Al em solos e
sedimentos. Além do mais, outros marcadores da MO podem ser usados em
conjunto para determinar fontes e grau de degradacdo, como por exemplo, §3C,
lipideos e pélen (Jex et al., 2014).
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8. Conclusao

A partir dos dados de perda de massa e liberacdo de COD, fica evidente que
uma grande quantidade de carbono é liberada da vegetacdo, evidenciando a
importancia das plantas de manguezal como fontes de carbono. Devido ao tipo de
experimento realizado, a rdpida perda de massa inicial é atribuida a simples
lixiviagcdo de substancias organicas e inorganicas hidrolisaveis. Além da liberacdo de
carbono, que compreende cerca de 50% da massa foliar perdida, outros elementos
também foram liberados contribuindo para a perda inicial de biomassa.

A. germinans claramente mostrou uma maior perda de massa foliar, assim
como de carbono, mostrando maior importancia em termos de contribuicdo para a
MOD liberada no ambiente de manguezal. Essa espécie contribui com cerca de 40%
a mais de COD em relacdo a R. mangle. Esse processo pode ser atribuido a
diferencas na anatomia foliar. Por outro lado, a salinidade parece n&o afetar. Sendo
assim, o efeito da salinidade ndo pode ser generalizado como ocorre para as
variacdes interespecificas.

Baseado nos valores de §'°C e A8 fica evidente a liberacdo de lignina na
forma dissolvida, contrariando diversos relatos que atribuiam resisténcia aos tecidos
de plantas em fungéo da presenca de tal molécula. Atrelado a isso, destaca-se o fato
de A. germinans, apesar de exibir o maior teor de lignina, apresentar maior
lixiviagdo. As razbes Ac/Al, S/V e C/V parecem ser impactadas pela lixiviacdo porém
nada conclusivo pode-se findar a respeito da salinidade. Em virtude da solubilizagéo,
a razédo (Ac/Al)v se eleva, e em contrapartida, os valores das razdes S/V e C/V
diminuem no lixiviado, devido provavelmente a maior solubilizacdo dos fendis V.

Assim, destaca-se a importancia na caracterizacdo dos fendis de lignina
durante a lixiviagdo da MOD. Este tipo de estudo possibilita elucidar os mecanismos
de transferéncia entre as fases, particulada e dissolvida, que geram sinais relativos a
diagénese recente da matéria organica. Isto significa que parametros usados para
verificar a decomposicdo da MO podem ser mal interpretado e os marcadores de

lignina devem ser usados com cautela e integrada a outros marcadores.
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10. Anexo

Anexo |: Teor de carbono organico (%), nitrogénio total (%), razdo (C/N)a,
particulado/folha, inicial e ap6s o periodo de incubacdo nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do
manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul (média + desvio padréo, n= 3).

Espécie Salinidade C (%) N (%) (CIN)a 8"°C(%o) 8"°N(%o)
Inicial 46,82+0,27 0,78+0,04 70,03+4,03 -27,24+0,26 4,13+1,13

A germinans 0 50,73+2,34 0,98+0,07 60,66+595 -2541+0,30 5,15+0,11
10 4931+2,69 096+0,08 60,16+151 -2590+0,18 4,45+0,31
35 46,64+0,68 1,00+0,21 5569+9,76 -2580+0,47 4,15+0,28
Inicial 4716+0,70 058+0,13 86,15+12,25 -29,15+0,41 2,07 + 0,49
0 47,40+239 072+001 76,60+4,35 -2852+0,41 276+0,17

R mangle 10 46,54+1,73 0,70+0,04 77,83+6,80 -29,30+0,66 1,94+ 0,06
35 4485+1,63 066+0,01 7902+323 -29,70+0,35 2,55+ 0,45

composigao isotopica do carbono (%c) e do nitrogénio (%.) do material
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Anexo lI: Teor de carbono orgénico (%), nitrogénio total (%), razdo (C/N)a, composigéo isotdpica do carbono (%) e do nitrogénio (%o) do dissolvido/lixiviado
apos o periodo de incubacao nos trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuario do rio

Paraiba do Sul (média + desvio padrao, n= 3).

Espécie Salinidade C (%) N (%) (C/N)a 8"°C(%o) §"°N (%)
0 39,49+6,16 0,47 +0,03 97,83+ 9,75 -27,06 £ 0,84 5,32+0,85

A. germinans 10 39,04 +6,73 0,47 +0,01 96,65 + 14,75 -27,24 £ 1,19 4,37 +0,39
35 46,23+2,56 0,52+0,04 104,70 £ 3,49 -26,32+ 0,51 4,49+0,51
0 4484 +5,12 0,31+0,05 171,66 £ 7,69 -30,20+ 0,21 1,65%0,95

R. mangle 10 48,47 +1,14 0,34+0,08 192,53 +16,66 -30,74+1,20 1,56 +0,23
35 46,37 +1,90 0,34+0,04 158,46 + 13,88 -30,87 +0,46 0,56 £ 0,37

Anexo lll: Perda de massa foliar e carbono em gramas (g) e porcentagem (%) do material particulado/folha ap6s o periodo de incubagdo nos trés

tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul (média * desvio padrao, n=

3).

