Utilizacao de glicose por bactérias

heterotroficas no ecossistema lacustre da Amazonia Central

Estuda-se a utilizagdo da glicose por microrganismos
em dois lagos amazénicos (Tupe e Janauari) durante um
ano. As populagbes bacterianas do lago Tupe sao
aproximadamente 1000 vezes menores, e a do Janauari
100 vezes menores que as populagdes de bacterias de
lagos de regido temperada. A capacidade de minera-
lizagdo por bactérias heterotropicas é muito baixa e o
tempo de “turnover” do substrato orgdnico é muito
prolongado.

INTRODUGAO

A substancia orgénica, dissolvida na agua
doce, consiste de centenas de componentes
diferentes, cada um presente em quantidades
minimas. E provavel que as bactérias, cons-
tantemente, removam alguns dos componentes
mais simples, que, por sua vez, sao formados
continuamente pela degradacdo de moléculas
maiores. Por se verificar a importancia de de-
terminados componentes organicos para os or-
ganismos aquaticos é que se determina a ta-
xa de sua formacac e ingestdo, mais que sua
concentracao absoluta em um dado tempo,
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pois: é potencialmente de maior importancia.
A substéncia organica soluvel representa uma
fonte de energia para os microrganismos he-
terotroficos em ambiente aquatico. Pela “ab-
sorcao” bacteriana, energia quimica é intro-
duzida na cadeia alimentar. Os processos de
decomposi¢do, em que participam microrga-
nismos, dividem-se, do ponto de vista quimi-
co, em 2 categorias:

1. “Desagregaca@o” hidrolitica dos com-
plexos polimeros organicos, que constituem a
maior parte dos corpos animais e vegetais,
em compostos de baixo peso molecular;

2. “Desagregacdao” nao hidrolitica das
pequenas moléculas resultantes, geralmente
acompanhada de consumo de oxigénio. Atra-
vés deste ultimo processo (mineralizagdo) as
moléculas organicas dos ambientes aquaticos
sdo convertidas em compostos inorganicos
utilizados como nutrientes para plantas. Os
processos de decomposicdo e mineralizacdo
estdo apresentados diagramaticamente na fi-
gura 1.
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Fig. 1 — Sob a figura: Decomposi¢do da matéria organica em ambiente aquatico. Nos quadrinhos, da esquerda a

direita, fila inferior: organismos vivos: organismos mortos; particulas de substancias orgdnicas; particulas de

substancia orgénica (particulas menores); fila superior : subst. organica dissolvida (peso molecular elevado); subst.
org. dissolvida (peso molecular pequeno).
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MATERIAL E METODOS

Coletaram-se todas as amostras no cen-
tro do lago (Tupé ou Janauari, préximos de Ma-
naus), a intervalos de um metro, chegando
aproximadamente ao fundo do mesmo. Cole-
taram-se as amostras num aparelho estéril que
permite a coleta sem interferir na concentra-
cdo de oxigénio. Este aparelho, mostrado na
figura 2, foi desenhado e construido pelo au-
tor, no Max Planck Institut fiir Limnologie,
Plon, Alemanha Ocidental.
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Fig. 2 — Sobre a figura: Desenho do aparelho de amos-
tragem. A esquerda, de cima para baixo: gancho de
suspensdo, porca borboleta, prensor do frasco, frasco
estéril. A direita, de cima para baixo : ‘cabo, vélvula
para abertura ou fechamento, pe¢a superior, tampa, pa-
rafuso de conexdo, parte basal com chapa metélica.

