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RESUMO

As mudangas climaticas afetam significativamente os ecossistemas
aquaticos, influenciando a dindamica da matéria organica particulada (MOP) e seu
papel no ciclo do carbono. Este estudo investigou as alteragbes na composigao
molecular da MOP da agua do Rio Negro sob diferentes cenarios climaticos
simulados, por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS). Amostras foram incubadas por um més em quatro condigbes
(controle, brando, intermediario e drastico), com aumento progressivo de
temperatura e CO, em relagao a valores de referéncia florestal. A MOP foi obtida
por filtracao (0,7 uym), extraida com diclorometano:metanol (2:1, v/v), concentrada
e analisada por GC-MS. As classes de n-alcanos e ésteres metilicos de acidos
graxos (FAMEs) foram predominantes nas amostras, indicando provavel origem a
partir da degradacdo microbiana de compostos lipidicos mais complexos. A
predominéancia de n-alcanos de cadeia par longa (C,,—C,9) — um perfil atipico para
ambientes com aporte terrestre — sugerem processos de reciclagem interna da
MOP mediados por microrganismos. Os trés experimentos indicaram que o tempo
de incubacgao foi o principal fator determinante nas transformag¢des moleculares da
MOP, superando os efeitos diretos das variaveis climaticas simuladas. Observou-
se um padrao consistente de acumulo intermediario e declinio nos tempos finais,
indicando ciclos sucessivos de liberagdo, consumo e possivel parcial mineralizagao
dos compostos lipidicos. Analises multivariadas (PCA e HCA) confirmaram a
separagao quimica entre os tempos e revelaram agrupamentos coerentes entre
compostos. Do ponto de vista ambiental, os resultados de matéria organica (MO)
mostram que, mesmo sob cenarios criticos (RCP 8.5), ndo ocorreram alteragcbes
estruturais relevantes atribuidas exclusivamente ao aquecimento ou a elevagao do
CO,. Isso evidencia a resiliéncia de fragdes recalcitrantes da MOP e destaca a
importancia dos processos temporais de incubacdo para a compreensao da

dindmica molecular da MO em ambientes amazo6nicos.

Palavras-Chave: Amazénia, biogeoquimica, biomarcadores, ésteres, n-alcanos.
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ABSTRACT

Climate change significantly affects aquatic ecosystems by influencing
the dynamics of particulate organic matter (POM) and its role in the carbon cycle.
This study investigated changes in the molecular composition of POM from Rio
Negro water under different simulated climate scenarios, using gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC-MS). Water samples were incubated for one
month under four conditions (control, mild, intermediate, and severe), with
progressive increases in temperature and CO, compared to forest reference values.
POM was isolated by filtration (0.7 ym), extracted with dichloromethane:methanol
(2:1, vlv), concentrated, and analyzed by GC-MS. The predominant compound
classes were n-alkanes and fatty acid methyl esters (FAMEs), suggesting a likely
origin from microbial degradation of more complex lipid compounds. The dominance
of long even-numbered n-alkanes (C,,—C,9) — an atypical profile for systems with
terrestrial inputs — suggests internal recycling processes of POM mediated by
microorganisms. Across all three experimental scenarios, incubation time emerged
as the main factor driving molecular transformations in POM, surpassing the direct
effects of the simulated climate variables. A consistent pattern of intermediate
accumulation followed by decline at later stages was observed, indicating
successive cycles of lipid compound release, consumption, and possible partial
mineralization. Multivariate analyses (PCA and HCA) confirmed chemical
separation by incubation time and revealed coherent clustering of compound
classes. From an environmental perspective, the organic matter (OM) results show
that even under critical conditions (RCP 8.5), no significant structural alterations
could be attributed exclusively to warming or elevated CO, levels. These findings
highlight the resilience of recalcitrant POM fractions and underscore the importance
of temporal incubation processes for understanding the molecular dynamics of OM

in Amazonian environments.

Keywords: Amazodnia, biogeochemistry, biomarkers, esters, n-alkanes.
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1. Introdugao

As atividades humanas tém modificado intensamente o meio ambiente,
gerando condigdes extremas que afetam profundamente tanto os ecossistemas
terrestres quanto os aquaticos. Desde a Revolugao Industrial, a intensificagdo do
uso de combustiveis fosseis e 0 desmatamento tém elevado significativamente as
emissdes de gases de efeito estufa, contribuindo diretamente para o aquecimento
global (IPCC, 2021). Os ecossistemas aquaticos, em particular, desempenham um
papel crucial na regulacdo dos ciclos biogeoquimicos, atuando como importantes
sumidouros e fontes de carbono (Richey et al. 2002; Raymond et al., 2013; Scofield
et al. 2016; Ward et al., 2017). No entanto, enquanto a maioria dos estudos se
concentra em ambientes terrestres, os ecossistemas aquaticos permanecem
relativamente pouco explorados, especialmente no contexto da Amazbnia. A
escolha do Rio Negro como objeto de estudo se justifica pela sua
representatividade como um dos principais afluentes da bacia Amazénica e pela
sua importancia ecoldgica e biogeoquimica (Richey et al., 2002; Scofield et al.,
2016). O interesse em investigar a matéria organica particulada (MOP) do Rio
Negro surge da necessidade de entender como os diferentes cenarios de
mudancas climaticas podem afetar a composigao e a dindmica da matéria organica
MO nesses ecossistemas (Canuel et al., 2012).

A MOP nos ecossistemas aquaticos € composta por uma complexa
mistura de detritos vegetais, algas, fitoplancton, zoopléncton e biomassa
microbiana. Esses componentes sao essenciais para a manutengao da
biodiversidade aquatica, servindo como fonte de nutrientes e energia para diversos
organismos (Dzierzbicka-Gtowacka et al. 2010; Sciessere, 2011; Liu et al., 2023).
Além disso, a MOP esta envolvida na exportagéo de carbono organico dos sistemas
terrestres para os aquaticos, onde pode ser mineralizada ou depositada nos
sedimentos, contribuindo para os fluxos globais de carbono (Richey et al., 2002;
Scofield et al., 2016). Compreender os processos de degradagdao da MOP e os
fatores que influenciam esses processos € crucial para prever os impactos das
mudangas climaticas nos ecossistemas aquaticos.

Apesar da importancia da MOP, ha uma lacuna significativa no

conhecimento sobre como a composicdo e a dindmica dessa MO podem ser



afetadas por diferentes cenarios de mudangas climaticas. As interagdes entre
temperatura, concentracdo de CO:2 atividade microbiana e disponibilidade de
oxigénio sdo complexas e ainda pouco compreendidas. A variagdo desses fatores
pode alterar a taxa de decomposicdo da MOP, influenciando a liberacdo de
nutrientes e gases de efeito estufa, como CO2 e CH4 (Hu et al., 2022). Este estudo
pretende preencher essa lacuna ao avaliar as alteragdes na composi¢cao da MOP
do Rio Negro sob diferentes cenarios climaticos projetados pelo Painel
Intergovernamental sobre Mudancgas Climaticas (IPCC, do inglés Intergovernmental
Panel on Climate Change), utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS, do inglés Gas Chromatography—Mass
Spectrometry).

A caracterizagdo molecular da MOP é essencial na compressdo dos
mecanismos de transporte, transformacéo e sequestro de carbono nos sistemas
aquaticos. Nos ciclos biogeoquimicos, a composi¢cao molecular da MOP influencia
diretamente sua biodisponibilidade, sua degradagdo microbiana e a eficiéncia da
bomba biolégica de carbono (Richey et al., 2002; Canuel et al., 2012). Técnicas
modernas, como a GC-MS, permitem avaliar compostos bioindicadores, como
acidos graxos (Hu et al., 2022), pigmentos, lipidios e derivados de fitol (Sciessere,
2011; Liu et al., 2023), os quais estdao associados a fonte, idade e grau de
processamento da MOP. A identificagdo dessas moléculas fornece insights
importantes sobre o destino do carbono organico, permitindo avaliar sua
estabilidade, reatividade e papel nos fluxos de carbono entre os compartimentos
aquaticos e atmosféricos (Raymond et al., 2013; Scofield et al., 2016).

A escolha de investigar a MO do Rio Negro sob diferentes cenarios
climaticos € motivada pela necessidade de compreender os impactos das
mudancas climaticas em um dos principais ecossistemas aquaticos do mundo. Este
estudo objetiva avaliar as alteragdbes na composicao da MO em resposta as
variagdes de temperatura e concentragdo de COz2, além de investigar a influéncia
do tempo de exposi¢ao no processo de degradacédo. A realizagdo deste estudo &
importante para fornecer dados cientificos que possam subsidiar politicas de

conservagao e manejo sustentavel dos recursos aquaticos na Amazénia, além de



contribuir para o entendimento global dos impactos das mudangas climaticas nos

ciclos biogeoquimicos (Canuel et al., 2012; Hu et al., 2022).

2. Referencial teodrico

2.1. Bacia Amazoénica e seus principais rios

O Brasil se destaca por sua riqueza em recursos hidricos superficiais,
representando um dos principais reservatorios de agua doce do planeta (Morais;
Jordéao, 2002). Este privilégio ndo apenas evidencia a abundancia e diversidade de
corpos d'agua espalhados no territorio nacional, mas também ressalta sua
importancia para os ecossistemas, a biodiversidade, e o sustento da populagao.
Em meio a essa riqueza hidrica, a bacia Amazénica se destaca contribuindo com
aproximadamente 71,1% da vazao nacional e cerca de 17 % da vaz&o de agua
doce que desagua nos oceanos (Filizola, 2003; Filizola; Guyot, 2009; ANA, 2010;
ANA, 2024). De acordo com o Relatério Conjuntura dos Recursos Hidricos no Brasil
da Agéncia Nacional de Aguas e Saneamento Basico (ANA, 2024), do total de
255.000 m¥*/s de vazdo meédia nacional, quase 80 % esta concentrada na Bacia
Amazobnica (Tucci, 1997; Porto; Porto, 2008).

Com cerca de 3.869.953 KmZ2 de extensdo em territdrio brasileiro, a bacia
Amazonica ainda compreende uma area de 2,2 milhdes de km? em territdrio
estrangeiro, abrangendo areas de sete paises sul-americanos: Brasil, Coldbmbia,
Bolivia, Equador, Guiana, Peru e Venezuela, sendo que aproximadamente 63% da
bacia se encontra no territério brasileiro (Carvalho, 2001; Filizola et al., 2002; ANA,
2010; Moreira, 2019; ANA, 2024). Este gigante natural é lar da maior floresta
tropical do mundo, sustentando uma biodiversidade incomparavel e agindo como
um pilar para o ciclo hidrolégico global (Bicudo; Tundisi; Scheuenstuhl, 2017). Sua
importancia ultrapassa as fronteiras naturais, influenciando o clima, a ecologia, e a

economia de toda a regiéo.

A bacia Amazénica abriga uma vasta rede fluvial, tendo o rio Amazonas
como o principal deste complexo sistema de drenagem, formado por varios
afluentes com grande abundancia de agua, sendo os principais: Xingu, Solimoes,
Madeira e Negro (Santos; Ferreira, 1999). Cada um desses sistemas hidricos



possui caracteristicas hidrolégicas distintas: enquanto o rio Madeira transporta

grandes quantidades de sedimentos, o rio Negro € rico em matéria organica
dissolvida (MOD) (Scofield et al., 2016).

A classificagdo das aguas amazénicas, foi inicialmente proposta por Sioli
(1950, 1975, 1976), que estudou propriedades fisico-quimicas das aguas dos rios
e igarapés da Amazobnia classificando-as em trés tipos: aguas brancas, claras e
pretas, relacionando suas caracteristicas com solos e as formagdes geoldgicas das
zonas de captagao (Junk; Furch, 1980; Moreira, 2019) (Figura 1). Os rios de aguas
pretas, como o rio Negro, s&o caracterizados por sua coloragéo escura, resultante
da alta concentragao de acidos humicos e fulvicos derivados da decomposigao da
MO vegetal e essa coloracao é tipica de rios que drenam solos arenosos (podzéis),
comuns na regiao amazoénica (Sioli, 1984; Moreira, 2019) (Figura 2).
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Figura 1. Rios de aguas pretas na Bacia Amazonica.
Fonte: pt.aguasamazonicas.org



Figura 2. Praia de areia no médio rio Negro, destacando as aguas rasas de colora¢do escura,
tipicas dos sistemas de aguas pretas. Ambiente caracteristico de bacias com solos arenosos e
elevada concentragéo de substancias humicas provenientes da decomposi¢ao vegetal.
Fonte: pt.aguasamazonicas.org Foto: Michael Goulding

O rio Negro, principal afluente da margem esquerda do rio Amazonas,
€ 0 segundo maior tributario em volume de agua da bacia, contribuindo com cerca
de 14% da vazao total (Sioli, 1984; Marinho, 2019b). Além disso, responde por
aproximadamente 36% do fluxo de carbono organico dissolvido (DOC) transportado
da Amazoénia para o oceano (Richey et al., 1990; Scofield et al., 2016). Tem sua
origem na regido pré-andina da Colédmbia, e drena uma area total de
aproximadamente 712.000 km?, percorrendo uma vasta extensdo até sua
confluéncia com o rio Solimées, onde forma o rio Amazonas (Filizola; Guyot, 2009;
Scofield et al., 2016; Marinho, 2019a).

Além de suas propriedades quimicas, o rio Negro desempenha um papel
crucial na dinamica ecolégica da Amazdnia. Suas aguas sao altamente acidas com
o pH variando de 3,8 a 5,4 o que influencia diretamente na biodiversidade aquatica,
favorecendo a presenca de espécies endémicas adaptadas a esse sistema
(Marinho, 2019b; Cordeiro et al., 2022; Ribas et al., 2025).



Os ecossistemas aquaticos amazdnicos desempenham um papel
fundamental no ciclo global do carbono. A decomposicdo da MO em suas aguas
resulta na liberagao de dioxido de carbono (CO32), fazendo dele tanto um sumidouro
de carbono quanto uma fonte significativa de emissdes de CO2 (Richey et al. 1990;
Scofield et al., 2016; Ward et al., 2017). O trabalho de Moreira-Turcq et al. (2003),
evidenciou a capacidade do rio de sequestrar carbono através da absor¢ao de MO
e, subsequentemente, sua liberacdo na forma de CO2. Estes processos sao
fundamentais para entender como os rios amazdnicos interagem com a atmosfera

e contribuem para os fluxos globais de carbono.

Diante da complexidade hidrolégica da bacia Amazbdnica e da
importéncia do rio Negro na dinamica do carbono, € fundamental compreender
como as mudangas climaticas podem impactar esse sistema. A elevacdo da
temperatura e as variagdes na concentragao de CO, afetam ndo apenas a quimica
das aguas, mas também os processos biogeoquimicos responsaveis pela
degradagao da MO (Canuel et al., 2012; Bendtsen et al., 2015; Hu et al., 2022).
Assim, no proximo topico, discutiremos como essas mudangas influenciam os

ecossistemas aquaticos da Amazdnia e seus impactos na ciclagem do carbono.

2.2. Mudancgas climaticas: Aumento da temperatura e concentragoes de CO:
em ecossistemas aquaticos na Amazénia

As mudancgas climaticas representam um dos principais desafios
ambientais do século XXI, impactando diretamente nos ecossistemas aquaticos da
Amazoénia. O aumento da temperatura global e a elevagao da concentragcao de CO,
atmosférico afetam diversos processos biogeoquimicos, podendo alterar a
dinamica do ciclo do carbono nos rios da regido (IPCC, 2021). Na Amazénia, onde
os corpos d'agua desempenham um papel crucial na regulagao do ciclo do carbono,
essas alteragcbes podem ter efeitos significativos na biodiversidade aquatica e na
produtividade primaria dos ecossistemas fluviais (Marengo & Souza, 2018). De
acordo com o IPCC (2021), as atividades antropogénicas, impulsionadas pela
queima de combustiveis fosseis e pelo desmatamento, sdo os principais
causadores das alteragdes climaticas. Essas atividades liberam grandes

quantidades de gases de efeito estufa (GEE), como CO2 e metano (CH4), na
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atmosfera, resultando no aumento das temperaturas globais (Canuel et al., 2012;
IPCC, 2021), podemos ver o aumento da concentragdo de CO2 ao longo dos anos
(Figura 3).
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Figura 3. Graficos com as médias mensal e anual de CO2 medido no Observatério Mauna Loa,
Havai.
Fonte: gml.noaa.gov.