Espécie Salinidade Perda de Perda de Perdade C (g) Perdade C (%)
Massa (g) Massa (%)
0 0,99 + 0,08 29,6024 0,36 = 0,09 23,14 +6,11
A. germinans 10 0,89 + 0,06 26,59+1,6 0,35+ 0,07 22,16 + 4,57
35 0,44 +0,18 13,13 +£5,;3 0,20 +£ 0,08 12,90 + 5,08
0 0,46 + 0,33 14,22 £ 10,1 0,20 £ 0,22 13,00 + 14,22
R. mangle 10 0,39+ 0,37 12,19+ 11,5 0,19+0,21 12,66 £ 13,78
35 0,20+ 0,13 6,13 + 4,00 0,15 + 0,10 10,17 £ 6,71
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Anexo IV: Concentracdo dos fendis derivados da lignina e razdo entre parametros do material particulado/folha, inicial e apds o periodo de incubacgéo nos
trés tratamentos (salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuéario do rio Paraiba do Sul (média + desvio
padrdo, n= 3).

Espécie Salinidade S \Y, C SIV C/IV (Ac/Al)v (Ac/Al)s A8
Inicial 3,38+0,48 2,62 +0,40 3,50+0,74 1,30+ 0,12 1,35+0,30 0,17 +0,09 1,43 £ 0,46 9,49 +1,15
] 0 3,84 £ 0,62 1,50 £ 0,20 1,47 £ 0,09 2,56 £ 0,08 1,00+ 0,18 0,18 + 0,06 0,16 +£ 0,05 6,81 +0,73
A- germinans 10 2,70+ 0,54 1,16 £ 0,17 1,43 £ 0,05 2,31+0,08 1,24+ 0,14 0,17 £ 0,02 0,13+0,01 5,29+0,75
35 282+1,01 1,19+ 0,32 1,29 + 0,02 2,33+0,28 1,14+ 0,33 0,17 +0,01 0,12 £ 0,03 5,29+1,36
Inicial 1,69 +£0,48 0,73+0,23 0,93+0,12 2,31 +0,06 1,31+0,22 0,37 £ 0,06 0,16 £ 0,03 3,36 £ 0,83
0 0,42 +0,14 0,21 + 0,04 0,71+ 0,04 2,00 £ 0,37 3,52+0,68 0,10+0,04 0,06 £ 0,01 1,35+£0,19
R mangle 10 0,86+0,08 0,39+0,06 092+003 224+0,18 241+0,34 0,13+0,02 0,09+0,02 2,18+0,17
35 0,96 £ 0,20 0,43+0,11 0,87 £ 0,04 2,25 +0,15 2,10+£0,49 0,11 +0,02 0,10 £ 0,02 2,26 +£0,34
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Espécie Salinidade S V C SIV CIvV (Ac/Al)v (Ac/Al)s A8
0 3,94 £ 0,09 2,95+0,12 1,36 + 0,39 1,34 £ 0,02 0,46 £0,12 0,21 +0,03 0,14 + 0,02 8,25+ 0,60
A. germinans 10 4,05+ 0,27 2,96 £ 0,29 2,58 £ 0,45 1,37 £ 0,09 0,87 £0,08 0,27 +=0,03 0,18 = 0,03 9,59+0,91
35 3,55+0,62 2,52+0,26 2,54+0,19 1,40+ 0,11 1,01 £ 0,07 0,26 = 0,03 0,18 £ 0,01 8,61+1,05
0 2,02+0,49 1,29 £ 0,22 1,26 £ 0,19 1,55+£0,13 1,01+0,28 0,73+0,14 0,13 + 0,02 4,57 + 0,69
R. mangle 10 1,16 £ 0,10 0,92 £ 0,08 1,14 + 0,58 1,26 £ 0,01 1,27 £ 0,67 0,86 0,31 0,12 + 0,02 3,22+ 0,47
35 1,79 £ 0,55 1,04 £ 0,19 1,43+0,21 1,71+ 0,26 1,40+£0,19 0,40%0,12 0,16 = 0,02 4,27 + 0,92

Anexo V: Concentracdo dos fendis derivados da lignina e razdo entre parametros do dissolvido/lixiviado apds o periodo de incubacéo nos trés tratamentos
(salinidades 0, 10 e 35) para as espécies A. germinans e R. mangle do manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul (média + desvio padréo, n= 3).
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