Apés a coleta, as amostras foram trans-
portadas ao laboratério, e colocadas em incu-
badoras, com a temperatura equivalente a de
cada profundidade do lago. Apés um periodo
curto para estabilizar a temperatura, as amos-
tras foram colocadas num agitador magnético
e depois filtradas em filtros Mf, de poros de
0.8 um. A determinagdo do oxigénio dissolvi-
do foi feita antes do comego e no término da
experiéncia. O oxigénio permaneceu constan-
te nos valores “in situ” durante todos os ex-
perimentos. ‘Acréscimo de substrato (C14 glu-
cose) foi feito de acordo com o padrao des-
crito por Wright & Hobbie (1966) . Para os con-
troles, os organismos foram mortos usando-se
0,15 ml de formaldeido (40%). Foram empre-
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gados nove frascos de amostras para cada pro-
fundidade. Glicose (UL) — C14 (Amersham
Searle Corp) foi usada como substrato Esta
foi diluida a radioatividade de 1 » Ci/ml. O
acréscimo usual foi de 25 ul, 50 ul, 100 ul e
200 pl em duplicata e 25 pl acrescentados ao
controle. As amostras e os controles foram
incubados na temperatura “in situ”, no escu-
ro, durante 60 a 120 minutos, dependendo da
atividade das populagdes. Apés a incubacdo
foi sustado o metabolismo por acréscimo de
0,15 ml de formalina por amostra. Foram fil-
tradas todas as amostras em Sartorius MF,
de poro de 0.2 pm, num periodo de 10 horas.
Os filtros foram secados sob lampada infra-
vermelha e dessecados. O papel de filtro de-
pois de seco foi dobrado e colocado num fras-
co de cintilagdo, acrescentando-se 15 ml de
fluido de cintilacdo contendo 4,0 g de 2,5 di-
feniloxazole (PPO) e 50 ml de 1,4-2 (5-fenilo-
xazolil)-benzeno (POPOP) por 1000 ml de to-
lueno. Todas as determinacdes da radioativi-
dade foram feitas com um espectrOmetro de
cintilagdo liquida da Packard Instruments.

A eficiéncia da contagem foi aferida pe-
la padronizacdo internacional com Cl4 — to-
lueno padronizado (Packard Instruments).
Wolfe & Schelske (1967) demonstraram a pos-
sibilidade do emprego deste método, que de-
pois ficou confirmado por J. E. Hobbie (parti-
cipagao verbal).

O parametro cinético, associado com a re-
mocdo heterotréfica da glicose pelas bacté-
rias aquaticas consiste no seguinte: Vpay, @
velocidade teérica méxima de “uptake” em
»g removida por litro por hora; Kt 4+ Sn, um
valor aproximado & concentragao do substrato
natural, em pg de glicose por litro; e Tt, o tem-
po de transformagdo em horas, necessério pa-
ra que o substrato seja removido completa-
mente da solugdo pela populacdo natural pre-
sente na amostra. A férmula proposta para a
velocidade de "uptake" é a seguinte:

V = (cf (S, + A) / Cut (1)
onde V é a velocidade de incorporagao
(mg/1/hr), ¢ é a radioatividade dos organis-
mos filtrados (CPM), f é o fator isotépico de
discriminagdo, Sn é a concentragdo natural do
substrado (mg/l), A é a concentragédo (mg/l)
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do substrato adicionado, C é a atividade
(CPM) de 1.0 xCi do substrato no contador
usado, » € o nimero de pCi adicionado e t é
o tempo de incubacdo em horas. O fator f nao
foi considerado na maior parte do trabalho que
se seguiu, por ser o seu valor desconhecido,
embora considere-se que seja aproximada-
mente equivalente a uma unidade. Parsons &
Strickland (1962) desenvolveram uma equa-
¢do semelhante a equagao de Lineweaver-
-Burk, que poderia ser usada para determinar
o valor de (K; + Sp) onde K; é uma constante
de “uptake"” anédloga a constante de Michaelis,
depois de determinar se o “uptake” relativo
em vérias concentragdes de substrato adicio-
nado. Sp, em geral nao foi possivel medir em
aguas naturais, devido as limitagoes dos
métodos analiticos atuais. Os valores de
(K; + Sn), no entanto, foram sempre inferio-
res a 20 pug de C/I.

Dai acredita-se que, ao adicionar-se roti-
neiramente 250 pg C/I, qualquer efeito de Sn
na equacdo (1) poderia ser desprezado, e esta
equagio poderia ser usada para fazer-se com-
paragdes entre o potencial heterotréfico de di-
ferentes dguas.

