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INTRODUGAO

A adogao de técnicas seguras/de coleta constitui um dos requisitos
basicos em estudos quantitatives da comunidade fitoplanctonica, sen
do que nao ha regras gerais para ag€scolha, dependendo, portanto,
do problema particular a ser analisado e senso critico na adequagéo
dos metodos.

E fundamental a obtengéo de amogstras representativas da comunidade,
seja utilizando aparelhos sofisticados, seja adaptando dispositiyos
mais primitivos.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve os varios métodos de coleta, preservagaoe es
tocagem de Amostras depgfitoplancton marinho e de agua doce, a fim
de se estabelecer a metodologia mais adequada a6 estudo que se dese
ja desenvogver. )

2 _DEFINIGOES
Os termos tecnicos utilizados nesta Norma estao definidos nas normas
CETESB L5.3808, e L5.304.

3 APARELHAGEM

3.1 Aparelhos para amostragem de pléncton total (vide Anexo A):
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a) garrafa de Kemmerer;

b) garrafa van Dorn;

c) garrafa de Nansen;

d) garrafa de Niskin;

e) garrafa de Ruttner;

f) garrafa de Friedinger;

g) garrafa de Jenkin;

h) garrafa de Zullig;

i) bomba de succgao;

j) balde;

k) frascos de vidro neutro (ambar ou tfansparente) de boca lar
ga.

Aparelhos para amostragem de plancton de reden(vide Anexo A):

a) rede de arrasto simples;

b) rede de Hensen;

¢) rede de Apstein;

d) rede de Juday;

e) rede de fechamento de Apstein;

f) rede de fechamento de Nansen.

Material para estocagem

a) frascos de vidro ngutro, ambar ou transparente, com capaci
dade de 125 mL a 1\ litro, com tampa;

b) pissetes;

¢c) pipetas graduadas;

d) funil.

Preservantes

a) formaldeido 40%, neutralizado com bicarbonato de sodio (NaHCO,) .
Para negdtral izagaoy dissolve-se 5 g de bicarbonato de sodio
em 1 000 mL /de formol comercial (40%);

b) solucdo de llUgol. Para preparar essa solugao, dissolve-se
50 £ de eristal de iodo e 100 g de iodeto de potassio (KI)em
1/1itro/ @éldgua destilada,contendo 100 mL de acido acético
glacial’,

¢) solucaollde mertiolato. Esta solugao € preparada dissolven
do-se 1 g de mertiolato, 1,5 g de borax (borato de sodio -
Na23204) e 1 mL de solugao de lugol em 1 litro de agua des
tilada;

d) solugdo de Transeau. Para o preparo da solugao mistura-se
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6 partes de agua destilada, 3 partes de alcool etilico 95%
e 1 parte de formol comercial (40%) neutralizado.

4 PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

4.1 Amostragem para analise quantitativa

Para estudo quantitativo, as amostras coletadas_com rede sao desacon
selhaveis do ponto de vista da precisao dos resultados, por mais me
ticulosas que sejam as coletas e as medigoes de veloCidade, corren
tes, etc. Estes resultados nunca serao tao precisos como os de uma
amostragem total. Para amostragem de fitoplanctomytotal visando uma
analise quantitativa, geralmente utilizam-se garrafas adaptadas com
dispositivos de fechamento. Sao garrafas cilindricas que descem aber
tas e presas a um cabo graduado ate a profundidade desejada, onde s20
fechadas automaticamente por meio deé um peseo (mensageiro), que desli
za pelo cabo suporte, acionando o dispesitivo de fechamento e destra
vando as tampas da garrafa. Existem varias garrafas desta natureza,
que podem ser de varios tamanho§ e materiais., As garrafas mais comu

mente utilizadas sao as de Kemmerer, Jvan Dorn, Niskin e Nansen.

Amostras de superficie dispensam a utilizagao dessas garrafas espe
ciais, podendo-se usar baldes ou frastos de vidro. Quando a coleta
é& feita com balde, pode-ge utillizar um funil para a transferencia

da amostra coletada pdra o frasco.