Desde a década de 1980, ha um crescente interesse em estudos
cientificos sobre a possibilidade de mudancga do clima em nivel mundial. Com isso,
em 1988, a Organizagdo Meteorolégica Mundial (OMM) e o Programa das Nagdes
Unidas para o Meio Ambiente (Pnuma) criaram o IPCC. O 6rgao ficou responsavel
por reunir, avaliar e sumarizar as informagdes técnico-cientificas e
socioeconémicas relevantes relacionadas as mudangas climaticas (Marengo,
2008). Seus relatorios sao cruciais para entender as causas, impactos e potenciais
solugdes para as mudancgas climaticas. O Relatério Especial de Avaliagao (AR-6),
divulgado em 2021, destaca que as mudancas climaticas influenciam o ciclo de
carbono e a biogeoquimica dos ecossistemas, especialmente aqueles de agua
doce (IPCC, 2021).

De acordo com o IPCC (2021), foram propostos cenarios de mudangas
climaticas ou Caminhos de Concentragdo Representativa (RCP’s, do inglés
Representative Concentration Pathway), projetando essas mudangas até o ano
2100. Os RCP’s sao conjuntos de cenarios de emissdes de GEE e outros poluentes

que servem como entradas para modelos climaticos. Eles descrevem diferentes



trajetérias possiveis para as concentragdes atmosféricas de GEE ao longo do
tempo com diferentes niveis de aquecimento global.

Os cenarios propostos sido: cenario de baixas emissdes/brando — RCP
4,5, representando um futuro com baixas emissdes de gases de efeito estufa (200
ppm), levando a um aquecimento global estimado de 1,5°C. Cenario de emissdes
intermediarias/moderado — RCP 6,0. Nesse cenario, as emissbes de gases de
efeito estufa sdo de nivel intermediario (400 ppm), resultando em um aquecimento
global estimado de 2,5°C. Por fim, o cenario de altas emissdes/drastico — RCP 8.5,
que representa um futuro com altas emissdes de gases de efeito estufa (850 ppm),
levando a um aquecimento global estimado de 4,5°C (IPCC, 2021).

A elevagcdo da temperatura global, com um aumento médio de
aproximadamente 1,1°C desde a era pré-industrial tem provocado mudancas nos
padrées de precipitacdo, intensificacdo de eventos climaticos extremos e
alteragdes significativas nas dinamicas de ecossistemas terrestre e aquaticos
(kirschbaum, 2006; IPCC, 2021). Em ambientes aquaticos, o aumento da
temperatura influencia diretamente a solubilidade do O2, a taxa metabdlica dos
organismos e a estratificacdo da agua. O que pode acarretar um aumento da
producao de algas e plantas aquaticas podendo intensificar o processo de
eutrofizacdo, aumentando assim, a produgao primaria e a concentracdo de MO
(Canuel et al., 2012; Bendtsen et al., 2015; Porcal et al., 2015). Mudangas na
temperatura e nas concentragdes de CO2 podem alterar a composi¢cao quimica
influenciando a degradacdo da MO, e a capacidade dos ecossistemas de
sequestrar carbono (Bendtsen et al., 2015; Ward et al. 2017).

Na Amazobnia, as mudancgas climaticas tém manifestacdes especificas
que incluem ndo apenas o aumento da temperatura, mas também a alteracédo do
regime de chuvas, que afeta diretamente os ecossistemas aquaticos da regiao.
Estudos indicam que a temperatura na Amazonia poderia aumentar até 4°C até o
final do século, alterando profundamente o ciclo hidrolégico da regido (Marengo;
Hastenrath, 1993; Melo et al., 2018). Tais mudangas podem levar a intensificagao
dos periodos de seca e a uma diminuicdo nos niveis dos rios, afetando a
biodiversidade aquatica e a disponibilidade de recursos hidricos para as

populacdes locais.



Os ecossistemas aquaticos amazonicos, particularmente os de varzeas
e igapos, sdo altamente sensiveis as flutuagdes no regime de chuvas e aos
aumentos de temperatura. Essas alteracbes afetam a dinamica da MO, a qual é
crucial para a manutencdo da produtividade e da biodiversidade desses
ecossistemas. A MO influencia a quimica da agua, a disponibilidade de nutrientes
e serve como substrato para numerosos microrganismos (Ward et al., 2017;
Almeida et al., 2017).

2.3. Matéria organica

2.3.1. Matéria organica natural em ecossistemas aquaticos

A matéria organica natural (MON) em ecossistemas aquaticos é um
complexo conjunto de substancias organicas formadas principalmente por
processos biogeoquimicos como fotossintese, excrecdo de organismos,
decomposicao da biomassa, incluindo restos de plantas, animais e microrganismos
(Bianchi, 2007). A MON é composta por uma ampla variedade de classes de
compostos, que surgem de uma fonte bioldgica inicial, tais como substancias
humicas, polissacarideos, aminoacidos, proteinas, peptideos, lipidios, ligninas,
taninos e compostos aromaticos condensados (Karanfil et al., 1999; Beckett;
Ranville, 2006; Sillanpaa, 2015; Bataglion, 2015). A formacao e a dindmica da MON
sao influenciadas por fatores bidticos e abidticos, incluindo a atividade microbiana,
a fotodegradacgao e as interagdes com minerais do solo (Canuel et al., 2012). Esta
diversidade de fontes e processos de formacao confere a MON uma complexidade
estrutural significativa, refletida em sua composicdo quimica e comportamento

ambiental.

Nos sistemas aquaticos, a MON pode ser dividida em fragdes
hidrofébicas e hidrofilicas. Enquanto a fracdo hidrofobica €& principalmente
representada por compostos aromaticos, possuindo grupos fendlicos e
ramificacbes com ligagcdes duplas conjugadas, a fracdo hidrofilica é rica em
compostos alifaticos e compostos nitrogenados, como carboidratos, proteinas,
agucares e aminoacidos (Killops; Killops, 2005; Thurman, 2012). Essa distingdo &



crucial para entender o comportamento da MON nos diferentes compartimentos
aquaticos e sua biodisponibilidade para os organismos aquaticos.

Sua importancia para os ecossistemas aquaticos é variada, abrangendo
desde sua fungdo como base da cadeia alimentar até seu papel na regulacédo dos
ciclos biogeoquimicos. A MON é uma fonte de carbono e nutrientes essenciais para
a produgao primaria , sustentando a biomassa de fitoplancton e outros produtores
primarios, que por sua vez suportam as teias alimentares aquaticas (Fisher, 1978;
Ward et al., 2013; Resende, 2015). Dessa forma, compreender a composi¢éo e a
dinamica da MON é essencial para avaliar sua influéncia na qualidade da agua, na
produtividade primaria e nos processos biogeoquimicos dos ecossistemas

aquaticos.

2.3.2. Fonte e classificagdao da matéria organica natural em ecossistemas

aquaticos

Em ecossistemas aquaticos, a MON pode ser classificada de acordo
com sua origem e composicdo quimica. Podendo ser originaria de fontes
autéctones ou aloctones. A primeira € produzida dentro do proprio sistema
aquatico, derivada de processos bioldgicos internos, como a fotossintese realizada
por fitoplancton, algas e macrofitas aquaticas, e pelo metabolismo dos organismos
aquaticos (Baker et al., 2008; Artifon; Zanardi-lamardo; Fillmann, 2019). Por outro
lado, a MON aléctone tem origem fora do ambiente aquatico, proveniente da
lixiviagdo do solo, da decomposicdo de vegetacao terrestre e do escoamento
superficial de MO (Derrien; Brogi; Gongalves-Araujo, 2019; Artifon; Zanardi-
lamardo; Fillmann, 2019). No rio Negro, ambas as fontes desempenham papéis
significativos, influenciando a composigdo quimica da agua e 0s processos
biogeoquimicos da regido (Minor et al., 2014). Essa distincdo € essencial para
compreender os processos biogeoquimicos e a dinamica dos ecossistemas
aquaticos da regiao. A Figura 4 mostra um esquema das fontes e dindmica da MON

em ambientes aquaticos.
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Figura 4. Dinamica da MO na coluna d'agua em sistemas de agua doce. MOD: Matéria Organica
Dissolvida, MOP: Matéria Organica Particulada.
Fonte: Adaptado de Le Moigne (2022)

A MON também pode ser subdividida em duas fragcbes com base no
tamanho e na solubilidade: MOD e MOP. Na pratica, essa distingao é feita de forma
operacional por meio de filtracdo. Tradicionalmente, utiliza-se filtros com
porosidade de 0,45 ym para separar as duas fragdes: a MOD é definida como a
fracdo que passa através do filtro, representando os compostos soluveis na agua;
enquanto a MOP ¢é a fragao retida no filtro, correspondendo ao material em
suspensdo ou insoluvel. No entanto, diversos autores adotam faixas de corte
variadas, com porosidades entre ~0,1 e ~0,7 ym, dependendo da natureza do
estudo e das caracteristicas do sistema aquatico investigado (Verdugo et al., 2004;
Roulet; Moore, 2006; Azam; Malfatti, 2007; Bataglion, 2012; He et al., 2016).

Em rios de aguas pretas, como o Rio Negro, € comum a utilizagédo de
filtros com porosidade de 0,7 um. Isso se deve a alta concentracao de MO aldctone
com material ainda em decomposicao, que pode facilmente entupir filtros com poros

menores dificultando o processo de filtragem (Melo et al., 2023).

11



A MON também pode ser classificada com base em sua reatividade e
biodisponibilidade. A MO labil é facilmente degradavel por microrganismos,
possuindo uma alta taxa de decomposig¢do, enquanto a MO refrataria € mais
resistente a decomposicao e persiste por longos periodos no ambiente (Thurman,
2012; Bataglion, 2015). Essas classificagdes sao cruciais para entender os fluxos

de carbono e a disponibilidade de nutrientes nos ecossistemas aquaticos.

Além das fontes primarias de MO, como a producdo primaria por
fitoplancton (autoctone) e o aporte fluvial e terrestre (aldctone), destacam-se
também as fontes secundarias, associadas aos processos de degradacéo,
ressuspensao de sedimentos e infiltracdo de compostos organicos dissolvidos e
particulados no leito e margens dos rios. A ressuspensao pode ocorrer por agao
hidrodindmica (como variagbes de vazdo e eventos de cheia), promovendo a
reintroducdo de material previamente sedimentado na coluna d’agua (Thorp;
Thoms; Delong, 2010). Ja os processos de infiltragdo envolvem a troca entre agua
subterranea e agua superficial, podendo liberar MO de zonas riparias e sedimentos
para o ambiente aquatico (Battin et al., 2008). Esses processos contribuem para a
complexidade e diversidade molecular da MO presente nos ecossistemas

aquaticos tropicais.

A distingdo entre MOD e MOP em ecossistemas aquaticos, embora
operacionalmente definida por filtragdo, nao reflete a natureza dindamica dessas
fragdes. Na realidade, essas fragdes estdo em constante intercambio, influenciadas
por mecanismos fisicos, quimicos e biolégicos. Podendo ocorrer a conversao de
MOD em MOP por processos de agregacao, floculagao, coagulagéo e adsorgdo em
particulas minerais, muitas vezes induzida por interacbes com ions multivalentes,
variacbes de pH ou mesmo atividade microbiana. Inversamente, a solubilizagédo
enzimatica da MOP, fragmentacéao detrital e fotooxidacdo promovem a liberacao de
compostos dissolvidos, enriquecendo o pool de MOD com substancias reativas ou
refratarias (Azam; Malfatti, 2007; Verdugo; Santschi, 2010; He et al., 2016). Em
ambientes amazénicos, onde ha intensa entrada de MO al6ctone e elevada
atividade microbiana, essas trocas sao particularmente relevantes para o fluxo e a

reatividade do carbono. Estudos demonstram que, em aguas de rios como o Negro,
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a MOP pode ser parcialmente formada por agregagao espontanea ou induzida da
MOD, especialmente sob condicbes de baixa for¢a hidrodindmica e alta carga
organica, como ocorre em aguas pretas (Kerner et al., 2003; Mayorga et al., 2005;
He et al., 2016)

2.3.3. Matéria organica particulada em ecossistemas aquaticos

A MOP é uma mistura complexa constituida, principalmente, por
compostos estruturais como celulose, hemicelulose e lignina. Esses compostos séo
mais estaveis e de baixa solubilidade (Wetzel, 2001; Sciessere, 2011). A MOP inclui
uma variedade de materiais organicos em suspensao, tais como detritos de plantas,
algas, fitoplancton, zooplancton, detritos, bactérias entre outros, que sdo essenciais
para a manutencgao da biodiversidade aquatica (Dzierzbicka-Gtowacka et al. 2010;
Liu et al., 2023).. Além disso, ela contribui para processos fundamentais, como a
producao primaria e a reciclagem de nutrientes, influenciando a estrutura e
funcionamento dos ecossistemas (Fisher, 2016; Ward et al., 2013).

A variabilidade sazonal também desempenha um papel crucial na
concentracdo e composi¢cao da MOP nos ecossistemas aquaticos. Durante os
periodos de cheia, por exemplo, ha um aumento significativo na entrada de MO
terrestre, que pode aumentar a concentragao de MOP de fonte al6ctone nas aguas
(Moreira-Turcq et al., 2003). Por outro lado, durante a estacao seca, a concentragao
de MOP tende a diminuir, refletindo a menor entrada de material aléctone e a maior
degradagao in situ (Ward et al., 2013).

A MOP néao s6 fornece uma fonte de carbono e nutrientes para os
organismos aquaticos, mas também influencia diretamente os ciclos
biogeoquimicos. A decomposi¢cdo da MOP libera nutrientes essenciais como
nitrogénio e fésforo, que séo reciclados dentro do ecossistema aquatico,
promovendo a produtividade primaria (Scofield et al., 2016; Minor et al., 2014;
Richey et al., 2002). Além disso, por ter uma natureza mais refrataria, a MOP pode
atuar como uma reserva temporaria de carbono, retardando a liberacdo de CO2
para a atmosfera (Ward et al., 2017; Almeida et al., 2017).

Nos ciclos biogeoquimicos, a MOP esta envolvida na exportagéo de
carbono organico dos sistemas terrestres para os aquaticos, onde pode ser
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mineralizada ou depositada nos sedimentos (Minor et al., 2014). A decomposi¢ao
microbiana da MOP resulta na liberacado de CO2 e CH4, gases de efeito estufa que
tém implicagdes significativas para o clima global (Richey et al., 2002; Scofield et
al., 2016).

Para entender melhor a reatividade do MO, sua composigao e dindmica
nos ecossistemas aquaticos, como e por que a composi¢gao do MOP muda com sua
origem na coluna de agua é importante destacamos brevemente alguns dos
principais componentes do MOP.

A fracao lipidica da MOP compreende uma variedade de compostos
apolares ou fracamente polares, incluindo acidos graxos, hidrocarbonetos alifaticos
(como n-alcanos), esterdis e derivados de pigmentos, como o fitol. Esses
compostos estdo associados principalmente a biomassa de organismos
fotossintetizantes, detritos vegetais e micro-organismos aquaticos, sendo menos
suscetiveis a degradacao do que carboidratos e proteinas (Wakeham et al., 1997;
Killops; Killops, 2005; Kharbush et al., 2020). Enquanto os lipidios autoctones sao
principalmente derivados de fitoplancton e bactérias, os lipidios aléctones provém
de plantas superiores, que liberam ceras epicuticulares e compostos estruturais
para o ambiente aquatico, sendo comumente empregados como biomarcadores
porque muitos deles sao sintetizados por organismos especificos, permitindo uma
avaliacdo quanto a origem e o destino da MO em ecossistemas aquaticos
(Kharbush et al., 2020). Em ambientes tropicais como o Rio Negro, marcados por
alta carga de MO aldctone, os lipidios tendem a se acumular em maior proporgao.
Os processos de degradacéao dos lipidios envolvem a acao de enzimas microbianas
e oxidagao fotoquimica, podendo levar a formacdo de compostos mais estaveis,
como os hidrocarbonetos de cadeia longa (Hedges, 1986).

Os ésteres desempenham um papel significativo na transformacao da
MO nos ecossistemas aquaticos, principalmente por meio da atividade microbiana
e processos bioquimicos. Bactérias marinhas, como as espécies Acinetobacter e
Pseudomonas, produzem ésteres de cera (ésteres de acidos graxos) durante a
degradacao aerdbica de compostos isoprenoides, como o fitol (Rontani et al.,
1998).
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Os ésteres também podem ser sintetizados por rotas bioquimicas
envolvendo a condensagdo de acil-CoA e alcoois, bem como por meio de
processos de oxidagado envolvendo aldeidos. Essas vias ndo apenas contribuem
para a formagédo de ésteres, mas também facilitam a degradagdo de compostos
organicos, reciclando nutrientes em ecossistemas aquaticos (Park et al., 2009).