Wright & Hobbie (1965 e 1966) verificaram
que o “uptake” de glicose e acetato, pelas po-
pulagoes naturais do lago Erkin, seguiu a equa-
¢ao cinética de Mechaelis-Menten somente
em concentragoes baixas. O “uptake” na am-
plitude de 0,5 a 5 mg substrat/litro seguiu a
cinética de primeira ordem. Por isso, Wright
& Hobbie duvidaram da validez das medidas
de potencial heterotréfico relativo de Parsons
& Strickland (1962). Desenvolveram entdo uma
equacao para descrever a utilizagdo do subs-
trato, com base numa modificagdo da equacéao
de Lineweaver-Burk:

S/V = thvmax + S/‘Vmax (2)

onde S é a concentragdo do substrato, Vs, a
velocidade maxima de incorporagdo e v a ve-
locidade de “uptake” (mg/I/hr) numa dada
concentragdo de substrato. Em &guas natu-
rais, S, é desconhecido e, usando-se o concei-
to de«Parsons & Strickland (1962), o S da
equacéo (2) torna-se (S, + A) como se segue:

Sy + A) / V = Ki/Vmax + (SnA) /Vmg (3)

Utllizagao de glicose. ..

A equagdo (1) é reestruturada de forma
que:

(S, + A) /v = (Cut) / c (4)

Substituindo-se a equagdo (4) na equagdo (3)
e fazendo um rearranjo temos:

A partir desta equagéo, plotaram-se as me-
didas de incorporagdao em diferentes concen-
tracoes baixas de substrato adicionado, tendo
Cut/c na ordenada e A (substrato adicionado)
na abcissa. Portanto, o declive é 1/Vp,x € a
intersecdo sobre a abcissa é — (K; + Sp). A
intersecdo na ordenada é Sp/v que € igual a
duragdo do “turnover”, Tt assumindo se uma
produgdo e remogdo constante do substrato.
(Vmax) € a velocidade de “uptake” acima da
qual um aumento nas concentragdes do subs-
trato deixam de ter efeito. No que se refere
ao sistema microbial de transporte, Vy,« € a
velocidade de “uptake” atingida quando o me-
canismo portador estd saturado com substrato.
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Fig. 3 — Sobre a figura: Substrato acrescido em
ug/litro. Absorgao de glicose em populagdes naturais,
ploteada de acordo com a equagdo Cut/c = (K, +
Sp)/Vmax + A,’me' A direita da figura: declive.

Corregao para respiracao foi similar aque-
la descrita por Hobbie & Crawford (1969), ex-
ceto que, apOs a incubagdo, porgbes de amos-
tras de 5,0 ml (acréscimos de 25, 50, 100 e
200 upl) foram adicionados com seringa aos
frascos vedados de respiragdo (Kondes Glass
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Co.) que continham 0,5 ml de 2.0 N H.SO,. O
CO, desprendido foi capturado num pedago de
papel (25 x 51 mm) cromatogriafico Watman
40 dobrado e saturado de fenetilamina (Packard
Instruments), na taga do frasco de respiragéo.
Apds 90 minutos, para assegurar a total captu-
ra do CO-14, o papel foi colocado num tubo de
cintilacdo contendo 1.0 ml de metanol. Foi
adicionado entao 15 ml de fluido de cintilagao
contendo 4.0 g 2,5 de difeniloxazole (PPO) e
50 mg 1,4-2-(5-feniloxazolil)-benzene (POPOP)
por 1000 ml de toluene. O metanol foi arma-
zenado a seco sobre Na;Sos para evitar que
ocorresse “quenching”. Foi constatado que
80% da atividade de Na, 14-CO, acrescida a
camara de respiragao, foi recuperada pelo pa-
pel de filtro saturado de fenetilamina. Isto €
comparavel aos resultados obtidos por Hobbie
& Crawford (1969). Dai, a atividade do 14-CO;
respirade (decarboxilado) foi calculado como
se segue:

r=r"125 (36,08 ml/50 ml) (6)

onde r' € a radioatividade (cpm) na porcao
1,25 é o fator de corregdo para recuperacao
de 80% de CO; e (36,08 ml/5,0 ml) corrigem o
valor, digo, volume original da amostra de
36,08 ml.