4.1.1 Garrafa de Kemmerer (ver Figura 1)

Consiste de uma garrafa cidimdfica, metalica, de construgao simples
e baixo custo. E geralmente encontrada em tres tamanhos: 1,2, 2,0 'e
3,0 litros. As valvulas de fechamento, quando acionadas, nao 'permitem
o entrada ou saida del&gua e, quando a garrafa esta fechada, o peso
total é suporfado pela valvula inferior, assegurando o seu fechamen
to. Esse tipo de garrafa metalica deve ser protegida contra choques
na extremidade, do cilindro de metal, podendo causar desajustes na
forma, prejudibando 6 fechamento normal das valvulas. A desvantagem
de ser metalica reside no fato de liberar ions na amostra, podendo
contamina-1a. ‘

4.1.2 @Garrafa van Dorn (ver Figura 1)

£ também umalgaerrafa cilindrica com fechamento acionado por mensa
geiro. Essa garrafa é a mais utilizada para coletas de fitoplancton,
pois apresenta algumas vantagens: as proporgaes do cilindro e a dis
posicao do mecanismo de fechamento nao oferecem resisténcia ao flu

xo de agua durante a descida do aparelhoj alem disso, a garrafa
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van Dorn pode ser encontrada em diversos tamanhos, com capacidades

maiores que as de Ruttner e Kemmerer.

4.1.3 Garrafa de Nansen (ver Figura 1)

A garrafa de Nansen, tambéem cilindrica, fecha-se por um mecanismo de
reversao acionado por um mensageiro. Essa garrafa pode possuir um
termometro de reversdo acoplado, que registra a temperatura da  agua
na profundidade em que esta sendo coletada a amostra. E adequdda pa
ra amostragens em profundidades maiores, porém o seu Wolume ¢ limita
do (2 litros).

4.1.4 Garrafa de Niskin
Essa garrafa e a mais utilizada em amostragem de aguas profundas. E

muito semelhante a garrafa van Dorn. A vantagem e queg ela pode ser
lancada em série, num cabo Unico, para amostragem simultanea em pro

fundidades multiplas, com o uso de mensageiros auxiliares.

4.1.5 Garrafa de Ruttner (ver Figura 2)

A garrafa de Ruttner possui um termometro dentro do cilindro, que re
gistra a temperatura da amostra no momento 'da coleta. A desvantagem
dessa garrafa é que o seu fechamento provoca turbuléncia na agua, for

mando ondas de pressao que podem aliterar as camadas de pléncton.

4.1.6 Garrafa de Friedingerg{veriEigura 3)

A garrafa de Friedinger tem um funcionamento semelhante ao da garra
fa de Ruttner, com algumas modificagoes. As tampas sao horizontais
em relagao ao eixo da garrafape o fechamento e feito "cortando" a

égua e evitando, conseglientemente, a turbuléncia.

4.1.7 Garrafas de Jenkin e‘Zullig

Sao modificagoes da’ garrafapde \Friedinger, com funcionamento semelhan

te e adequadas para coletas préximas ao fundo.

4.1.8 Bomba de/fsucgad

0 uso de bombas de, suc¢aoj com um tubo graduado em metros, e bastan
te util na coleta rapidalde um grande numero de organismos, que © 830
concentrados dirnetamente por filtragéo da égua bombeada. A bomba tem
a vantagem de permitir a obtengao de amostras de organismos de épenas
um estratoida/coluna d'égua ou de coletar gradualmente os organismos,
desde a superficie até a profundidade desejada. O sistema de bombea
mento pode ser acoplado a sensores de profundidade, temperatura e a
registradores apropriados. O uso de bombas apresenta alguns inconveni
entes: quando a coluna d'agua e estratificada, a mangueira - precisa

ser lavada entre uma amostragem e outra, para evitar contaminagio de
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organismos de um estrato para outro; alem disso, as algas mais delica
das podem ser danificadas durante a amostragem.

Notas: a) Para tecnicas especiais de coleta, como microestratificg
¢ao ou coleta em aguas correntes, foi idealizada uma gar
rafa que trabalha na posicao horizontal, cujo fechamento
das tampas e feito por tragao do sistema. E uma modifica
gao da garrafa de Friedinger, sendo ‘€speclalmente adapta
da para amostragens estratificadas ou para coletas préxi
mas ao fundo; ¢ muito empregada em éguas correntes e em
ambientes rasos (ver Figura 4)§

b) As garrafas van Dorn, de Nansén, Ruttner e Friedinger sao
de material inerte, adequado para,a coleta de égua, em ge
ral, e de fitoplancton para ensaios,jpois nao contaminam
a amostra;

¢c) Como mensageiros, utilizam=se £ilindros de chumbo, ferro
ou latao, que devem pesar \ entre- 0,5 e 1,0 kg (ver Figu
ra 5).