Os n-alcanos sdo hidrocarbonetos lineares saturados, comumente
encontrados em sistemas aquaticos associados a fontes vegetais superiores, como
ceras epicuticulares de folhas. Compostos impares de cadeia longa (como n-C,,
n-C,o9 € n-C34) sdo amplamente utilizados como biomarcadores de MO al6ctone
terrestre, devido a sua origem em plantas do tipo C; e a sua alta resisténcia a
degradagao microbiana e fotoquimica (Rullkotter, 2001; Killops; Killops, 2005). Em
contrapartida, n-alcanos pares ou de cadeia curta (como n-Ci5 a n-C,;) séo
frequentemente relacionados a fontes autéctones, especialmente microbianas ou
fitoplanctonicas, podendo também refletir transformacdes pds-deposicionais da
MOP (Saliot, 1981; Medeiros et al., 2005; Guimaraes et al., 2019;). A analise da
distribuicdo e abundancia relativa desses compostos tem sido amplamente
aplicada em estudos geoquimicos voltados a identificacdo de fontes, rastreamento
de transporte e avaliacdo do destino da MOP em ambientes aquaticos.

Alteragdes na composi¢cao de homologos de cadeia curta ou em padrbes
de predominancia impar/par podem indicar atividade microbiana, oxidagcao ou
mesmo fotodegradagéo, o que destaca a relevancia de compreender como esses
processos modificam a MOP ao longo do tempo e sob diferentes condigbes
ambientais. Além disso, a MOP é constituida por uma ampla diversidade de
compostos, que apresentam reatividade e estabilidade variaveis frente a fatores
como temperatura, pH, disponibilidade de oxigénio, e intensidade da radiagao solar
(Rullkoétter, 2001; Killops; Killops, 2005).

2.3.4. Matéria organica particulada no rio Negro

A MOP no Rio Negro trata-se de uma fragdo majoritariamente aléctone,
com origem predominante na lixiviagdo de solos podzodlicos altamente
intemperados, responsaveis por liberar compostos humicos refratarios e fendis

substituidos com alto grau de aromaticidade (Gadel et al., 2000; Bardy et al., 2011).
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A MOP do rio Negro é composta por elevadas proporg¢des de carbono orgéanico total
(TOC), podendo atingir até 27% na fragéo particulada, o que evidencia uma alta
carga organica mesmo com baixa concentragao de solidos suspensos (Brinkmann,
1986; Gadel et al., 2000; Marinho et al., 2024). Sua composi¢do quimica inclui
acidos graxos saturados de cadeia longa, fendis hidroxilados, diacidos carboxilicos
e residuos de lignina, demonstrando baixa contribuicdo da produgao primaria
aquatica e alta preservacao de materiais vegetais degradados (Moreira-Turcq et al.,
2003a; Mortillaro et al., 2012). Os baixos valores de pH variando de 3,8 a 5,4 e
condutividade elétrica (<15 pS-cm™), caracteristicos das aguas pretas, limitam a
atividade biolégica aquatica, reduzindo a produgdo primaria autéctone e
favorecendo a persisténcia da fragdo humica particulada (Brinkmann, 1986;
Benedetti et al., 2002).

A dindmica da MOP no Rio Negro também é fortemente influenciada por
aspectos hidrologicos. Durante o percurso fluvial, observa-se uma tendéncia de
diminuicdo do carbono dissolvido e aumento relativo da MOP, sugerindo
mecanismos de floculagdo, adsor¢cdo em particulas minerais e transformacéao
coloidal (Mounier et al., 1999; Moreira-Turcq et al., 2003a). A confluéncia com rios
de aguas brancas, como o Solimdes, promove uma zona ativa de transformacao,
da MOP do Negro influenciando nos processos de degradagao, sedimentacao e
redistribuicdo parcial, mas ainda preserva sua assinatura geoquimica refrataria
mesmo a jusante da confluéncia (Gadel et al., 2000; Moreira-Turcq et al., 2003a).
Além disso, analises espectroscopicas e por pirdlise apontam que a MOP exportada
pelo Negro é rica em compostos de origem pedogénica como trimetoxibenzenos e
acidos fendlicos, indicando que os solos da bacia atuam como fontes ativas de
MOP, especialmente durante a cheia (Gadel et al., 2000; Bardy et al., 2011).
Embora sua contribuicdo em massa seja modesta frente a outros tributarios, como
o0 Solimdes, a MOP do rio Negro representa uma importante fragdo do carbono
refratario exportado para o rio Amazonas, com papel relevante na regulacdo do
ciclo biogeoquimico do carbono na bacia Amazénica (Moreira-Turcq et al., 2003b;
Mortillaro et al., 2012).
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2.3.5. Degradacgao da matéria organica particulada

A degradacdo da MOP é um processo complexo influenciado por
diversos fatores ambientais, como temperatura, concentragao de CO2, radiacio
solar, atividade microbiana e disponibilidade de oxigénio (Bianchini, 2003
Kirschbaum, 2006; Scofield et al., 2016). A temperatura € um fator determinante
na degradacao da MOP. A elevacédo da temperatura geralmente acelera as taxas
de decomposicdo devido ao aumento da atividade enzimatica microbiana e das
reagoes quimicas (Bendtsen et al., 2015). Estudos indicam que temperaturas mais
altas favorecem a decomposicdo de compostos organicos labeis, resultando em
uma rapida mineralizagdo da MOP (Smith et al., 1992). Além disso, variagdes
sazonais de temperatura podem influenciar a composicdo da MOP, alterando a
proporcao de componentes labeis e refratarios (Mayer et al., 2006). O aumento da
temperatura e dos niveis de CO2 podem impactar negativamente as fungdes dos
ecossistemas aquaticos por meio da perturbagdo da produtividade e,
especialmente, da degradacdo da MO (Kirschbaum, 2006; Canuel et al., 2012;
Bendtsen et al., 2015)

O aumento dos niveis de CO2 na atmosfera também pode intensificar a
acidificagdo em sistemas de agua doce. Quando o CO, atmosférico se dissolve na
agua, forma acido carbdnico (H,CO3), que se dissocia em ions hidrogénio (H*) e
bicarbonato (HCOs~), promovendo a redugcdo do pH (Thomas; Ramkumar;
Shanmugam, 2022). Esse processo € particularmente acentuado em ambientes
dulcicolas com baixa alcalinidade, onde a capacidade tamponante é limitada, o
sistema carbonato-bicarbonato é rapidamente superado, tornando os ecossistemas
mais vulneraveis a acidificagdo (Ninokawa; Ries, 2022). Além disso, evidéncias
experimentais demonstram que a intensificacdo do aporte de CO, atmosférico pode
reduzir significativamente o pH em corpos d’agua continentais, especialmente
quando associados a baixa capacidade de renovacao hidrica e auséncia de
tamponantes minerais (Tangri et al., 2022; Thomas; Ramkumar; Shanmugam,

2022). Influenciando na solubilidade dos compostos organicos e a atividade
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microbiana. Isso pode resultar em mudancgas na estrutura da MOP, tornando-a mais
suscetivel a decomposicdo (Porcal et al., 2015). A acidificagcdo pode também
impactar a fotodegradagdo, aumentando a produgdo de espécies reativas de
oxigénio que aceleram a degradacdo de compostos organicos complexos (Porcal
et al., 2013; Hu et al., 2022).

A MOP pode absorver luz ultravioleta e visivel, permitindo a ocorréncia
de reacgdes fotoinduzidas (Kieber et al., 2006; Mayer et al., 2006; Hu et al., 2022).
A exposicao a luz solar pode alterar a composi¢cao quimica da MOP, resultando na
formagao de MOD e produtos inorganicos (Estapa et al., 2012; Pisani et al., 2011
Hu et al., 2022).

A atividade microbiana é fundamental para a degradacdo da MOP.
Microrganismos heterotroficos, como bactérias e fungos, utilizam enzimas
extracelulares para hidrolisar compostos organicos complexos em formas mais
simples, que podem ser assimiladas ou mineralizadas (Smith et al., 1992; Azam;
Malfatti, 2007). Como ja dito anteriormente, a eficiéncia dessa degradac¢ao depende
de fatores ambientais como temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes
(Bendtsen et al., 2015). A interacdo entre microrganismos e a MOP ¢é dinamica,
influenciando diretamente os ciclos biogeoquimicos em ecossistemas aquaticos
(Simon et al., 2002; Hu et al., 2022).

Os impactos ecoldgicos da degradacdo da MOP s&do muitos. O processo
de decomposigao regula a disponibilidade de nutrientes, afetando a produtividade
primaria e a estrutura das comunidades aquaticas (Wetz et al., 2008; Estapa et al.,
2012). Além disso, a degradacdo da MOP influencia a qualidade da agua,
contribuindo para processos de eutrofizagao e a formagao de zonas mortas (Estapa
et al., 2012). Entender os fatores que controlam a degradagdo da MOP é crucial
para a gestao sustentavel dos recursos aquaticos e para prever as respostas dos
ecossistemas as mudangas climaticas (Hu et al., 2022).

Diante da complexidade estrutural da MOP e da influéncia de multiplos
fatores ambientais em sua transformacgao, a caracterizagao molecular dessa fracéao

torna-se essencial para compreender os mecanismos de degradacéao e estabilidade
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da MO em ecossistemas tropicais. Nesse contexto, a aplicagdo de técnicas
analiticas de GC-MS se mostra uma ferramenta poderosa para elucidar a
composicdo da MOP e acompanhar suas alteracbes ao longo do tempo de

incubacéao e sob diferentes cenarios climaticos.

2.4.Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS )

2.4.1. Principios basicos

A GC-MS é uma técnica analitica que combina a capacidade de
separagcdo da cromatografia gasosa (GC) com a capacidade de identificagdo
estrutural da espectrometria de massas (MS). Essa combinacdo aumentou
exponencialmente a capacidade analitica do sistema acoplado, tornando-o
indispensavel em diversas areas da quimica analitica (Langas, 2019). Na técnica
de GC-MS, a amostra € vaporizada e transportada por um gas inerte através de
uma coluna capilar, onde os componentes sao separados com base em suas
interacdes com a fase estacionaria e suas propriedades volateis. Os componentes
separados sdo entdo ionizados no espectrometro de massas e identificados com
base na razdo massa/carga (m/z) dos ions formados (Hoffmann; Stroobant, 2007,
Holler; Skoog; Crouch, 2009; Lancas, 2019). Os componentes principais de um

sistema GC-MS sao indicados na Figura 5.

Interface GC-MS
TEE]

Fonte de Analizador Detector
lonizagéo

e - * :m H

| |
Cromatdgrafo gasoso Espectrémetro de massas

Figura 5. Elementos basicos de um sistema GC-MS.
Fonte: Adaptado de shimadzu.com.
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A técnica de GC-MS é particularmente importante devido a sua
capacidade de realizar analises em matrizes complexas com alta seletividade e
sensibilidade. O acoplamento das duas técnicas permite a separagdo e a
identificacdo simultdnea de compostos em uma unica analise. Essa sinergia entre
GC e MS permite a identificacdo desses compostos em matrizes que poderiam ser
dificeis de analisar usando apenas uma delas (Hoffmann; Stroobant, 2007;
Bataglion, 2015; Lancgas, 2019).

O sistema de GC é composto por quatro componentes principais: o
sistema de introducdo de amostras (injetor), a coluna cromatografica, o forno e a
interface de acoplamento com a MS. Inicialmente, a amostra € injetada no injetor,
onde os compostos sdo rapidamente aquecidos e vaporizados. Um gas inerte —
comumente o hélio (He) — atua como fase movel, conduzindo os analitos através
de uma coluna capilar. A fase estacionaria, revestindo a superficie interna da
coluna, interage de forma diferencial com os componentes da amostra,
promovendo sua separacdo com base em propriedades fisico-quimicas, como
volatilidade e polaridade (Holler; Skoog; Crouch, 2009; Kolomnikov et al., 2018).

Esse processo de separacido é fundamental para analises de misturas
complexas, pois permite a identificagdo e quantificacdo precisa dos compostos.
Cada analito elui da coluna em um tempo caracteristico, resultando em picos
distintos no cromatograma (Skoog et al., 2006; Holler; Skoog; Crouch, 2009). O gas
de arraste, além de transportar os compostos do injetor até o detector, ndo deve
interagir quimicamente com os analitos, garantindo a neutralidade do processo
(Skoog et al., 2006).

O injetor & responsavel pela introdugcdo da amostra na coluna
cromatografica, onde ocorre sua vaporizagao instantanea, assegurando que todos
os componentes entrem na fase gasosa. A escolha das condi¢cbes de injecao
depende diretamente do estado fisico da amostra (Langas, 2019). A coluna,
geralmente confeccionada em silica fundida e revestida com uma fase estacionaria
apropriada, € considerada o elemento central do sistema GC. A eficiéncia da
separacao depende de fatores como o tipo de fase estacionaria, a programacgao de
temperatura e o fluxo do gas de arraste.
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Apds a separacao cromatografica, os compostos eluidos sao
direcionados ao MS, onde sao ionizados e analisados. A interface GC-MS
desempenha um papel essencial nesse processo, pois deve permitir a transferéncia
eficiente dos analitos da coluna cromatografica para o espectrémetro de massas,
ao mesmo tempo em que mantém as condigdes de vacuo necessarias para o

funcionamento adequado do sistema (Holler; Skoog; Crouch, 2009; Langas, 2019).
2.4.2. Fonte de ionizagcao

A fonte de ionizacao é uma parte crucial do MS em sistemas de GC-MS,
a fonte de ionizagao por elétrons (El, do inglés Electron lonization) € amplamente
utilizada devido a sua capacidade de produzir ions moleculares e fragmentos
caracteristicos, que sdo essenciais para a identificacdo dos compostos (Langas,
2019). No método El, a amostra eluida da coluna cromatografica é atingida por um
feixe de elétrons de alta energia, 70 eV (eletronvolts), a partir de um filamento
aquecido. Essa energia é suficiente para retirar um elétron da molécula, formando
um cation (ion molecular). Sendo um processo que envolve muita energia, ele
resulta frequentemente em uma série de ions fragmentos devido a quebra das
ligacdes quimicas. Uma placa repelente, carregada positivamente, direciona os
ions produzidos para uma série de placas aceleradoras (Figura 6). Os ions
produzidos sdo entdo direcionados para o analisador de massas, onde sao

separados com base na sua m/z (Hoffmann; Stroobant, 2007; Pavia et al., 2012).

Feixe de elétrons

Feixe de

fons

Entrada de amostra

Parao
analisador

. ~
Prato repelente Anodo  pratos de aceleracio
Fenda concentradora
Saida para
bomba

Figura 6. Camara de ionizagao de elétrons.
Fonte: Adaptado de Pavia et al., 2012

21



Segundo Lancgas (2019), a fragmentagado dos ions na fonte El € um
processo bem compreendido e reprodutivel, o que torna essa técnica
extremamente util para a construgao de bibliotecas de espectros de massas. Cada
composto quimico gera um padréo de fragmentag¢&o unico que pode ser comparado
com espectros conhecidos, permitindo a identificagcdo dos compostos presentes na
amostra. A robustez e a confiabilidade da El sdo outras razdes pelas quais essa
técnica é preferida em analises de GC-MS. Além disso, a alta energia dos elétrons
permite a ionizagdo de uma ampla gama de compostos, incluindo aqueles com
estruturas complexas, o que amplia as aplicagées da GC-MS em diversos campos
(Hoffmann; Stroobant, 2007; Holler; Skoog; Crouch, 2009).

2.4.3. Analisador de massas do tipo quadrupolo

O analisador de massas do tipo quadrupolo opera como um filtro de
massa que permite a passagem apenas dos ions com uma m/z especifica,
rejeitando todos os outros. O quadrupolo consiste em quatro hastes metalicas
cilindricas dispostas paralelamente, com aplicagao de voltagens continuas (DC) e
potencial de radiofrequéncia (RF) aplicadas alternadamente aos pares de hastes.
Este campo elétrico oscilante cria uma trajetoria estavel para os ions de interesse,
permitindo sua detecgdo precisa enquanto os ions com trajetérias instaveis sao
neutralizados, conforme a Figura 7 (Holler; Skoog; Crouch, 2009; Pires, 2016;
Langas, 2019).

Detector

fons ressonante

| Voltagens de ac e dc

Figura 7. Esquema de funcionamento de um analisador do tipo quadrupolo evidenciando as quatro
barras.
Fonte: Langas, 2013.
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Os quadrupolos operam com uma resolugdo constante, mantendo a
razao RF/DC constante (Lancgas, 2019). As hastes cilindricas sdo configuradas de
maneira a criar um campo elétrico que oscila rapidamente, permitindo que apenas
ions com uma determinada m/z atravessem o quadrupolo e cheguem ao detector.
Este mecanismo é regulado pela Equacao de Mathieu, que descreve o movimento
dos ions dentro do quadrupolo e determina a estabilidade das trajetorias dos ions
em funcdo das voltagens aplicadas (Hoffmann; Stroobant, 2007; Holler; Skoog;
Crouch, 2009, Pires, 2016) .