A porcentagem de substrato adicionado
respirado foi calculado pela seguinte equagéo:

R = (r/c) 100 (7)

onde R representa a percentagem de substra-
to respirado (decarbocilado), r é a radioativi-
dade (cpm) em CO-14 e ¢ é a soma da radio-
atividade (cpm) nas células e CO,.

Experiéncias preliminares demonstraram
que isto era relativamente constante em qual-
quer experimento; por esta razao, calculou-se
a média para os quatro valores de R. Esta mé-
dia foi empregada para corrigir ¢ na equagao
(5) para a respiragdo, como segue:

¢ = (100/ (100 — R) X

onde R é o porcentual médio respirado (decar-
bocilado) e X é a atividade das células.
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RESULTADOS DE EXPERIENCIAS DE “UPTAKE"
DE GLICOSE

Os resultados, apresentados nas figuras
4, 5 e 6, sdo derivados da regressao linear da
equacao:

[Cﬂ-t]{'c = [Kl + Sn] /Vma‘ + A;Vmax

Mais que 95% das experiéncias resultaram
cm regressoes lineares de quadrados minimos
com coeficientes de determinacdo de 0,95, ou
mais.

O tempo de “turnover” da « cose (fig. 4)
foi diretamente proporcional as ‘lutuacoes do
nivel da agua. Este pardmetro flutuou grande-
mente durante o periodo do estudo. O tempo
de “turnover” foi muito alto durante o perio-
do de estudo. As variagbes médias mensais
de “turnover” de toda a coluna de agua esti-
veram entre 120 e 36.48 horas para o lago
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Fig. 4 — Sob a figura : Mudangas sazonais no “turnover,
formacdo da glicose, nos lagos Tupé e Janauari, Amazo-
nia. Ao lado da figura: tempo de “turnover” em horas.
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Tupé e oscilaram entre 17 e 1.350 horas para o
lago Janauari. Ocorreu um grande acréscimo
ao tempo de transformagdo concomitante do
aumento do nivel de dgua em ambos os lagos.

A velocidade maxima (Vpgy) de “uptake”
tendeu a aumentar nas fases de baixo nivel
da dgua e diminuir a um minimo nas fases do
nivel mais alto (figura 5). No caso do lago
Tupé, revelaram-se dois picos. O primeiro
ocorreu em setembro e o segundo, através da
maior parte de novembro e de dezembro e,
para o lago Janauari, igualmente foram verifi-
cados dois picos, mas, o primeiro estendeu-se
de outubro a novembro e o segundo, o pico
muito alto, no més de janeiro, quando a velo-
cidade maxima foi de 51,9 pg/1/h.
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Fig. 5 — Sob a figura: Mudancgas sazonais da veloci-
dade méxima de “uptake" de glicose nos lagos Tupé
e Janauari, Manaus (Amaz6nia).

Utilizacdao de glicose. ..

Os valores de (Kt + Sn) variaram ampla-
mente, durante o periodo do estudo, em ambos
os lagos (figura 6). Os valores tenderam a
ser mais baixos durante o periodo de alto ni-
vel da agua, e mais altos no periodo de baixo
nivel da agua. Em média, os valores para
(Kt + Sn) no lago Tupé variaram entre 270 e
1560 pg/1 durante o periodo de estudo e, no
lago Janauari, entre 135 e 1673 pg/1.

APROVEITAMENTO DA GLICOSE

Os resultados da absorcdo de glicose re-
velaram que Vp,, (fig. 5) foi mantida pelas
populacées naturais num minimo praticamen-
te constante durante a elevacao do nivel da
agua. A velocidade maxima e (K, -+ S,) foram
diretamente proporcionais, pois, ambos au-
mentam e diminuem na mesma maneira, a fim
de que o tempo de "turnover” permaneca
constante. O sistema, por esta razado, pareceu
operar de tal maneira a impedir a acumulagao
de glicose. Os resultados deste estudc de-
monstraram que T, ndo permaneceu constan-
te. Os resultados, apresentados por Wetzel
(1969), mostram a mesma tendéncia.

