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Importancia na Analise da Comunidade
Fitoplanctonica e Clorofila

Verificacdo da causa da coloracéao, turbidez, odores indesejaveis e
particulas visiveis da agua;

Subsidiar a interpretacao de analises quimicas, por exemplo, corre-

lacionando a presenca de certas formas com a defici  éncia ou super-
saturacao de oxigénio na agua,

Explicar a obstrucao de filtros e ajudar no projeto e operacao de esta-
cOes de tratamento de agua e esgoto;

Atendimento legislacdo (CONAMA 357/2005 e Portaria  2914/2012);
Fornecer dados sobre o estado tréfico de um sistema aquatico;
Subsidiar a investigacao de causas de mortandade de peixes;

Indicativo de problemas relacionados a toxicidade n a agua, com
identificacao de espécies potencialmente toxicas;

Estudos ecologicos.



FITOPLANCTON
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS




Requisitos da Técnicos
Qualidade

Pessoal;

Acomodacoes e meio ambiente;
Referéncias normativas;

Amostragem;

Instalacao e Equipamentos;

Metodos de ensaio e calibracao e validacao;
Rastreabilidade de medicao;

Garantia da qualidade de resultados - controles
Internos e externos;

Calculo da Incerteza;
Apresentacao de resultados.



PESSOAL

O pessoal deve ser competente para:
o Operar equipamentos especificos;
 Realizar os ensalos;

o Avaliar resultados.

=> Conhecimento técnico-cientifico atualizado



TREINAMENTO/CAPACITACAO

* Profissionais: nivel superior habilitado;
» Especifico sobre o tema,;

e Ministrado por especialistas.



PLANEJAMENTO AMOSTRAL,
COLETA E PRESERVACAO

 Heterogeneidade Espacial: -vertical
- horizontal,

- Heterogeneidade Temporal.



Floracoes de Cianobactérias

Localizac&o de Floracb6es em um reservatorio raso

A : Nata na margem e na superficie;
B: Populacéo dispersa no epilimnio e nata no sedimento;
C e D: floracéo sub-superficial (metalimnio);

E: Populacao dispersa homogeneamente na coluna - mistura;

F: nata sob gelo;

Adaptado de http://pubs.usgs.gov/sir/2008/5038FB2008-5038.pdf



Floracdes de Cianobactérias
- 000000}



Amostragem
]




EQUIPAMENTOS
Microscopio Invertido

- Objeto visualizado por baixo, o
revolver das objetivas esta sob a
platina.

- Luz transmitida: fonte de luz,
coletor e condensador
Intercambiaveis com longas
distancias de trabalho.

Camara de Utermohl: espessura de laminula de 0,17 mm.



Microscopio Comum

Limita o0 aumento do objeto a ser analise
Volume limitado

objetiva de longo alcance



Metodologia de Analise

3. Calibracoes, verificacoes, calculos e fatores

Tanto para Sedgwick-Rafter como para camara de Utermohl,
deve ser realizada a calibracao do Reticulo de Whipple.

O Reticulo de Whipple é importante pois pode ser usado para

medir organismos e delimitar area da leitura.

”U:> Lamina Micrométrica ( deve ser calibrada ao menos uma

antes da primeira utilizacdo )



Metodologia de Analise

Calibracoes, verificacoes, calculos e fatores

Reticulo de Whipple

10 .

( EHH )

1 coluna = 50/3 =

> 16,67um
S0pm O reticulo = 16,67 x 10 =
166,7um
1 quadradinho = 16,67/5=
3,3um




Metodologia de Analise

Calibracoes, verificacoes, calculos e fatores

Camara de Utermohl: fatores de concentracao

F=A/&" 1.3¢cm

A= . R2=
A=3,1416 x (1,3)2 = 5,03093 cm?

onde: F = Fator

A = area da camara

a"= area do(s) transecto(s)
lido

V = volume da camara

R= raio da camara de
Utermonhl

0,0167 CmM 2,6cm

CAMARA DE 2 ML

F=A/a’=5,3093/(0,0167 X 2,6) =
v 2
F= 5,3093/0,0434 =61,17
2




Metodologia de Analise

3. Calibracoes, verificacoes, calculos e fatores
Camara de Utermdhl: fatores de concentracéao

CAMARA DE 5 ML 10 CAMPQOS
onde:

onde:

F = Fator

A = area da camara

a"= area reticulo de Whipple
V = volume da camara

F = Fator

A = area da camara

a"= area do(s) transecto(s) lido
V = volume da camara

F=A/a"=5,3093/(0,0192x26)= |[F=A/10a”=5,3093 /10 x (0,0192)2=
\V} 5 \Y} 2
F= 5,3093/0,0499 = 21,27 F= 5,3093/0,00368 = 721,37
5 2




Fitoplancton
- 000000}

Preservacdo da amostra ats
24h apos a coleta, com luga

ou formol,;
Visualizacado da amostra viva




Metodologia de Analise
5. Estratégias de Contagem

Contagem em Camara de Utermohl

> Transecto

>

Campo

Conta este este

OrJaNISMO | ] organism




Metodologia de Analise

Estratégias de Contagem

Contagem em Camara de Utermd6hl ou Sedgwick Rafter

Contagem de Organismos

Contagem de Organismos
em Transectos

em Campos

Demanda maior tempo,
amostra muito densa, ha
maior esforco (nao pode
parar o transecto no meio!);
Minimiza os efeitos da
distribuicao nao
homogénea.