Para um sistema com apenas um quadrupolo, a aquisicdo dos dados
pode ser feita de duas formas principais: através da varredura de uma faixa de
massa (modo SCAN), normalmente variando de 50 a 400 u, ou pelo monitoramento
de ions selecionados (modo SIM) (Langas, 2019). Na figura 8 podemos observar

os dois modos de aquisi¢cao de dados.

H°® o (+) _@ —————— jonressonante
oPe@e*>) |  e=meee-- » fonnao-ressonante
(A) Modo Scan {(B) Modo SIM
Aumento de o Voltagem T
Quadrupolo Quadrupolo

Voltagem Constante

Tempo W Tempo W

miz

m/z

Espectro de Massas Espectro de Massas

Figura 8. Esquema do modo de varredura (A) e do modo SIM (B) no MS Quadrupolo.
Fonte: Adaptado de shimadzu.com.
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No modo de varredura, o quadrupolo opera varrendo uma faixa de m/z,
permitindo a detecgao sequencial de ions em uma ampla gama de massas. Esse
modo é particularmente util para a analise qualitativa, onde é necessario identificar
e caracterizar todos os compostos presentes em uma amostra. A varredura rapida
do quadrupolo (até 15.000 u/segundo) possibilita a aquisicdo de dados em alta
velocidade, tornando-o ideal para analises onde a velocidade é critica (Gross, 2006;
Hoffmann; Stroobant, 2007; Langas, 2019).

No modo SIM, apenas os ions com uma m/z especifica sdo monitorados,
o que melhora significativamente a sensibilidade e a seletividade da analise. O
modo SIM é amplamente utilizado em analises quantitativas, onde é necessario
detectar compostos em baixas concentragdes e com alta precisdo (Gross, 2006;
Hoffmann; Stroobant, 2007; Langas, 2019).
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3. Objetivos
3.1.Geral

Avaliar as alteragdes da composigao da matéria organica particulada do

Rio Negro sob diferentes cenarios de mudancgas climaticas.

3.2.Especificos

Caracterizar a fracdo de matéria orgénica particulada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, associada a ferramentas de quimiometria,
quanto a composigao em nivel molecular.

Avaliar o efeito do aumento progressivo da temperatura e da concentragao de COz2
na composi¢ao matéria organica particulada.

Avaliar o efeito do tempo de exposigcdo na degradagcdo da matéria organica

particulada sob diferentes temperaturas e niveis de CO..
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4. Materiais e métodos

4.1. Area de estudo

As experimentos de incubagéo deste estudo foram realizados com amostras
de agua coletadas no rio Negro, afluente a margem esquerda do rio Amazonas,
pertencente a bacia amazonica, localizada no territério brasileiro. O ponto de coleta
esta situado a montante da cidade de Manaus, a 1 km antes da confluéncia do Rio
Negro com o lgarapé Tarumé-Agu, apresentando as coordenadas geograficas
(S03°07'02.63" e W 60°18'41.92") (Figura 9).
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Figura 9. Localizacao geografica do Rio Negro (AM) ilustrando o ponto de coleta.
Fonte: O autor (2025).

O ponto de coleta foi escolhido para favorecer a amostragem de MON
em detrimento da antropogénica proveniente da area urbana de Manaus. Conforme
evidenciado por Almeida (2017), Melo (2019) e Costa (2020), ha um aumento
significativo de entrada de esgoto doméstico no igarapé Taruma-Agu, e este
desagua no rio Negro, causando certa contaminacdo por MO antropogénica. Por
esse motivo, optou-se por coletar a amostra de agua do rio Negro antes da

confluéncia com igarapé Taruma-Agu.
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Foram realizadas duas coletas em periodos distintos:

* Primeira coleta (periodo de cheia): realizado em 13 de fevereiro de
2023, no periodo da manha (Experimento 1).

* Segunda coleta (periodo de seca): realizado em 18 de outubro de 2024,
também no periodo da manha (Experimento 2 e 3).

A segunda coleta gerou dois Experimentos (Exp. 2 e 3), foram simuladas
duas condigdes distintas: (i) um ambiente controlado no Laboratorio de
Ecofisiologia e Evolugdo Molecular (LEEM) (mesmo ambiente do Exp. 1), no qual
temperatura e concentragdo de CO, foram controladas simulando os cenarios
climaticos proposto pelo IPCC; e (ii) um ambiente ndo controlado na UFAM, que
funcionou como um cenario natural simulado, sujeito a luz solar indireta e variacoes
térmicas e de umidade tipicas do clima amazbnico. Essa distingdo permitiu
comparar os efeitos de condicbes ambientais realistas versus condigdes
experimentalmente elevadas sobre a dindmica da MOP.

A primeira coleta foi feita, em um periodo de intensa precipitacao
pluviométrica na regido, durante a temporada de cheias do inverno amazénico.
Neste dia, o rio apresentou uma cota de 22,90 metros (no porto de Manaus). E
importante destacar que ndo houve chuva no local da coleta durante o periodo da
amostragem. De acordo com dados do site do INMET (Figura 10a), a estagao de
Manaus (A101) documentou um volume cumulativo de chuva de 21 mm em um
periodo de 24 horas, comec¢ando apds a conclusao da primeira coleta, enquanto na
segunda coleta a estacdo A101 nao registrou precipitagdo durante as 24 horas
(Figura 10b).

a) Instituto Nacional de Meteorologia - INMET b) Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Chuva Acumulada por Hora || Estacio: MANAUS (A101) - 13/02/2023 Chuva Acumulada por Hora || Estagao: MANAUS (A101) - 18/10/2024

uva em (mm)

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 00 01 02 03 04 05 06 07 03 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

@ Chuva em (mm) @ Chuva em (mm)
Highcharis.com

Figura 10. Representagdes graficas das precipitagdes pluviométricas na regiao no dia da coleta:
(a) Distribuicdo horaria de chuva acumulada ao longo do dia 13 de fevereiro de 2023 , (b)
Auséncia de precipitagao registrada durante as 24 horas do dia 18 de outubro de 2024.
Fonte: INMET.
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A amostragem foi feita utilizando uma garrafa do tipo Van Dorn. Foi coletado um
volume total de cerca de 30 L, sendo transferido rapidamente para frascos de vidro
ambar previamente lavados. Esses frascos foram mantidos em isopor com gelo até
chegar ao LEEM (Figura 11), onde foram submetidos a exposi¢céo nas quatro salas
climaticas. Como referéncia, trés aliquotas de 1 L foram reservadas para
representar a composicao inicial. Essas amostras foram mantidas em frascos
ambar, resfriadas em isopor com gelo, até serem levadas ao Laboratorio de
Pesquisa e Ensaios de Combustiveis (LAPEC), situado no setor Sul do campus da
UFAM/Manaus, para extragao das fracbes de MOP e MOD. As demais amostras
foram distribuidas em béqueres de 1 litro para serem submetidas aos experimentos

de incubacao no LEEM.

Figura 11. Local de exposigao aos cenarios climaticos. a) Laboratério de Ecofisiologia e Evolugéo
Molecular — LEEM, b) Interior das salas climaticas.
Fonte: leem.net.br

4.2. Procedimento experimental

4.2.1. Limpeza de vidrarias

Antes da realizagao da coleta, com o objetivo de prevenir contaminagdes
das amostras, toda a vidraria utilizada no experimento foi devidamente higienizada.
O processo de limpeza incluiu a lavagem prévia com solugao Extran 5% (v/v),
enxague com agua corrente, subsequente enxague com agua destilada e, por fim,
enxague adicional com agua ultrapura (18,2 MQ, sistema Milli-Q®). As vidrarias,
com excecg¢ao das volumétricas, foram submetidas a calcinagcdo em forno mufla a

400 °C por 4 horas, visando a eliminacdo de possiveis residuos de MO. Como
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alternativa, as vidrarias volumétricas e/ou de maior tamanho foram rinsadas com

etanol.

4.2.2. Solventes e padroes

Para que nado houvesse qualquer interferéncia nas analises foram
utilizados reagentes de alta pureza e solventes de grau HPLC como diclorometano
(DCM), metanol (MeOH), ambos adquiridos da Tedia (Cidade do México, CMX,
México).

No experimentos 2 , a avaliagdo da recuperacao analitica foi realizada
por meio da adicdo de padrbes de recuperagao antes do processo de extragao,
escolhidos com base na representatividade estrutural e na estabilidade sob as
condigdes cromatograficas empregadas. Para os n-alcanos, foi adicionado 25 uL
de n-triacontano deuterado (n-Csodez) @ 200 pg/mL, um hidrocarboneto linear com
elevada pureza isotopica e comportamento cromatografico analogo aos alcanos
naturais de cadeia longa. Esse padrao permite corrigir perdas durante as etapas de
extragdo, concentragéo e inje¢cdo, conferindo maior confiabilidade aos resultados
quantitativos.

Para os ésters metilicos de acidos graxo (FAME, do inglés Fatty Acid
Methyl Ester), foi adicionado 20 yL da solugdo de nonadecanoato de metila (C19:0)
a 50 pyg/mL. Esse composto, por ndo estar naturalmente presente nas amostras
ambientais e possuir estrutura compativel com os FAMEs-alvo (como C1s:0 € C1s:0),
€ ideal para estimar a eficiéncia do processo analitico. A razdo entre a area dos
compostos detectados e a do padrao de recuperacgao foi utilizada como métrica de
recuperacao relativa em cada amostra, permitindo comparagdes entre diferentes
tempos de incubacao e cenarios experimentais. O uso de padrdes de recuperacio
adequados € uma etapa critica para a normalizacdo dos dados e interpretacao
robusta das variagdes observadas nos estudos de composi¢cao molecular da MOP.

Para a identificacao dos n-alcanos, foi empregada uma solugao padrao
na concentragao de 5 ug/mL de uma série homodloga de n-alcanos (n-C7 a n-Cao)
(Supelco®, Bellefonte, EUA).

No experimento 1, nao foi possivel adicionar padrdes de recuperagao no
inicio da etapa de extragao devido as limitagdes operacionais enfrentadas durante
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a preparagao das amostras. Por esse motivo, os extratos desse experimento foram
analisados os padrdes de recuperagao, o que representa uma limitagao importante
no tratamento dos dados. Como consequéncia, ndo é possivel afirmar com
seguranga se a diminuicdo observada na area de determinados compostos ao
longo do tempo reflete de fato uma degradacéo real da MOP ou se pode ser
parcialmente atribuida a perdas durante a extragdo. Em alguns casos, os dados
apresentam um padrdo de aumento inicial, seguido de uma queda e,
posteriormente, novo aumento, comportamento que poderia estar relacionado a
variagcbes na eficiéncia de recuperagcdo dos compostos ao longo da série
experimental. Sem os padrées, ndao € possivel confirmar se as diferengas
observadas refletem alteracbes reais na abundancia dos compostos ou se
decorrem de inconsisténcias analiticas. Ja no experimento 2, os padroes de
recuperacao foram devidamente adicionados e os resultados analisados a partir da
razao entra a area do composto encontrado pela area do padrao de recuperacao

utilizados.

4.2.3. Experimento de exposicao de agua do rio Negro aos cenarios
climaticos em microcosmo.

No LEEM, ha quatro salas climatizadas que simulam diferentes cenarios
climaticos, nomeadamente sala controle (sala 1), cenario brando (sala 2), cenario
moderado (sala 3) e cenario drastico (sala 4). Cada sala reproduz condigbes
especificas, como aumento de temperatura e concentracao de COz2, de acordo com
os cenarios projetados pelo IPCC. Para projetar os diferentes cenarios de aumento
de temperatura e concentragéo de COz2, o IPCC (2021) baseou-se no histérico de
emissdes e concentragcdes de gases de efeito estufa a partir dos Modelos Globais
Acoplados Oceano-Atmosfera (AOGCM) para fazer projegdes para os RCPs. Os
RCPs variam desde baixo (RCP 2,6) até muito alto (RCP 8,5), com dois cenarios
intermediarios (RCP 4,5 e RCP 6,0).

A sala 1 representando o ambiente controle, reproduziu as condi¢des
ambientais atuais de temperatura e concentracdo de CO2, as quais eram
continuamente medidas em uma area de floresta. A sala 2 simulou um cenario
brando (RCP 4,5), com aumento de 1,5°C e 200 ppm de CO2. A sala 3
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representando um cenario moderado (RCP 6,0) com aumento de 2,5°C e 400 ppm
de COa2. Por fim, a sala 4 simulando um cenario drastico (RCP 8,5) com aumento
de 4,5°C e 850 ppm de COa.

As amostras ficaram em exposicdo nas salas climaticas por diferentes
periodos. A primeira coleta resultou no experimento 1: TO (referéncia), T2, T7, T14,
T21 e T28 (sendo o T28 em triplicata). Enquanto a segunda coleta resultou no
experimento 2: TO (referéncia), T3, T7, T14, T21 e T31 (sendo o T3 e 0 T31 em
triplicata). Simultaneamente ao experimento 2 nas salas climaticas, foi realizado um
experimento extra em condigdes ambientais naturais em uma sala do nosso
laboratério na UFAM (Exp. 3), seguindo a mesma configuragdo temporal do
experimento 2. Em ambos os experimentos, 1 e 2, nao foi realizada triplicata de
todas as amostra devido a limitagdo de espacgo nas salas climaticas, uma vez que

havia outros experimentos em andamento (Figura 12).
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Figura 12. Local na sala climatica reservado para o experimento, as amostras foram alocadas na
bancada da sala climatica durante o periodo de incubagéo. Cada béquer contendo uma aliquota
da amostra original submetida as condigbes controladas de temperatura e concentragdo de CO,,
conforme os cenarios experimentais simulados.
Fonte: O autor (2025).

Os dois experimentos foram conduzidos com diferentes tempos de
incubacédo, adaptados as condigdes logisticas e a disponibilidade do laboratério. O

Experimento 1, realizado no periodo de cheia, utilizou os tempos de incubagao T2,
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T7, T14, T21 e T28, sendo este ultimo feito em triplicata, chegando assim, ha um
total de 28 amostras (28 béqueres). Ja o Experimento 2, feito no periodo de seca,
utilizou os tempos T3, T7, T14, T21 e T31, com triplicada em T3 e T31 nas salas 1
e 4 , chegando assim, ha um total de 28 amostras (28 béqueres). Essa diferenca
de design experimental foi mantida para respeitar as condi¢gdes operacionais e o
volume disponivel de amostras em cada coleta, sendo considerada nas analises
estatisticas e interpretacdes dos resultados. O experimento 3 foi feito no mesmo

desenho experimental do exp. 2.

O esquema apresentado na Figura 13 ilustra os experimentos de

incubagao, e a nomenclatura utilizada para cada amostra resultante.

Amostra Tempo zero
Original T0

[ Amostras ]7

de exposicdo

[

Climatica 4

Experimento ] : :

Sala

. Faw

Climética 1 Climatica 3

Climatica 2

S1T2/13 S2T2/13 S3T2/T3 S4T2/T3
S1T7/17 S217/17 S3T7/T7 SaT7/17
S1T14/T14 S2T14/T14 S3T14/T14 S4T14/T14
S1T21/T21 $2T21/T21 S3T21/T21 S4T21/T21
S1T28/T31 S2T28/T31 S3T28/T31 S4T28/T31

Figura 13. Esquema de organizacdo das amostras nos experimentos. A amostra original foi
considerada o tempo zero (T0). As amostras foram incubadas em periodos de T3, T7, T14, T21 e
T31 dias, sendo cada uma codificada conforme a sala (S1 a S4) e o tempo de incubacgéo.
Fonte: O autor (2025).

As amostras referéncia ou amostras originais, foram denominadas

tempo zero (TOa, TOs e TOc).

Nos experimentos 1 e 2, as amostras foram identificadas de acordo com

a sala de incubagao e o tempo de incubacgao, no formato SxTy, onde Sx representa
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a sala de incubacao e Ty é o tempo de exposi¢ao dias. Nas condigdes em triplicata
foram adicionadas as letras a, b e ¢ para distingui-las. Dessa forma, uma amostra
identificada como S3T2 refere-se a um experimento conduzido por 2 dias na sala
3, correspondente ao cenario climatico moderado (RCP 6.0). As amostras
incubadas na sala controle, que representa o controle experimental, foram
nomeadas como S1T2, S1T7, S1T14, S1T21, S1a T28, S1b T28 e S1c T28. Para
o experimento 3, as amostras foram identificadas como UTy (U de UFAM),

mantendo Ty como tempo de exposicao dias e as letras a, b e ¢ para as triplicatas.