Porém, Allen (1969) e Hobbie (1969) nao
observaram esta tendéncia. A atividade da
populacao heterotréfica pode ser indicada pe-
la magnitude de Vp,,, (Hobbie, 1967 e Wright
& Hobbie, 1966). Se isto for admitido, entéo a
atividade medida da glicose foi mais alta du-
rante o decréscimo do nivel da agua, ou quan-
do este estéd baixo.

Os grandes aumentos na duracéo da trans-
formacdo da glicose durante a fase de nivel
alto da agua foram significantemente diferen-
tes dos valores da fase de baixo nivel da dgua,
embora o Vp,, permanecesse quase inaltera-
do e (K; + Sp) ndo aumentasse em grau apre-
ciavel durante o periodo de alto nivel da agua.
O aumento do tempo da transformagdo ocor-
reu durante o aumento do nivel da &dgua. Esta
mudanca provavelmente deveu-se as popula-
cbes trazidas ao lago a partir de seus locais
de origem, que talvez nao fosse de origem
aquatica. Vp,,x parece ser alta, quando a popu-
lacao de bactérias vivas for numerosa e vi-
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ce-versa. Isto indica que a concentragcao ca
comunidade de bactérias vivas é responsavel
pelo “uptake" da glicose.

Durante o alto nivel da agua, os valores
de (K, + Sn) e Vm.y S0 baixos, enquanto 0s
valores de Tt e nimero de bactérias sdo altos
(trabalho ndo publicado, Rai 1976). Enquanto
que, em baixo nivel de agua, os valores de
(K; + Sn) e Vi, @0 altos e os valores Tt e o
nimero de bactérias sdo baixos.

Os resultados desta pesquisa mostram
que comunidades quimio-organotroficas res-
pondem com muita rapidez as mudancas do
nivel da dgua e da concentracdo do substrato.
Durante a fase de aumento do nivel da agua,
Vmax foi muito baixa em ambos os lagos. Isto
significa que a afinidade com o substrato foi o
mais baixo neste periodo do ano. No periodo
da diminuigao do nivel da dgua, V., foi mais
alto em ambos os lagos, indicando, que, nes-
te periodo, a afinidade com o substrato foi
mais alta. Comparando-se medicoes em meios
aquaticos de natureza tréfica muito diferente,
as taxas de “uptake"” de glicose parecem ser
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Fig. 68 — Mudangas sasonais na concentragdo do subs-

trato natural e nive| de dgua, nos lagos Tupé e Januari,

Manaus (Amazonia). Ao lado da figura: nivel da agua
em m.
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relacionadas com o estado tréfico. Quanto
maior a produtividade da agua, tanto mais alto
serd 0 Vm,,. ‘Assim, isto indica que os lagos
de agua branca e mista (dados nao publicados)
sdao mais produtivos do que lagos de &gua
negra da regido amazénica.

O aumento no nimero total de bactérias
durante o nivel alto das aguas nao foi relacio-
nado ao aumento de Vn,, para o substrato
estudado. Isto talvez se deva ao fate de que
as bactérias vivas eram transportadas para
os lagos durante as enchentes, a partir da area
de recebimento dos lagos. Evidentemente, es-
tas bactérias nao tém um papel muito impor-
tante para o “uptake" da glicose. Istc signifi-
ca que as modificacbes quantitativas e quali-
tativas nas populacdes bacterianas podem al-
terar o Vy,x. Foi registrada a excecao desta
regra, na estacdo seca, durante os meses de
setembro, novembro e dezembro, quando o au-
mento de bactérias vivas podia estar relacio-
nado aos aumentos de Vg, para glicose.
As suposicoes de pesquisadores anteriores
(Hobbie, 1967, Allen. 1969, Wright & Hobbie,
1966) parecem confirmar-se pelo presente
trabalho. No entanto, Morgan & Kalff (1972)
encontraram uma correlagdo significativa en-
tre o nimero total de bactérias e 0 Vp,,x. Ade-
mais, com um grau aumentado de “uptake” e
elevado nuimero de bactérias, um processo
ativo de degradacao foi, geralmente, encontra-
do em setembro, novembro e dezembro no la-
go Tupé e, durante quase o mesmo periodo,
no lago Janauari. O aumento no fitoplancton
(como indicado pelos dados de clorofila) (da-
dos ndo publicados, Rai, 1976) durante o pe-
riodo de estudo, foi associado ao aumento em
Vmax © (K, + Sn) para o substrato estudado.
Portanto, o aumento de (K, + Sp) sugere que
as algas, no periodo de nivel baixo da &agua
estavam acompanhadas por uma liberacdo de
glicose, pois, ndo ha razédo para supor-se ter
havido aumento de K. Este padrao foi também
descrito para o lago Erken, por Hobbie (1967).