Mais rapido ;

NUmero de campos
depende do erro aceitavel.
Se néo for distribuido
corretamente pode
aumentar efeito



Tempo de Sedimentacao
Camaras de Utermohl

Tempo por centimetro de Autor
altura da camara

1,5 horas Lund et al. (1958)

3 horas Utermohl

4 horas Nauwerk (1976)

4 horas Willen (1976

3 a 4 horas Lawton et al. (1999)

Miller, C. 2011



Tempo de Sedimentacao para
camaras de Sedgwick-Rafter

Tempo de sedimentagao

7 minutos

24 minutos
15 minutos
15 minutos

Woelkerling,Kowal e Gough(1976)

ASTM (2004)

APHA (2012)??

LeGresley e McDermott (2010)
Miller, C. 2011









Contagem

> Transecto

Conta este
organismo

>

Campo

———

Nao cont
este
organism




Estratégias de Contagem

Diluicao - Amostra com grande quantidade de organismos variados
coloniais e filamentosos;

Reticulo de Whipple — Quantas células tem em um quadro do reticulo e e
conta os quadrados e multiplica pelas ceélulas estabelecidas;

Hidroxido de Potassio ou Sodio  — Técnica utilizada para contagem das
cianobactérias coloniais;



Metodologia de Analise
Estrategias de Contagem




%

% %






HOMEGENEIZACAO



Clorofila-a : Filtracao
[
Este procedimento deve ser realizado minimizando-seexposicao a luz.

Utiliza-se um sistema de bomba a vacuo e porta fidt.

- Proveta graduada;
- Filtro/membrana de fibra de vidro com porosidade
entre 0,45-1,0 um.

- Pinca;
- Envelope Pardo — guardar em recipiente preto ou
envolvido em papel aluminio com silica gel.




Clorofila-a : Extracao

Neste procedimento € utilizado como solvente organico a doaa 90%.

Se necessario acertar o pH da acetona 90% entre 8 a 9 utilizand
Hidroxido de amonio 25%. Tempo: minimo de 2 h maximo 24h

Macerador ou homogeneizador de tecidos (com lozste
aco para triturar o filtro)

Acetona 90%
Tubos de vidro ambar com tampa rosqueavel




A0

Clorofila a (pg/L)= 26,73 . (D .664-D_665) . { V
(V.L)

Feofitina a (ug/L)= 26,73 . [(1,7. D .665) — D_664] Y
(V.L)
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Resultados- Clorofila

R .-..

~ Espectrofotométrico. 6,94 10,95 - 8,95

~ Espectrofotométrico. 57,98 61,03 57,98 59,00
~ Espectrofotométrico. 63,10 67,40 73,80 68,10
~ Espectrofotométrico. 69,69 69,53 72,42 70,55
~ Espectrofotométrico. 6,32 13,02 - 9,67

~ Espectrofotométrico. 50,00 52,00 52,00 51,33
~ Espectrofotométrico. 65,68 49,55 - 57,61
~ Espectrofotométrico. 24,17 19,54 21,31 21,67

- Espectrofotométrico. 59,70 59,70 57,92 59,11
~ Espectrofotométrico. 55,37 46,30 67,00 56,22
~ Espectrofotométrico. 54,58 54,79 54,13 54,50
~ Espectrofotométrico. 5855 58,71 59,14 58,80
~ Espectrofotométrico. 72,17 77,52 74,84 74,84
~ Espectrofotométrico. 20,80 22,60 21,70 21,70



RquItados de Clorofila — IET
Indice de Estado Trofico




Resultados Cianobactérias

20.766,00
65.051,00
204.416,00
24.296,00
141.336,00
77.516,00
239.391,00
132.370,00

19.981,00
74.309,00
116.964,00

163.835,00
76.696,00

227.652,00
144.463,00

26.915,00
69.492,00
183.109,00

145.866,00
59.299,00

212.783,00
105.535,00

22.554,00
69.617,33
168.163,00

24.296,00

150.345,67
71.170,33

226.608,67
127.456,00



Legislacoes — CONAMA
357/2005

VARIAVEIS CLASSE | |CLASSE Il |CLASSE I
CLOROFILA a 10 ny/L 30nyg/L 60 ny/L
Densidade de 20.000 50.000 100.000
Cianobactérias céls./mL céls./mL céls./mL




Portaria 2914/2012
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Interferéncia nos resultados
Clorofila

Armazenamento/transporte da amostra encaminhada pelos labc
Homogeneizacao

Porosidade do filtro

Volume filtrado

Extracdo — solvente e maceracao

Metodo de determinacéao (acidificacado) — Determinacao de feofitina??
Calculos (uso do volume errado na equacao)
Transcricao errada dos dados

LQ - recomendacao de pelo menos 1ug/L maximo

LQ de <0,06 a 0,21ug/L



Interferéncia nos resultados
Clanobactérias

Técnico sem o treinamento adequado
Homogeneizacao

Equipamento — Microscopios (calibracao e calculos)
Tempo de sedimentacao

Estratégia adotada ndo adequada
Variabilidade da amostra (tamanho dos organismos)
Transcricao errada dos dados (fatores, diluicao, etc)



Obrigada a todos pela atencao!