As condicbes nas salas sdo controladas de forma independente,
incluindo temperatura, concentracdo de CO2 e umidade relativa do ar. O
monitoramento em tempo real dessas variaveis € realizado por sensores instalados
em uma torre proxima ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia, na qual os
dados sao enviados a cada dois minutos para os computadores do laboratorio.
Esses dados sdo essenciais para ajustar as condigdes nas salas climaticas,
garantindo que reflitam as projecées do IPCC para o ano de 2100. Elas sao
equipadas com um sistema de temporizacdo que regula automaticamente a
iluminagao, estabelecendo um fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro,
alinhado com as condigbes ambientais da regido. Esse sistema contribui para
manter as condigdes controladas, assegurando um ambiente estavel para a

realizagcao do experimento.

Durante o periodo de incubacéo, foi observada variagao no volume final
de algumas amostras, atribuida a evaporagédo parcial da agua nos béqueres,
especialmente nas salas com temperatura mais elevada. Ao final de cada tempo
de incubacgao, o volume residual de cada béquer foi medido com proveta graduada
e registrado. Os valores de volume final foram utilizados para registro de controle

experimental.
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4.2.4. Extracao de compostos organicos

Apos o término do periodo de exposigao programado para cada amostra
nas salas climaticas, estas foram levadas ao LAPEC para extragdo da fragao da
MOP e subsequente caracterizagdo por GC-MS. A Figura 14 ilustra a metodologia

empregada neste estudo.

MOP

a_ /—\

\;_J Filtro de fibra o
de vidro 0,7uym

T4

aE ] % J

L_a /A

Extracio assistida por

Adicdo dos \ Ultrassom DCM:MeOH, 2:1, v/v
padrbes de L —2 Secagem dos filtros -
recuperacio " Reservado para -
(nCsodez e outro estudo iy
Cisa) MOD T /\ i '_\
‘ re-dissolucdo ¥
Cromatograma com DCM
\ J

\“i'L—J“f—-”*‘ T
Uhdde wr ore ww o Rotaevaporagao para

Espectro de massas GC-MS QP 2010 Plus (Shimadzu) remogdo do solvente

Figura 14. Metodologia utilizada para investigar a composi¢cao quimica na fragdo de MOP em
amostras de aguas superficiais.
Fonte: O autor (2025), criado em https://BioRender.com.

Assim que chegaram ao LAPEC, as amostras de agua foram filtradas
utilizando um sistema filtrante de vidro acoplado a uma bomba a vacuo para

extragcdo dos compostos organicos.

Foram utilizados filtros de microfibra de vidro da Whatman® (Whatman,
GE Healthcare, EUA) com 47 mm de diametro e porosidade de 2,7 e 0,7 um,

previamente calcinados em forno mufla a 400 °C por 4 horas, e pesados.

Seguindo a proposta do estudo, foi utilizada a fragao retida no filtro, que

representa a MOP contida na amostra de agua. Ja o filtrado da amostra constitui a
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fracdo de MOD, a qual foi reservada para outra pesquisa. Apos a filtragem das
amostras, os filtros foram secados e pesados e, em seguida, submetidos a
extracao.

A extracdo dos compostos organicos retidos nos filtros foi adaptada de
Melo et al. (2023), sendo utilizados 15 mL de uma solugdo de DCM:MeOH (2:1) em
banho ultrassénico por 30 min, repetindo esse processo 3 vezes.

Seguindo o processo, com a transferéncia do sobrenadante para um
baldo. Repetiu-se o processo por mais duas vezes. Apos o término desse processo,
o extrato combinado foi rotaevaporado para a retirada do solvente. O preparo das
amostras para a analise no GC-MS deu-se pela adicdo de 500 yL de DCM na
amostra seca contida no baldao volumétrico, por duas vezes para fazer a
redissolugcdo dos compostos organicos. Em seguida a amostra foi transferida para

0 vials para serem analisadas.

4.2.5. Analise por GC-MS

A composicao quimica da MOP foi avaliada por GC-MS utilizando um
equipamento da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010, com amostrador
automatico, disponivel na Central Analitica da Escola Superior de Ciéncias da
Saude da Universidade do Estado do Amazonas (ESA/UEA) (Figura 15).

Figura 15. Equipamento GC-MS do Laboratério da Central Analitica da Escola Superior de
Ciéncias da Saude (ESA), localizado na Universidade Estadual do Amazonas — UEA.
Fonte: O autor (2025).
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No cromatografo, foi utilizada uma coluna capilar VF-5MS, com as
seguintes especificagdes: 30,0 m de comprimento, didmetro interno de 0,25 mm e
espessura de fase estacionaria de 0,25 uym. Foi utilizado o gas hélio como fase
movel, com uma vazio de 1,00 mL min-'. O processo de aquecimento comecou a
60 °C por 5 minutos, seguido de um aumento gradual até 300 °C a uma taxa de 5
°C mn™, finalizando em isoterma por 10 minutos. A inje¢gdo das amostras foi feita
por um injetor automatico, modelo AOC-20i, no modo sem divisdo de fluxo
(splitless), utilizando um volume de amostra de 1,00 uL. As temperaturas do injetor,
da linha de transferéncia e da fonte de ions foram ajustadas para 280, 300 e 200

°C, respectivamente.

As analises foram feitas no modo de varredura de ions totais (full scan)
de 50 a 500 u, com uma fonte de ionizacdo El em 70 eV, utilizando o software
GCsolution para aquisicdo e analise dos dados. Os compostos foram entao
identificados por comparagcdo com os dados descritos na literatura e os perfis da

biblioteca de espectros de massa NIST.

4.2.6. Tratamento estatistico

As analises estatisticas foram conduzidas com o objetivo de avaliar as
variagdes na composicao e massa da MOP em fung¢ao do tempo de incubacéo e
dos diferentes cenarios climaticos simulados. Inicialmente, os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e ao teste de homogeneidade
de variancia de Brown-Forsythe. A analise de variancia unifatorial (ANOVA one-
way) foi aplicada para comparar os dados considerando isoladamente os fatores
tempo de incubagdo ou sala climatica (condigcdo ambiental). Quando ambos os
fatores foram considerados simultaneamente, foi utilizada a analise de varidncia
bifatorial (Two-Way ANOVA) sem repeticao, a fim de identificar os efeitos principais
e interagcbes significativas entre tempo e ambiente experimental sobre os

parametros avaliados.

Nos casos em que os pressupostos da estatistica paramétrica ndo foram
atendidos, foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para a

identificacdo das diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, foram
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aplicados testes post-hoc: o teste de Tukey. Todas as analises univariadas foram
realizadas no software SigmaPlot 14.0, adotando-se um nivel de significancia de p
<0,05.

Além das analises univariadas, foram realizadas analises multivariadas
para a avaliagdo integrada da composi¢gdo molecular da MOP. A Analise de
Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) foi
empregada como ferramenta exploratéria para redugdo da dimensionalidade dos
dados e para a identificagcdo de padrdes e agrupamentos de similaridade entre as
amostras. A matriz de entrada utilizada foi composta pelos valores brutos das
variaveis de abundancia relativa, organizadas com base na matriz de variancia e
covariancia, e os dados foram autoescalados para compensar diferencas de
magnitude entre variaveis e garantir maior uniformidade na distribuicdo dos

loadings.

Complementarmente, foi aplicada a Analise de Agrupamento
Hierarquico (HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis), utilizando o indice de
similaridade de Bray-Curtis, com o objetivo de agrupar as amostras com base em
suas caracteristicas composicionais. O dendrograma resultante possibilitou a
visualizagdo das relagcbes de proximidade entre os perfis moleculares das
diferentes amostras, destacando possiveis agrupamentos influenciados pelas
condi¢cbes experimentais. Ambas as analises multivariadas foram realizadas no
software PAST (verséo 4.03).

Adicionalmente, os demais graficos comparativos entre os diferentes
tempos e condi¢des experimentais e variagao de massa da MOP foram gerados no
software OriginPRO 2018, com o objetivo de apresentar visualmente as tendéncias
de variagao nos parametros avaliados ao longo do tempo de incubacgéo e entre os

diferentes cenarios simulados.
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5. Resultados e discussao

5.1. Evolucgao temporal da massa de material particulado

A massa de material particulado retida nos filtros de fibra de vidro, resultante
da incubagéo da agua do rio Negro nos experimentos conduzidos no microcosmo
de cenarios climaticos, o experimentos 1 apresentou variagbes expressivas ao
longo do tempo (Figuras 16). Essas variagdes refletem possiveis mudangas nos
processos biogeoquimicos induzidos pelas diferentes condigbes simuladas. A

Tabela 1 apresenta os dados quantitativos consolidados deste experimento.

—eo— S1
1—e—S2
1—e— S3
7_+S4

0 5 10 15 20 25 30
Tempo de incubacgéo (dias)

Figura 16. Variagdo da massa de material particulado retida nos filtros de fibra de vidro ao longo
do tempo de exposi¢éo nas quatro salas climaticas do Experimento 1 (LEEM).
Fonte: O autor (2025).

Tabela 1. Massa (mg) do material particulado retido nos filtros para amostras submetidas a
incubagao no microcosmo que simula os cenarios climaticos previstos pelo IPCC para 2100
— Experimento 1

Amostra original

Salas 2dias 7 dias 14 dias 21 dias Média T28

Média TO
s1 33 3,9 4.8 6.9 7,2
S2 31 5.2 5,0 5,1 6.8
3o S3 59 3,9 5,2 54 7.9
sS4 38 4,3 54 6.4 5.8

Fonte: O autor (2025).
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No experimento 1, realizado em ambiente controlado sob diferentes
simulagdes de cenarios climaticos, foi observada uma tendéncia de aumento
gradual da massa da MOP em todas as salas. A analise estatistica por ANOVA de
dois fatores (tempo e sala, sem repeticdo) revelou que o fator tempo de incubagéo
teve influéncia estatisticamente significativa sobre a variagcdo da massa (p < 0,05),
enquanto o fator sala climatica ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos (p > 0,05). Esse resultado indica que, independentemente do cenario
climatico simulado, o tempo de exposi¢cdo foi o principal determinante das
alteracdes observadas na massa da MOP.

Essa tendéncia de acumulo pode ser interpretada como resultado de
processos de floculagdo, deposigcao particulada, ou ainda da formacédo de novos
compostos por atividade microbiana ou rea¢des organicas. A tendéncia de aumento
da massa observada nesse experimento sugere nao apenas um acumulo fisico de
material particulado, mas também a ac&do de processos biogeoquimicos que
controlam sua retencao e transformacgao. Estudos demonstram que, sob condi¢gdes
de exposig¢ao prolongada, biofilmes microbianos favorecem a deposigao e retengéo
de particulas, além de estimular a produgdo de substancias extracelulares que
promovem floculacao e agregacao (Battin et al., 2003; Wyatt et al., 2019).

Como observado por Tremblay e Benner (2009) e Zhou et al. (2021),
compostos nitrogenados de origem bacteriana se acumulam a medida que a MO
envelhece, alterando a razdo C:N e promovendo aumento da massa total retida. A
diagénese precoce descrita por Killops e Killops (2005) apoia esse achado,
destacando que lipidios e carboidratos estruturais, especialmente quando
protegidos por matrizes recalcitrantes como lignina, podem resistir a degradacao e
favorecer a preservagao de biomassa particulada.

Embora o trabalho de Sciessere (2011) indique uma perda de massa de
material particulado associado a degradacdao de macrdfitas aquaticas, os dados
apontam para um comportamento inverso, sugerindo que mecanismos como
colonizagdo microbiana, recombinagdo de fragmentos organicos e formagao de
agregados recalcitrantes atuaram como forgas de retencédo (Li et al., 2016;
Paccagnella et al., 2020). A literatura aponta que a atividade microbiana é

fortemente influenciada pela qualidade do substrato organico e pela disponibilidade
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de nutrientes e oxigénio (Ylla et al., 2012). A persisténcia ou acumulo de MOP pode,
assim, ser interpretada como reflexo da recalcitrancia molecular dos compostos
dominantes no material particulado, estruturas poliméricas como celulose e lignina,
que sao lentamente degradadas mesmo sob condi¢cdes aerodbias (Killops; Killops,
2005).

A auséncia de diferencga significativa entre as salas no experimento 1
corrobora a ideia de que o tempo de incubagao, mais do que a variagao climatica
simulada, exerceu papel determinante na retencao e reorganizagdo da MOP (Ylla
et al., 2014; Zhou et al., 2021).

Em contraste, o experimentos 2 (Figura 17) nao revelou um padrao
definido ou uma tendéncia consistente na variacdo da massa do material
particulado, dificultando a interpretacdo dos resultados. Essa inconsisténcia pode
ser atribuida, em parte, a eventos ocorridos especialmente nos tempos T21 e T31
nas Salas 3 e 4, submetidas as condigbes climaticas extremas correspondentes
aos cenarios RCP 6.0 e RCP 8.5. A Tabela 2 apresenta os dados quantitativos

consolidados deste experimento.
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Figura 17. Variagdo da massa de MOP retida nos filtros de fibra de vidro ao longo do tempo de
exposi¢cao nas quatro salas climaticas do Experimento 2 (LEEM).
Fonte: O autor (2025).
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Tabela 2. Massa (mg) do material particulado retido nos filtros para amostras submetidas a
incubag¢dao no microcosmo que simula os cenarios climaticos previstos pelo IPCC para 2100
— Experimento 2

Am(:;:::gmal Salas g"gf’; 7dias 14dias 21 dias Még:::m
S1 182 183 142 17.2 177
pre S2 141 195 86 8,9 21,9
S3 162 170 36 16,3 0.3
sS4 190 184 108 17.4 0.3

Fonte: O autor (2025).

Nesses momentos, as amostras evaporaram completamente, exigindo a
re-dissolugdo do material particulado em agua destilada para continuidade das
analises. A queda abrupta da massa de material particulado observada nestas salas
pode refletir ndo apenas a perda fisica de material durante a evaporagdo, mas
também uma redistribuicido incompleta ou inadequada do material na etapa de re-
dissolucédo, além da possivel retencdo de compostos nos recipientes utilizados.
Além disso, a elevada heterogeneidade entre as salas no tempo T31 sugere que,
sob condigdes mais severas de temperatura e concentragdo de CO,, processos
como volatilizagdo e degradagédo podem ser intensificados. Tais processos podem
levar a transformag¢ao ou mesmo mineralizacao de fracbes mais labeis do material
particulado, reduzindo a quantidade recuperada no momento da coleta.

Portanto, o padrdo observado no Experimento 2 provavelmente resulta
de uma combinacdo entre limitacbes experimentais — como perdas por
evaporagcao e dificuldades na reconstituicio do material — e respostas
biogeoquimicas reais a exposigdo a condigdes climaticas extremas. Esses
resultados reforgcam a importancia de um rigoroso controle das perdas fisicas e um
monitoramento detalhado durante incubagdes prolongadas, especialmente sob

cenarios ambientais extremos, para garantir a fidelidade dos dados obtidos.
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5.2. Composi¢ao quimica da matéria organica particulada

As analises por GC-MS apresentaram principalmente duas classes de

compostos: FAMEs e n-alcanos (Figura 18).
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Figura 18. Cromatograma dos compostos organicos presentes na amostra T31S1A, representando
as classes de compostos identificadas como FAMEs e n-alcanos. Os picos correspondem aos
seguintes compostos: 1 — Hexadecanoato de metila (C16:0), 2 — Octadecanoato de metila (C1s:0), 3 —
Nonadecanoato de metila (C19:0, padréo interno), 4 — n-Tetracosano (n-Czs), 5 — n-Pentacosano (n-
Ca25), 6 — n-Hexacosano (n-Czs), 7 — n-Heptacosano (n-Cz7), 8 — n-Octacosano (n-Czs), 9 — n-
Nonacosano (n-Cz9), 10 — n-Triacontano deuterado (n-Csode,, padrao de recuperagéo).

Fonte: O autor (2025).

A Tabela 3 resume as informagdes dos compostos identificados nos trés
experimentos, incluindo formula molecular, massa molecular, tempo de retencao
(tr), ions de m/z referentes aos picos base e grau de similaridade com os espectros
da biblioteca NIST20s.