CONCLUSOES

1. Populacbes naturais tendem a impe-
dir a acumulacdo de glicose durante o periodo
de janeiro a agosto, isto €, o tempo de “tur-
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nover” do substrato (Tt) n2o permanece cons-
tante ao redor de um minimo, enquanto que a
velocidade méxima (Vp.x), @ soma da cons-
tante de transporte (K, + Sp) e a concentra-
¢do do substrato variam notavelmente em am-
bos os lagos.

2. Durante o periodo de nivel elevado
de agua, os valores de Vp,, ndo tenderam a
aumentar com o numero total de bactérias.
Isto sugere que tenham havido mudancas qua-
litativas, assim como quantitativas na popula-
¢do de bactérias.

.3.. A concentragao de bactérias vivas
(contagem em placas) foi inversamente rela-
cionada ao Vmgx.-

4. Vm,, para o lago Tupé foi geralmente
inferior do que para o lago Janauari.

5. Tt aumentou, enquanto Vp,,, € (K +
Sn) diminuiram durante o periodo de nivel ele-
vado da &agua. Isto provavelmente refletiu a
diminuicdo geral na atividade de toda comu-
nidade biolégica durante o periodo de alto ni-
vel da agua. Estes achados sao semelhantes
aqueles para os lagos temperados durante o
inverno.

6. Como ja assinalado antericrmente,
por pesquisadores da agua da regido amazb-
nica, as bactérias estavam procedendo & mi-
neralizagdo da matéria organica tado rapida-
mente quanto a substédncia organica era pro-
duzida. Isto-significa que, na verdade, deveria
haver deficiéncias. Ou alternativamente, uma
situacao em que o “input” no acervo organi-
co (bactérias) é igual ao "output”; mostraria
também mudancas de zero (Tt) tempo de
“turnover”. Este fendmeno peculiar foi obser-
vado por Allen (1969) em duas amostras em
que foram detectados valores positivos de
(K; + Sn). A taxa mais elevada de “turnover”
para glicose, como demonstrado nos casos de
lago Janauari e lago Tupé especialmente du-
rante o periodo de nivel alto da agua e, em
geral, durante todo ano, pareceria ocorrer de-
vido a presenca de populagbes bacterianas
muito pequenas. O trabalho de Allen (1969)
mostrou em suas experiéncias a mesma ten-
déncia. Populagbes bacterianas do lago Tupé

Utilizacdo de glicose. ..

sdo aproximadamente 1000 vezes ‘menores. e
as do lago,Janauari, aproximadamente 100 ve-
zes menores do que as populagées habituais
de bactérias de lagos de regido temperada., ..

7. Este trabalho, como um todo, indica
que em dguas da regido amazénica_'. em geral,
a capacidade de mineralizagao por bactérias
heterotréficas é muito baixa e o tempo de
“turnover” do substrato organico é muito pro-
longado.
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SUMMARY

A year long study on the utilization of glycose by
the microorganisms of two Amazonian lakes (Tupé and
Janauari) were studied. The bacterial populations of lake
Tupé is approximately 1000 times smaller, and that of
lake Janauari 100 times smaller than those of lakes from
temperate regions. The mineralization capacity by
heterotrophic bacteria is very low, and the organic
substrate turnover time is very long.
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