Tabela 3. Compostos identificados por GC-MS na MOP proveniente de amostras de agua do
Rio Negro incubadas em microcosmo simulando cenarios climaticos para 2100

Formula Massa Pico Similaridade
Nome do Composto Classe Molecular t- (min) Base com NIST
Molecular o
(u) (m/z) (%)

Hexadecanoato de metila
(Ci16:0) FAME C17H3402 270 33480 74 92
Octadecanoato de metila
(C1s:0) FAME C19H3802 298 37.266 74 95
n-Tetracosano (n-Cz4) n-Alcano C24Hs0 338 41.885 57 94
n-Pentacosano (n-Cazs) n-Alcano CasHs2 352 43459 57 93
n-Hexacosano (n-Czs) n-Alcano CaoeHs4 366 44976 57 95
n-Heptacosano (n-C27) n-Alcano Ca7Hss 380 46.438 57 93
n-Octacosano (n-Cas) n-Alcano CagHss 394 47.848 57 95
n-Nonacosano (n-Cag) n-Alcano CagHso 408 49.209 57 93

Fonte: O autor (2025).
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A identificacdo dos FAMEs C16:.0 € C1s:0 estd em concordancia com os
padrées esperados de fragmentagcdo por El, ambos com grau de similaridade
>92%, cujos espectros apresentam ions caracteristicos como m/z 74 e 87, tipicos
de cadeias lineares saturadas (Sparkman et al., 2011; Gross, 2017). Tais
fragmentos derivam da clivagem adjacente ao grupo éster e da perda de grupos
metila (—CH3) ou metoxila (-OCH;), sendo amplamente usados como marcadores
estruturais em MS. A comparagdo com a biblioteca NIST nos fornece uma

identificacdo preliminar dos compostos com alta similaridade (Figura 19 e Figura

20).
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Figura 19.Comparacéo dos espectros de massas dos FAMEs a) estrutura quimica do
Hexadecanoato de metila b) espectro de massas do composto alvo b) espectro de massas da
biblioteca (NIST20s.lib).

Fonte: O autor (2025).
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Figura 20. Comparagéo dos espectros de massas FAMEs a) estrutura quimica do Octadecanoato
de metila b) espectro de massas do composto alvo b) espectro de massas da biblioteca
(NIST20s.lib).

Fonte: O autor (2025).

A deteccdo de FAMEs em amostras de agua do rio Negro incubadas em
laboratorio, sem a aplicagéo de agentes de derivatizagdo, constitui uma observagao
inusitada que suscita hipoteses relevantes sobre a atividade microbiana em
sistemas aquaticos naturais. Em analises cromatograficas, os FAMEs séo
geralmente produtos artificiais obtidos pela esterificacdo de acidos graxos com
MeOH, catalisada usualmente por acidos durante o preparo da amostra, com o
objetivo de aumentar a volatilidade e facilitar a identificagcao por GC-MS. Assim, sua
presenca direta em amostras ndo submetidas a esse tipo de tratamento aponta
para uma possivel formacdo biogénica espontdnea durante o periodo de
incubacao.

Amostras provenientes do rio Negro, um ecossistema de aguas pretas
caracterizadas por baixa concentragao de nutrientes inorganicos, pH entre 3,8 e
5,0, e abundancia de compostos humicos. Apesar dessa aparente limitagao trofica,
estudos metagendmicos e metatranscriptémicos revelam uma microbiota altamente
diversificada e ativa, com destaque para actinobactérias (Sylvain et al., 2023).
Esses microrganismos s&o reconhecidos por sua alta versatilidade metabdlica,

incluindo a degradacgéo de polimeros complexos, o uso de fontes alternativas de
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carbono, e a expressao de enzimas como metiltransferases e hidrolases lipidicas
(Ishige et al., 2003; Wentzel et al., 2007; Sylvain et al., 2023)

Nesse contexto, a hipotese mais plausivel para a formagcédo de FAMEs
durante a incubagédo € a metilagdo microbiana de acidos graxos previamente
liberados por hidrdlise de triglicerideos e fosfolipidios presentes na MOD. Essa via
pode ocorrer por diferentes mecanismos: |) produgdo microbiana de MeOH
enddégeno, proveniente da degradagdo de pectinas, ligninas e outros
polissacarideos metoxilados por bactérias fermentativas; |1l) atividade de
metiltransferases bacterianas, com uso de doadores de grupo metila como S-
adenosilmetionina (SAM), permitindo a formacgao de ésteres metilicos a partir de
acidos graxos livres; ou lll) transesterificacdo enzimatica envolvendo MeOH de
origem bioldgica, catalisada por lipases ou esterases produzidas por
actinobactérias, cianobactérias ou fungos presentes na comunidade microbiana
aquatica.

Embora tais rotas sejam descritas principalmente em contextos
biotecnolégicos (Ward et al., 2021) — como na produgdo de biodiesel por cepas
microbianas geneticamente modificadas ou cultivadas em biorreatores — sua
ocorréncia em ambientes naturais ou simulados (como incubacgdes laboratoriais)
nao pode ser descartada, especialmente quando se considera o tempo de
incubacao, as condigbes estaveis de temperatura e luminosidade, que podem
favorecer a expressao de rotas metabdlicas menos usuais.

Além disso, é necessario considerar que a degradacdo da MO vegetal,
abundante nos igarapés e margens do Rio Negro, pode fornecer substratos
lipidicos (como acidos graxos Cie.0 € C1s:0) que servem de base para a formagéo
de FAMEs. Estudos anteriores mostram que as plantas superiores liberam acidos
graxos de cadeia longa durante a decomposicao (Killops; Killops, 2005), os quais,
em presenca de microrganismos com capacidade metilante, poderiam ser
convertidos em ésteres metilicos. Microorganismos, incluindo bactérias e fungos,
podem produzir enzimas esterases que facilitam o processo de esterificacao. Isso
envolve a reacado de acidos graxos com alcoois para formar ésteres, como os
FAMEs (Hernandez-Sanchez et al., 2019). As possiveis rotas de formagao dos

FAMEs incluem esterificagao de acidos graxos livres derivados da degradagao de
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b)

c)

lipidios estruturais (triglicerideos e fosfolipidios), associada a atividade de biofilmes
microbianos ou metabolismo algal (Saliot et al., 2001; (Killops; Killops, 2005).

A classe dos n-alcanos foi identificada por compostos lineares com
cadeias carbénicas variando de 24 a 29 carbonos (n-C24 a n-Ca29), caracteristicos
de hidrocarbonetos saturados de cadeia longa. A presenca desses compostos foi
confirmada pelos espectros de massas apresentados nas Figuras 21 a 26, nos
quais os picos base observados em m/z 57 correspondem a fragmentagdes tipicas
da série dos n-alcanos. Esse ion, formado pela clivagem da cadeia carbdnica
gerando o fragmento C,Ho*, um fragmento classico resultante da clivagem
homolitica da cadeia principal desses compostos. Além do pico base, foram
detectados sistematicamente os ions m/z 71, 85 e 99, entre outros, formando uma
série homologa com intervalos regulares de 14 unidades de massa (u). Esse padrao
de fragmentacgao é caracteristico dos n-alcanos, reforgando a identificagdo desses
compostos como hidrocarbonetos saturados sem ramificagdes ou insaturagdes.

Por fim, para a identificacdo inequivoca dos n-alcanos, os tr dos picos
observados foram comparados com os de um padréo analitico comercial contendo
uma mistura de n-alcanos de C; a C,,, 0 que permitiu confirmar com precisao a

identidade dos compostos detectados nas amostras.
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Figura 21. Comparacéo dos espectros de massas dos n-alcanos a) estrutura quimica do n-Caz4 b)
espectro de massas do composto alvo ¢) espectro de massas da biblioteca (NIST20s.lib).
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Figura 22. Comparacgéo dos espectros de massas dos n-alcanos a) estrutura quimica do n-Czs b)
espectro de massas do composto alvo b) espectro de massas da biblioteca (NIST20s.lib).

Fonte: O autor (2025).
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Figura 24. Comparagao dos espectros de massas dos n-alcanos a) estrutura quimica do n-Cz7 b)
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Figura 26. Comparagéo dos espectros de massas dos n-alcanos a) estrutura quimica do n-Caz9 b)
espectro de massas do composto alvo b) espectro de massas da biblioteca (NIST20s.lib).
Fonte: O autor (2025).

Além da deteccao de FAMEs, a incubagao laboratorial das amostras de
agua do Rio Negro também resultou no surgimento de n-alcanos de cadeia longa,
com numero de carbonos variando entre C,, e C,4, € notavel predominancia das
cadeias pares. Esse perfil, com predominancia de n-alcanos de cadeias pares, nao
€ tipico de MO de origem biogénica, especialmente em ambientes com forte aporte
terrestre, nos quais geralmente se observa o dominio de cadeias impares de
carbono, associadas a cutina vegetal, ceras epicuticulares e a decomposic¢ao de
estruturas lipidicas de plantas superiores. Em ambientes aquaticos, esses
compostos sdo considerados biomarcadores moleculares de origem terrestre,
sendo particularmente abundantes em folhas, raizes e materiais lignocelulésicos
(Killops; Killops, 2005). Contudo, a degradagcdao microbiana seletiva ou
transformacgdes redox especificas podem alterar essa distribuicdo, favorecendo a
remocgao preferencial de n-alcanos impares ou a formagao secundaria de cadeias
pares (Lopes et al., 2021; Pereira et al., 2022). Além disso, certas bactérias podem
biossintetizar n-alcanos com padrao par, especialmente em condigdes de estresse
ou limitagdo nutricional, utilizando rotas de elongag¢ao de acidos graxos saturados
seguidas de descarboxilagdo ou redugao (Ishige et al., 2003; Wentzel et al., 2007).

Embora os processos que governam a formagao e liberagdo de n-

alcanos sejam diferentes dos envolvidos na metilacdo de acidos graxos, sua
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ocorréncia sugere que em ambos a atividade microbiana esta envolvida. A
formagao de n-alcanos de cadeias pares nas amostras de agua do Rio Negro
incubadas pode estar relacionada a processos intensos de reciclagem da MO. O
estudo de Lopes et al. (2021) relataram a predominéncia de n-alcanos cadeias
pares em amostras de sedimentos de areas alagaveis na Amazénia, o que foi
associado a degradacgao ativa da MO. Esse padrao tem sido interpretado como
indicativo de ciclagem interna da MO, em que produtos intermediarios da
degradagao, possivelmente mediados por microrganismos, podem gerar n-alcanos
com distribuigdo atipica, inclusive com predominancia de cadeias pares. No caso
do experimento deste estudo, a baixa renovagao da agua e possivel atividade de
comunidades microbianas especializadas, como as  actinobactérias, pode
favorecer esse tipo de transformacgao lipidica durante a incubacdo. Assim, os
resultados sugerem ndao uma origem primaria da MO com esse perfil, mas sim uma
alteragcao secundaria da assinatura lipidica ao longo do experimento, possivelmente

associada a processos microbianos e ao microambiente confinado.

5.3. Avaliacao da alteragcao da composicao da MOP ao longo do tempo de
incubagdo em microcosmo simulando as condi¢cdes climaticas para 2100 —
experimento 1

5.3.1. Variagao da composi¢ao de n-alcanos ao longo do tempo de incubagao
nas diferentes salas

A abundancia dos n-alcanos ao longo do tempo de incubacéo e entre os
diferentes cenarios climaticos simulados (salas) foi avaliada com base nas areas
dos compostos, como apresentado na Figura 27. No tempo T2, observou-se
variacao significativa na abundancia relativa dos n-alcanos entre as salas (p =
0,042), com a S4 apresentando a maior mediana (879.066). Apesar da diferencga
global entre grupos, os testes de comparagdes multiplas (Tukey) néo identificaram
diferencas significativas entre pares, embora o contraste S4 vs. S3 tenha se
aproximado da significancia (p = 0,061).

Em T7 e T14, a analise de variancia (ANOVA paramétrica) nao
identificou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,454 e p
= 0,310), com médias variando de 188.647 (Sala Controle — S1) a 326.263 (RCP
6.0 — S3) no primeiro e 294.604 (Sala Controle — S1) a 198.933 (RCP 8.5 - S4) no
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segundo, apresentando uma distribuicdo mais uniforme. Essa homogeneidade
pode indicar equilibrio nos processos biogeoquimicos desses compostos, com
baixa sensibilidade aos gradientes ambientais simulados.

No T21, foi observada uma elevacéo significativa na abundéncia relativa
dos n-alcanos, especialmente em RCP 6.0 (S3), que apresentou a maior média
(560.131) e uma variancia estatisticamente significativa entre as salas (p < 0,001).
Os testes de Tukey indicaram que RCP 6.0 (S3) diferiu significativamente de todas
as demais (Sala Controle — S1, RCP 4.5 — S2 e RCP 8.5 — S4), sugerindo que as
condi¢gdes do cenario intermediario (RCP 6.0) favoreceram o processo geoquimico
de formacado e/ou liberacdo de n-alcanos nesse estagio. A maior abundancia
observada em RCP 6.0 (S3) pode estar relacionada ao balango entre estimulo a
degradagdo e aumento da liberagdo de compostos intracelulares por estresse
térmico ou oxidativo, mecanismo ja proposto por Fang et al. (2014) e Saliot et al.
(2001). Esse resultado contrasta com a tendéncia observada em tempos anteriores,
nos quais nao houve diferengas significativas entre os cenarios, sugerindo que a
partir de duas a trés semanas de incubagéo, podem emergir dindmicas distintas

nos processos de transformacao ou liberacdo de compostos.
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Figura 27. Variagdo da abundancia de n-alcanos na MOP de amostras incubadas no microcosmo simulado cenarios climaticos para 2100 (Sala

Controle — S1, RCP 4.5 — S2, RCP 6.0 — S3 e RCP 8.5 — S4) ao longo do tempo de: a) 2 dias, b) 7 dias, c) 14 dias, d) 21 dias e e) 28 dias.
Fonte: O autor (2025).



Em ambientes mais aquecidos, € comum o0 aumento da taxa de turnover
microbiano, o que pode intensificar a degradagao da MO e promover a quebra de
estruturas celulares, liberando lipidios residuais como os n-alcanos (Killops; Killops,
2005; Grossi et al., 2008). Essa liberagdo tardia pode refletir uma resposta
biogeoquimica ao estresse térmico ou a intensificacdo da atividade microbiana em
cenarios de maior temperatura e concentracdo de CO,. Contudo, ndo se pode
descartar a possibilidade de que esse resultado seja fruto de uma anomalia
experimental, decorrente de alguma variagdo n&o controlada nas condigbes
laboratoriais, o que reforca a necessidade de cautela na interpretacdo e da
repeticao do experimento para confirmagao da tendéncia observada.

No T28, a abundéancia dos n-alcanos apresentou maior heterogeneidade
entre os grupos experimentais. A mediana foi mais elevada na sala controle
(376,043), enquanto os menores valores foram observados nos cenarios de RCP
4.5e RCP 6.0 (78,059 e 84,628, respectivamente). A analise estatistica por ANOVA
de uma via nao paramétrica (Kruskal-Wallis) revelou diferencas significativas entre
os grupos (p = 0,001), indicando que as condi¢cbes experimentais podem ter
influenciado de maneira diferenciada a liberacdo ou preservacdo desses
compostos.

As comparagdes multiplas (Tukey) indicaram que a Sala Controle diferiu
significativamente de RCP 4.5 e RCP 6.0, enquanto a RCP 8.5 apresentou um
comportamento intermediario, com diferenca significativa apenas em relagdo a
RCP 4.5. Apesar dessas diferencas pontuais, ndo é possivel tracar uma tendéncia
clara ao longo do tempo em relagcédo a degradagao ou a persisténcia dos n-alcanos
entre as salas. A auséncia de um padrao consistente sugere que fatores aleatérios
ou interagdes complexas entre variaveis ambientais (como temperatura, atividade
microbiana, disponibilidade de substrato organico e perdas por evaporagao) podem
ter influenciado os resultados de forma ndo sistematica. Além disso, a alta
variabilidade entre os grupos nos tempos finais de incubacéao dificulta a definicao
de um comportamento previsivel para esses compostos sob os diferentes cenarios
simulados, exigindo cautela na extrapolagado dos dados e refor¢ando a importancia

de estudos complementares com maior controle experimental.
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5.3.2. Variagao dos n-alcanos entre os tempos de incubagao por sala climatica

A avaliagado da variagao temporal na Sala Controle (Figura 28) revelou
um comportamento dindmico na abundéncia dos n-alcanos ao longo dos 28 dias
de incubagédo. O valor mediano inicial (TO) foi relativamente baixo (127.271), mas
um pico expressivo foi registrado ja em T2 (697.903), com queda em T7. A analise
estatistica ANOVA confirmou diferenga significativa entre os tempos (p < 0,001),
indicando que o tempo de exposigao foi um fator determinante na variagdo da
abundancia de n-alcanos nessa sala. Os testes de comparagdes multiplas (Tukey)
indicaram que T2 difere significativamente de TO e T7, mas ndo de T14, T21 ou
T28. Isso sugere que a liberagdo ou concentragdo desses compostos atinge um
pico precoce no experimento e se mantém em niveis mais elevados apos esse
ponto, sem retorno aos valores iniciais. Esse padrao pode estar associado a rapida
liberacdo inicial de compostos de origem celular, seguida por um equilibrio entre
degradagao parcial e retengao, como observado em ambientes ricos em MO
vegetal (Killops; Killops, 2005; Saliot et al., 2001).

Na S2, também houve diferenga significativa entre os tempos (p <
0,001). O maior valor foi registrado em T2 (438.105), significativamente superior a
TO (127.271; p = 0,026) e T28 (78.059; p < 0,001). A dindmica foi marcada por
aumento inicial até T2, seguido de decréscimo continuo até T28. Esses padrdes
sugerem que a maior abundancia registrada em T2 pode ter origem na liberagao
inicial de compostos da MOP por quebra celular ou desagregacgédo de estruturas
associadas a MO recente, processo compativel com ambientes submetidos a
estresse térmico moderado (Killops; Killops, 2005; Fang et al., 2014).

A reducao continua dos valores ap6s T2, culminando no minimo em T28,
aponta para possivel degradagdo microbiana da fragdo de n-alcanos ou maior
eficiéncia de incorporagcdo desses compostos em agregados organicos menos
acessiveis. A literatura destaca que, em ambientes com elevagao de temperatura
e variagdo de oxigenacdo, ha aumento da atividade microbiana e,
consequentemente, da mineralizagdo de compostos organicos labeis e
intermediarios (Grossi et al., 2008; Saliot et al., 2001).
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Figura 28. Variagao da abundancia de n-alcanos na MOP de amostras incubadas no microcosmo simulado cenarios climaticos para 2100: a) S1: Sala

Controle, b) S2: RCP 4.5, ¢) S3: RCP 6.0 e d) S4: RCP 8.5.

Fonte: O autor (2025).




A comparacgédo com a Sala Controle evidencia que, apesar de condigdes
semelhantes em termos de tempo, o comportamento da MOP foi distinto, o que
destaca a importancia de interagdes especificas entre fatores ambientais e
composicao inicial do material organico. O perfil da RCP 4.5 reforca o papel do
tempo como forga motriz da transformacdo da MOP, com maior influéncia nos
primeiros dias de incubagdo e potencial estabilizacdo ou esgotamento dos n-
alcanos nos estagios finais (Guimaraes et al., 2019).

No cenario moderado (RCP 6.0), a abundéancia dos n-alcanos ao longo
do tempo apresentou um perfil mais dindmico, com acumulo progressivo até atingir
um pico acentuado em T21 (média: 560.131), seguido por uma queda abrupta em
T28 (105.368). A ANOVA paramétrica indicou diferengcas estatisticamente
significativas entre os tempos (p < 0,001). E o teste de comparagdes multiplas
(Tukey) revelou que T21 difere significativamente de todos os demais tempos (TO,
T2, T7, T14, T28), evidenciando um ponto de inflexdo na dindmica da MOP. Essa
elevagao pode representar acumulo transitério de compostos lipidicos liberados por
degradagao celular sob estresse térmico, seguido de possivel reorganizagdo ou
mineralizagao no estagio final (T28) (Fang et al., 2014; Grossi et al., 2008).

A elevagao drastica entre T14 e T21 sugere um processo ativo de
reorganizagdo da MOP, mediado pelo aumento da atividade microbiana e
decomposicdo de estruturas lignoceluldsicas, que favorecem a liberagdo de
alcanos residuais. A queda em T28, por sua vez, aponta para mineralizacio
acelerada ou incorporagdao dos n-alcanos em agregados menos acessiveis,
conforme descrito para ambientes tropicais de transi¢ao (Killops; Killops, 2005;
Saliot et al., 2001). O comportamento observado reforga a hipdtese de que o
cenario climatico intermediario (RCP 6.0) influencia diretamente a transformagéao
da MOP, promovendo a degradagao seletiva de fragdes suscetiveis e modificando
sua composic¢ao estrutural.

As variagdes na RCP 8.5, também foram estatisticamente significativas
ao longo do tempo (p = 0,002). O valor mais elevado ocorreu em T2 (879.066) para
n-C24, n-C26 e n-C28, significativamente maior que T0 (127.271; p <0,001) e T14
(194.788; p = 0,037). O padréo observado pode indicar liberagao intensa nas fases

iniciais da incubacgdo, seguida de declinio e estabilizagdo entre T21 e T28,
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possivelmente por quebra celular sob estresse térmico elevado — consistente com
as condi¢des simuladas no cenario RCP 8.5 (Killops; Killops, 2005; Fang et al.,
2014).

Apesar dos valores elevados apresentados em T2, os niveis em T14 a
T28 se mantiveram bem proximos, sugerindo estabilizagdo de compostos residuais,
possivelmente protegidos da degradagao por adsorgdo em particulas ou biofilmes
microbianos (Saliot et al., 2001; Grossi et al., 2008).

5.3.3. Variagao da composicao de FAMEs ao longo do tempo de incubagao

nas diferentes salas

A abundancia dos FAMEs variou entre as salas climaticas ao longo de
cada tempo de incubagdo, revelando padrdes significativos de resposta as
condicdes simuladas. A avaliacao estatistica foi realizada por ANOVA de fator unico
para cada tempo, considerando como variavel dependente a area do composto.

No T2 (Figura 29), observou-se diferenca significativa entre as salas (p
= 0,029). A maior média foi registrada na sala de RCP 8.5 (412.058,5), quase o
dobro da média da Sala Controle (220.745,5) e quase quatro vezes superior a da
Sala 3 (108.022,5). Esse padrao indica que o cenario simulado mais severo (RCP
8.5) promoveu liberagao inicial intensa de FAMEs. No T7 (Figura 29), as diferengas
entre salas tornaram-se ainda mais expressivas (p = 0,0046). A RCP 4.5
apresentou a maior meédia (203.567), seguida por RCP 8.5 (161.865), RCP 6.0
(142.636,5) e Sala Controle (109.632). O aumento geral em relagéo a T2 sugere
um acumulo de FAMEs entre os dias 2 e 7, com destaque para RCP 4.5, cuja
condicao intermediaria (RCP 4.5) pode ter favorecido maior atividade microbiana
produtora ou liberadora desses compostos.

No T14, manteve-se a diferenga estatisticamente significativa (p =
0,017). A maior média foi observada na RCP 6.0 (197.979,5), seguida pela Sala
Controle (174.569), RCP 4.5 (113.056) e RCP 8.5 (108.392). A inversao entre RCP
8.5 (que liderava em T2) e RCP 6.0 sugere que os cenarios intermediarios
promoveram maior persisténcia ou renovagao da fragdo de FAMEs ao longo do

tempo em T21, os valores voltaram a apresentar diferencga significativa entre as
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salas (p =0,025). A Sala Controle manteve a maior média (152.642), enquanto RCP

8.5 apresentou a menor (70.101).

59



a) 2 dias

Area

450000

360000

270000 -

180000

90000

[ Jc1e0
[_Jc1so0

TO S1 S2
Salas

c) 14 dias

@
[
s
<<

S3

S4

2000004 |C18:0

160000

120000

80000

40000

[_Jc160

Area

T0 S1 s2
Salas

S3

S4

b) 7 dias

[ Jc1e0
2000004 ] C18:0

160000

120000

©
o
4
<

80000

40000

TO S1

d) 21 dias

180000

S2 s3
Salas

sS4

C_Jci60
[ Jciso

150000 ~

120000

90000

60000

30000

TO S1

s2 S3
Salas

S4

60



e) 28 dias

200000

160000

120000 ~

Area

80000

40000

[ Jcte0

1__]c18:0

-

T0

Salas

Figura 29. Variacdo da abundancia de FAMEs na MOP de amostras incubadas no microcosmo simulado cenarios climaticos para 2100 (Sala Controle

—S1,RCP 4.5 - S2, RCP 6.0 — S3 e RCP 8.5 — S4) ao longo do tempo de: a) 2 dias, b) 7 dias, c) 14 dias, d) 21 dias e e) 28 dias.
Fonte: O autor (2025).
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Essa reversao de papéis entre os extremos dos cenarios indica que, apos trés
semanas de incubagdo, os processos de degradagdo ou estabilizagdo
diferenciaram-se conforme a sala climatica.

No T28, as diferengcas entre salas nao foram estatisticamente
significativas (p = 0,481). As médias variaram de 131.527 (S1) a 56.532 (RCP 8.5),
com elevada dispersao intragrupo. Essa homogeneizagcdo pode refletir o
esgotamento das fragbes labeis de FAMEs convergente sob as diferentes
condigdes ambientais, em especial pelo prolongado tempo de exposi¢céo (Grossi et
al., 2008).

O padrao observado ao longo dos tempos sugere que os FAMEs
respondem de maneira sensivel as condi¢cdes climaticas simuladas, especialmente
nas fases iniciais da incubacgao. A elevagao marcante do cenario drastico - RCP 8.5
durante T2, acompanhada de declinio progressivo nos tempos seguintes, é
indicativa de degradacgao térmica ou microbiana acelerada sob o cenario RCP 8.5,
como discutido por Killops; Killops (2005) e Fang et al. (2014).

A alternancia de destaque entre salas intermediarias (RCP 4.5 — S2, RCP 6.0 —
S3) e extremas (Sala Controle — S1 e RCP 8.5 — S4) ao longo do tempo aponta
para a influéncia combinada de fatores como temperatura, oxigénio e tempo de
residéncia na formacéo, estabilidade e decomposi¢cdo dos FAMEs (Saliot et al.,
2001; Sparkman et al., 2011). Embora a ANOVA de T28 n&o tenha indicado
diferenga significativa, a tendéncia de declinio sugere uma convergéncia nos
processos de degradacao, promovendo uniformizagao na abundancia final desses

compostos.

5.3.4 Variagao da composicao de FAMEs ao longo do tempo de incubagao nas

diferentes salas

Na Sala controle (Figura 30), os valores médios variaram de 64.519 em
TO até 220.746 em T2, apresentando um leve decréscimo posterior até 131.528 em
T28. Apesar dessa oscilacdo, a ANOVA indicou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos (p = 0,236). Isso sugere que, embora
tenha ocorrido uma liberagao precoce dos FAMEs, especialmente em T2, os niveis

se estabilizaram nas fases subsequentes.
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Fonte: O autor (2025).
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No cenario brando de RCP 4.5 (Figura 30), observou-se uma elevagao
até T7 (203.567), seguida por uma tendéncia de queda até T28 (56.544). Os valores
meédios de TO e T2 foram de 64.519 e 148.238, respectivamente. A ANOVA nao
identificou diferencga significativa (F = 2,51; p =0,147), mas a magnitude da variagao
sugere que condi¢des térmicas mais brandas favoreceram uma liberacgao inicial,
com degradacéo subsequente ao longo do tempo.

A sala de RCP 6.0 (Figura 30) apresentou aumento até T14 (197.980),
com queda acentuada em T28 (86.398). A média de TO foi de 64.519, e de T2,
108.023. A ANOVA também nao detectou significancia estatistica (F = 2,13; p =
0,192), mas o padrédo indica uma liberagao mais prolongada e estavel dos FAMEs
em comparagao com a Sala controle e RCP 4.5 (S2).

Por outro lado, no cenario de RCP 8.5 (Figura 30) foi observada variagéo
estatisticamente significativa ao longo do tempo (F = 15,03; p = 0,002). O valor mais
alto foi registrado em T2 (412.059), enquanto os menores ocorreram em T28
(56.532) e T21 (70.101). Esses resultados indicam um pico de liberacdo muito
acentuado nos estagios iniciais da incubacdo, seguido por degradagdo e
estabilizacdo nos tempos finais. O padrao observado em todas as salas revela que
os FAMEs sado compostos altamente dindmicos. O acumulo inicial (T2-T7) pode
estar relacionado a liberagcdo de lipidios por quebra celular, estimulado pelas
mudancgas de temperatura e disponibilidade de oxigénio nos microcosmos (Killops;
Killops, 2005; Grossi et al., 2008). A degradacéo posterior é esperada, dado o
carater mais labil dos FAMEs, que s&o susceptiveis a processos de oxidagao e
biodegradacgao (Saliot et al., 2001; Sparkman et al., 2011).

A S4, por simular o cenario climatico mais severo (RCP 8.5), apresentou
resposta mais pronunciada e estatisticamente significativa. A liberagdo precoce e
subsequente declinio abrupto dos FAMEs sugere que condi¢cdes extremas
intensificam a degradacgao dos lipidios estruturais da MOP. Ja nas demais salas, o
padrao oscilatério, mas estatisticamente nao significativo, reforga a ideia de que os
efeitos do tempo sobre os FAMEs dependem da intensidade das condi¢des

ambientais impostas.
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5.4. Avaliacao da alteracao da composi¢cao da MOP ao longo do tempo de
incubacao em microcosmo simulando as condi¢ées climaticas para 2100 —
experimento 2

5.4.1. Variagao da composi¢cao de n-alcanos ao longo do tempo de incubagao

nas diferentes salas

Ao longo do experimento 2, observou-se variagao nas areas dos n-
alcanos entre as quatro salas (Sala Controle — S1 a RCP 8.5 — S4) em diferentes
tempos de incubacgao, apresentado na Figura 31. A analise de varidncia mostra que
apenas T3 e T21 apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre as
salas (p < 0,05). Ja T7, T14 e T31 nao apresentaram variagdes significativas (p >
0,05).

No T7 (p = 0,054), T14 (p = 0,285) e T31 (p = 0,338), as medianas da
razao area composto/padrao interno oscilaram levemente entre as salas, mas sem
diferencas significativas. Em T7, a sala de RCP 4.5 apresentou o maior valor médio
(0,210), enquanto na sala de RCP 8.5 teve o menor (0,103). No T14, as medianas
variaram entre 0,349 (RCP 6.0 — S3) e 0,466 (Sala Controle — S1). Ja no T31, os
valores permaneceram relativamente baixos em todas as salas, com médias de
0,154 (Sala Controle — S1), 0,216 (RCP 4.5 - S2), 0,151 (RCP 6.0 — S3) e 0,167
(RCP 8.5 — S4). Essas distribuicdes sugerem homogeneidade nos processos
biogeoquimicos que envolvem n-alcanos sob as diferentes condi¢des climaticas
simuladas nesses momentos.

No T3, observou-se diferenca estatisticamente significativa entre as
salas (p = 0,007). A sala de RCP 6.0 apresentou o valor mediano mais elevado
(0,660), enquanto a Sala Controle exibiu a menor mediana (0,167). O teste de
comparagdes multiplas (Tukey) revelou diferenca significativa entre RCP 6.0 e a
Sala Controle (p = 0,003), indicando que o cenario climatico moderado (RCP 6.0)
de S3 favoreceu uma maior abundéancia de n-alcanos ja nas primeiras 72 horas de
incubacao.

Entretanto, a condigéo climatica RCP 8.5, que simula um cenario ainda
mais extremo, ndo apresentou a mesma tendéncia de aumento observada na
condicao moderada (RCP 6.0), o que levanta questionamentos sobre a linearidade

da resposta dos n-alcanos frente ao gradiente de aquecimento. Esse
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comportamento inesperado sugere que outros parametros, além da temperatura e
do CO,, possam ter influenciado os resultados, como variagdes na atividade
microbiana, nas caracteristicas da MO inicial ou até mesmo fatores externos as

condi¢des controladas.
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E importante considerar que as salas utilizadas também sdo
empregadas para outros experimentos, o que pode introduzir variabilidades
ambientais residuais (como contaminag¢des cruzadas, microclimas, ou diferengas
nos sistemas de ventilacdo e umidade) que afetam os resultados de forma nao
intencional. Essa observacgao reforga a necessidade de um controle rigoroso das
condicbes experimentais e da replicagdo em multiplos ciclos para validar
tendéncias observadas nos primeiros dias de incubacgao.

No T21 (Figura 31), novamente foi identificada diferenca
estatisticamente significativa entre as salas (p = 0,039), com a Sala 4 (RCP 8.5)
apresentando o maior valor mediano (0,530), significativamente superior a Sala
Controle (p = 0,028). A distribuigdo dos demais grupos foi intermediaria: RCP 4.5
(0,294) e S3 (0,387). A elevagédo gradual das salas controle a RCP 8.5 sugere
influéncia direta das condi¢gdes ambientais extremas na liberagdo ou formacéao de
n-alcanos nesse tempo.

Nos demais tempos (T7, T14, T31), a auséncia de diferengas
significativas sugere um equilibrio nos processos de transformagéo e preservagao
dos n-alcanos na MOP.

Uma hipotese adicional que pode ser considerada é a ocorréncia de um
processo ciclico de producdo e remogao de n-alcanos mediado por
microrganismos. Sabe-se que certos microrganismos sdo capazes de sintetizar
hidrocarbonetos de cadeia longa, como os n-alcanos, a partir da degradagao de
MO, especialmente lipidios e componentes estruturais celulares. Assim, é possivel
que, em determinados momentos da incubagcdo — como nas primeiras 72 horas
em RCP 6.0, ocorra uma atividade microbiana intensificada, promovendo a
producdo ou liberacdo secundaria de n-alcanos a partir da transformacao de
substratos organicos disponiveis (Lopes et al., 2021; Pereira et al., 2022). Em
seguida, esses compostos podem ser removidos por processos como volatilizagao,
adsorgao, fotodegradagdo ou ainda biodegradacao por populagdes microbianas
especializadas, resultando em uma queda ou estabilizacdo temporaria de suas
concentragcbes. Esse comportamento poderia se repetir ao longo do tempo,
formando um padrao oscilatério de abundancia, condicionado pela disponibilidade
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de substrato, dindmica da comunidade microbiana e condicbes ambientais do
microcosmo.

Esse tipo de ciclo de liberacdo-consumo poderia explicar tanto os
aumentos pontuais quanto as quedas subsequentes nas concentragdes
observadas ao longo da incubacdo, especialmente sob diferentes cenarios
climaticos. Com o avancar do tempo e o esgotamento progressivo dos precursores
organicos, é possivel que a produgédo de n-alcanos decline de forma irreversivel,
marcando o fim do ciclo. Para investigar essa hipotese, seriam necessarios
experimentos adicionais com acompanhamento mais frequente dos perfis lipidicos,
quantificacdo da biomassa microbiana ativa e anadlise da composi¢cdo da MO

disponivel ao longo da incubagao.

5.4.2. Variagao da composicao de n-alcanos ao longo do tempo de incubagao

nas diferentes salas — experimento 2

Na Sala controle (Figura 32), a abundancia relativa dos n-alcanos variou
significativamente ao longo dos tempos de incubacado (ANOVA, p < 0,001). A maior
média foi registrada em T14 (0,452), com diferencga significativa em relac&o a todos
os demais tempos (Tukey, p < 0,001). Apds esse pico, os valores decresceram em
T21 (0,236) e T31 (0,154), aproximando-se das médias iniciais. O menor valor foi
registrado em TO (0,143). A curva temporal sugere um comportamento tipico de
acumulo intermediario seguido por declinio gradual. Também foi observada
diferenga estatisticamente significativa ao longo do tempo (p = 0,027) no cenario
RCP 4.5. O maior valor ocorreu em T14 (0,383), significativamente superiora TO (p
= 0,017). As demais comparacdes nao apresentaram diferencas significativas,
embora T3 e T7 tenham valores préximos ao pico. Novamente, a tendéncia geral
reflete aumento progressivo até T14 e posterior redugao.

O cenario RCP 6.0 apresentou a maior oscilagao entre tempos, com
significancia estatistica (p < 0,001). O maior valor foi identificado em T3 (0,660),
significativamente superior a TO, T7 e T31 (p < 0,05). Os valores subsequentes
oscilaram entre 0,149 (T7) e 0,387 (T21), com queda acentuada em T31 (0,154). O
comportamento sugere liberagcdo inicial e subsequente redistribuicdo ou
degradacao parcial dos n-alcanos.
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No cenario drastico (RCP 8.5) também houve variagao significativa entre
os tempos (p < 0,001), com destaque para T21 (0,530) e T14 (0,421), ambos
significativamente superior a T7 (p = 0,002 e p = 0,006, respectivamente). TO, T3 e
T31 apresentaram os menores valores. Esse perfil revela acumulo progressivo até
T21, seguido de queda, com estabilizagdo em T31.

O padrédo temporal observado para os n-alcanos no experimento 2
reflete processos dinamicos de liberagdo, transformacao e estabilizacdo da MOP
em condi¢cdes ambientais simuladas. A recorréncia de picos em T14 e T21 sugere
que esses tempos representam janelas criticas de reorganizagao da MO, como
descrito por Fang et al. (2014) e Guimaraes et al. (2019), em que ha intensa
atividade microbiana e floculagao.

Esse comportamento temporal reforga a hipotese de que os n-alcanos
estdo envolvidos em um processo ciclico de liberacdo e consumo ao longo da
incubagao. A presencga de picos recorrentes em T14 e T21, seguida de quedas e
estabilizagbes nos tempos posteriores, sugere que esses compostos ndo apenas
sao liberados de forma passiva a partir de outros compostos, mas também estao
sujeitos a transformacgdes bioquimicas e remocao ativa, possivelmente por
biodegradagao microbiana ou redistribuicdo entre fases (particulada e dissolvida).
Esse padrao é compativel com o modelo proposto por Fang et al. (2014) e
Guimaraes et al. (2019), que descrevem janelas criticas de reorganizagédo da MO
em ambientes aquaticos, marcadas por intensa atividade microbiana, floculacéo de
lipidios e mudancas na biodisponibilidade de substratos. Dessa forma, os
resultados observados n&o apenas ilustram a variabilidade espacial entre os
cenarios simulados, mas também indicam uma dindmica interna intrinseca ao
sistema, caracterizada por ciclos de acumulo intermediario e posterior remocéo,

que podem se repetir até o esgotamento dos precursores organicos disponiveis.

5.4.3. Variagao da composicao de FAMEs ao longo do tempo de incubagao

nas diferentes salas

A comparagéao da abundancia dos FAMEs entre as salas (Figura 33), ao
longo do tempo de incubacdo, ndo apresentou diferencas estatisticamente

significativas em nenhum dos tempos analisados (p > 0,05).
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Apesar da auséncia de significancia estatistica nas comparagdes entre
salas, os padroes observados nos diferentes tempos indicam tendéncias
consistentes de liberagao e variagdo dos FAMEs ao longo do tempo de incubagao.
Em especial, os maiores valores observados em T7 e T21 podem refletir o pico de
liberacdo lipidica associada a degradagao de membranas celulares ou a produgao
secundaria microbiana (Fang et al., 2014; Grossi et al., 2008).

Embora a variabilidade entre salas ndo tenha sido estatisticamente
significativa, € possivel que as diferengcas ambientais simuladas tenham
influenciado a cinética de liberacdo e degradacdo dos FAMEs de forma sutil. A
baixa sensibilidade dos testes estatisticos pode ter limitado a deteccdo de

diferencas reais.

5.4.4. Variagao da composicao de FAMEs ao longo do tempo de incubagao

nas diferentes salas

As salas apresentaram diferencas significativas nos valores de area de
FAMEs (p < 0,001). Observou-se um aumento expressivo de T3 para T7, com o
maior valor registrado em T21 (1,9434). Evidenciando acumulo inicial seguido por
estabilizacdo de T7 a T31 (Figura 34).
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A tendéncia de aumento progressivo na abundancia dos FAMEs a partir
de T7, seguida de leve queda em T31, foi comum a todas as salas. Essa dinamica
sugere um ciclo inicial de liberagcdo e acumulo desses compostos, seguido por
estabilizacdo ou inicio de degradagao (Saliot et al., 2001). O acumulo pode estar
associado a degradagao de lipidios de membrana celular ou a atividade de
microrganismos que sintetizam e excretam acidos graxos durante o metabolismo
ativo (Grossi et al., 2008; Fang et al., 2014).

A menor abundancia de FAMEs em T3, especialmente nas salas
controle a RCP 6.0, pode ser atribuida a baixa atividade microbiana nas fases
iniciais de incubagao ou a auséncia de liberacédo expressiva de material celular. O
leve declinio observado em T31, embora ainda mantendo valores relativamente
altos, indica possivel degradacdo oxidativa ou assimilagdo dos FAMEs por
microrganismos heterotroficos (Grossi et al., 2008; Guimaraes et al., 2019). A
persisténcia dos compostos até os estagios finais, porém, evidencia uma certa
estabilidade da fracdo lipidica mesmo sob cenarios de aumento térmico e

concentracao de CO,.

5.4.5 Analise temporal da abundancia de n-alcanos e FAMEs sob condi¢oes

ambientais naturais (experimento 3 — UFAM)

A avaliagdo da abundancia relativa dos n-alcanos ao longo do tempo no
experimento 3, conduzido sob condigdes ambientais naturais (UFAM), revelou
diferencgas estatisticamente significativas entre os tempos de incubacgao (p <0,001).
Os maiores valores medianos foram observados em T21 (1,849) e T7 (1,454),
enquanto TO (0,148) e T31 (0,703) apresentaram os menores. O teste de
comparagdes multiplas indicou diferengas significativas entre T21 vs. TO (p <
0,001), T7 vs. TO (p = 0,001) e T14 vs. TO (p = 0,014), sugerindo acumulo
progressivo de n-alcanos durante as primeiras trés semanas de incubagao (Figura
35).
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Fonte: O autor (2025).

Esse comportamento esta de acordo com o padrdo observado nos
experimentos controlados, no qual compostos recalcitrantes como os n-alcanos
tendem a se acumular inicialmente por liberacdo de material celular ou deposicéo
particulada, antes de sofrerem redistribuicdo ou transformacgao (Killops; Killops,
2005; Guimaraes et al., 2019). A reducao em T31 indica que, mesmo em ambiente
natural, o tempo de exposi¢cado prolongada pode levar a perda ou incorporagao
desses compostos em outras formas, como associacdo a biofilmes ou
sedimentacgao.

A dindmica dos FAMEs apresentou padrao semelhante (Figura 36). A
analise de variancia indicou diferenga estatisticamente significativa entre os tempos
(p <0,0001). Os valores médios evoluiram de 0,023 (TO) para 2,08 (T21), com leve
declinio em T31 (1,70). Esse resultado confirma a natureza labil e altamente
dinamica dos FAMEs, com aumento associado a degradacao inicial da MO celular
e posterior perda por processos oxidativos, fotodegradacdo ou biodegradacao
(Grossi et al., 2008; Fang et al., 2014).
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A similaridade nos padrdes de variacao temporal entre os compostos,
mesmo sob condicdes ambientais abertas, reforca a ideia de que a composigao
molecular da MOP é regulada por processos biogeoquimicos comuns, mediados
por temperatura, disponibilidade de oxigénio e atividade microbiana. A persisténcia
dos n-alcanos e a oscilagdo dos FAMEs servem, portanto, como indicadores
complementares para diagnosticar o estado de transformagcdo da MOP em

ambientes tropicais de varzea como o Rio Negro (Saliot et al., 2001).

5.5 Analise multivariada (PCA e HCA)

5.5.1 Analise de componentes principais (PCA)
A PCA foi aplicada com o objetivo de identificar padrées de similaridade
entre as amostras do experimento 2 com base nas abundancias relativas dos n-

alcanos (n-C24 a n-C2) e FAMEs. A matriz de dados incluiu 30 amostras,

considerando cinco tempos de incubagao (T3, T7, T14, T21, T31) em quatro salas
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PC 2 (5,85%)

climaticas. As componentes principais PC1 e PC2 explicaram, respectivamente,
93,11% e 5,85% da variancia total, totalizando 98,96%.

No grafico de scores (Figura 37), observa-se uma clara separagéo das
amostras TO e T3 em relagcdo aos demais tempos, evidenciando que as amostras
iniciais possuem composi¢c&do quimica distinta, tanto para os FAMEs quanto para os
n-alcanos. Ja os tempos intermediarios e finais (T7, T14, T21 e T31) tendem a se
agrupar, sugerindo que apdés certo periodo de incubagdo ocorre uma alteragao
seguida de estabilizacdo na composicdo da MOP. Esta tendéncia indica que os
primeiros dias de incubagdo sdo os mais criticos para as transformagdes

moleculares.
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Figura 37. Grafico de PCA com os dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2), baseado
nas abundancias relativas dos n-alcanos e FAMEs identificados nas amostras do Experimento 2
(LEEM).

Fonte: O autor (2025).

A distingdo observada entre os tempos iniciais e os mais avancados de
incubacao esta de acordo com estudos que indicam a rapida transformacao de
compostos organicos labeis nos primeiros dias de exposigao (Fang et al., 2014; Ylla
et al., 2012). O acumulo relativo de compostos mais persistentes, como os n-
alcanos de cadeia longa e certos FAMEs, reflete a predominancia de fragdes menos
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susceptiveis a degradacao ou a formagao de novas estruturas por recombinacao e
atividade microbiana (Grossi et al., 2008; Zhou et al., 2021).

A separacgao do TO em relacido as demais amostras reforga a importancia
do tempo como fator determinante na composi¢gdo da MOP. O TO representa a
condicao original da amostra, ainda nao submetida aos efeitos de incubagao e
variacbes ambientais simuladas. Conforme destacado por Guimaraes et al. (2019),
as transformagdes quimicas na MOP ocorrem de forma progressiva e modulada
por fatores como temperatura, oxigenagéao e atividade enzimatica, fatores estes
reproduzidos nas salas climaticas.

Além disso, a menor dispersao dos dados nos tempos mais avangados
(de T7 a T31) pode ser interpretada como uma convergéncia composicional,
resultado da degradacao seletiva dos compostos mais reativos e da persisténcia
de uma fracdo mais homogénea de compostos recalcitrantes (Killops; Killops,
2005). Essa tendéncia é compativel com os padrdes de estabilidade da MO
observados em sistemas tropicais, onde a reorganizagdo e a retengdo de
compostos estaveis desempenham papel central na dindmica do carbono
particulado (Saliot et al., 2001).

5.5.2. Analise de agrupamento hierarquico (HCA)

O dendrograma gerado pela HCA, baseado no indice de similaridade de
Bray-Curtis (Figura 38), corrobora os achados da PCA. Trés grandes agrupamentos
foram observados: o primeiro contendo as amostras TO e T3, o segundo com
amostras de T14 e T21, e o terceiro reunindo predominantemente amostras de T7
e T31. O indice de similaridade geral foi elevado (0,98), indicando consisténcia na

distribuicdo multivariada das amostras.
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Figura 38. Dendrograma gerado pela HCA utilizando o indice de similaridade de Bray-Curtis. Trés
grupos distintos de amostras sdo observados, evidenciando variagdo temporal da composig¢do da
MOP no Experimento 2.

Fonte: O autor (2025).

Esse padrao sugere uma evolugado temporal da composi¢cao da MOP,
com alteragdo molecular gradual e estabilizagdo nos tempos finais. A separagao
precoce de TO e T3 pode estar relacionada a presencga predominante de compostos
mais labeis e facilmente degradaveis, enquanto os agrupamentos posteriores
indicam enriquecimento relativo de compostos mais recalcitrantes, como os n-
alcanos de cadeia longa e FAMEs de acidos graxos saturados.

A concordancia entre PCA e HCA reforca a robustez dos resultados
obtidos. Ambos os métodos apontam para uma dinamica temporal estruturada na
MOP, influenciada principalmente pelo tempo de incubagédo, com menor influéncia
observada das condigbes climaticas simuladas no experimento 2. Os
agrupamentos formados refletem variagbes compostas de origem biogénica e
processos de degradagao seletiva, com implicagbes importantes para a
persisténcia e ciclagem da MO em ambientes tropicais.
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6. Conclusao

As classes de n-alcanos e FAMEs foram as mais abundantes nas
amostras de MOP da agua do Rio Negro, sugerindo uma origem ligada a
degradacdo microbiana de compostos lipidicos mais complexos. Essa
interpretacao é reforgada pela presenga recorrente de padrdes de fragmentagao
tipicos nos espectros de massas, bem como pela detec¢ao de n-alcanos de cadeias
pares (C,4,—C,9), um perfil incomum em ambientes com forte aporte terrestre, mas
compativel com processos internos de reciclagem da MOP, possivelmente
mediados por microrganismos sob condi¢des de incubacao confinadas.

Os resultados demonstraram, de forma consistente entre os trés
experimentos, que o tempo de exposi¢cao foi o principal fator de transformacéao
molecular da MOP, superando os efeitos diretos das variagdes simuladas de
temperatura e concentragao de CO,. A analise comparativa entre os experimentos
revelou padrdes coerentes de acumulo e posterior declinio na abundancia de n-
alcanos e FAMEs, com picos marcantes em periodos intermediarios, seguidos de
reducdes em tempos finais. Esse comportamento temporal reforga a hipétese de
um ciclo de liberagdo e consumo, no qual compostos lipidicos s&o inicialmente
liberados pela degradacao celular e, em seguida, consumidos, redistribuidos ou
mineralizados, até o possivel esgotamento dos substratos.

A analise multivariada (PCA e HCA) corroborou esses achados,
revelando separagdes claras entre tempos iniciais e finais e agrupamentos
quimicos consistentes, o que indica uma reorganizagdo quimica progressiva da
MOP. Do ponto de vista ambiental, os resultados sugerem que mesmo sob
condigbes criticas simuladas (RCP 8.5), ndo houve alteragdes estruturais
significativas na composi¢cdo da MOP atribuidas exclusivamente ao aumento de
temperatura ou CO,. Isso aponta para a resiliéncia de fragdes recalcitrantes da MO
e para a importancia dos processos temporais de incubagao na determinacao da

dinamica de transformacao molecular da MOP em ambientes amazonicos.
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