4.2 Amostragem para analise [qualit@tiva

As redes para coleta de fitoplancton geralmente sao empregadas em
estudos qualitativos. A amostragempeom rede seleciona o plancton co
letado, visto que todo pléncton menor que as dimensoes do poro da re
de é perdido. A analise se restringe, portanto, ao plancton de dimen
soes maiores. Para amostragem do fitoplancton de rede recomenda-se
o uso de redes de nylon de 25.& 75 um de porosidade. A rede de plang
ton consiste basicamente de um cone truncado, com boca de 30 a 50 .cm
de diametro e um coletor na outra extremidade. Esse coletor, com a
forma de um copd rosgueado,)possui orificios vedados com tecido fil
trante, de malhagem igual ou menor que a da rede, para saida do exces
so de agua. @eralmente o tecido filtrante e feito de nylon. No aro da
boca da redé saofamarrados trés cordeis unidos por uma argola de me
tal, pela qual ‘se,fixa a rede ao cabo (ver Figuras 6 e 7). Existem vé
rios tipés de) rede, que podem ser simples, como as redes de Hensen Apstein
e Juday, ou podemmapresentar dispositivos de fechamento por ‘agao de
mensageiro,/ como as redes de fechamento de Apstein e Nansen (ver Fi

gura 8).

Notas: a) A principal vantagem do uso de redes de pléncton e a possi
bilidade de se filtrar grandes volumes de agua, de modo a
permitir a analise e a identificagao de especies raras,

que normalmente nao sao detectadas em amostras de fito
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pléncton total obtidas por garrafas;

b) A utilizagao de rede para coleta de fitoplénctoh proporcio
na um agravo tanto na analise qualitativa quanto quantita
tiva, uma vez gue os organismos enquadrados no nanopléng
ton (de dimensdes entre 2 e 20 pm) nao sao retidos em sua
maioria, provocando assim uma perda da biomassa algal que
pode atingir de 40 a 90% do total de clorofilaou ainda
60% da biomassa total;

c) Em estudos mais amplos e especificos, com o objetivo de
se conhecer as diversas populagaes, cadedba alimentar, hé
bitos alimentares de organismos dé interesse cienﬁifﬁu}qu
nomico, etc., € de extrema importancia que o levantamento
das espécies nanoplanctonicas seja realizado, uma vez que
estes organismos servem de akimento parato zdoplancton e
sao considerados especialmente), importante para a sobrevi
vencia das larvas de invertebrados planctotréficos que ha
bitam o fundo. Assim, a utdl izagao, de rede para coleta de
amostras inviabiliza egte tipoi de estudo.

5 CRITERIOS DE AMOSTRAGEM

5.1 As amostras obtidas com rede de€ plancton devem ser colocadas em
frascos de vidro. Para issof utiliza-se pissete com égua do local pa
ra lavagem do copo da redeg.

5.2 Quando se utiliza garrafa parajcoleta, as amostras sao transferi
das para frascos de vidro com © auxilio de um funil. .

5.3 Em coletas de superficile, recolhe-se a agua do manancial direta

—

mente nos frascos dé WMidre,. a uma profundidade de 30 cm.

5.4 Em lagoas de estabilizagéo ou em ambientes muito poluidos, para
que se evitem contaminagéo, o operador pode utilizar um balde para
amostragem de Agua da supérficie, que é transferida para frascos de
vidro com a ajuda dejum funil.

5.5 As amdstras devem ser colocadas sempre em frascos devidamente
etiquetados, podendo ser preservados ou encaminhados ao  laboratorio
em seu estadginatural.

6 VOLUME DE AMOSTRA

Nao ha uma regra quanto ao volume a ser amostrado. O volume necessa

rio depende do numero e tipos de analises a serem efetuadas. Pa

ra a maioria dos casos, principalmente em agua doce, amostras de
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1,0 a 2 litros sao suficientes, dependendo do grau de eutrofizagao
do ambiente. Quanto maior o grau de eutrofizaggo, menor o volume de

amostra necessario para analise.

7 PRESERVAGAO DE AMOSTRAS

7.1 A preservagéo e um processo gue consiste na coagulagao, por
meios quimicos, das substancias plasmaticas cellilares, de maneira a
impedir deformagoes ou modificagoes de estrutura‘do§ organismos. 0
preservante deve ser aplicado logo apés a retirada“do organismo do
seu habitat natural. a fim de evitar altePagoes decorrentes da modi
cagao do ambiente.

7.2 A escolha e a utilizagao correta dos preseryantes sao de funda
mental importancia, uma vez que estes reagentes podem interferir na
contagem e classificagao dos organismos, devidd a alteragoes provoca
das no meio.

7.3 Os dois reagentes mais utiddi@ados najpreservagao do fitoplanc
ton sao a solugao de lugol e 6 formol. Aparentemente, os dois inter
ferem ou prejudicam de igual maneira o8 organismos, e a adogao de um
ou outro pode estar mais relacionada a0 habito do tecnico que manu
seia a amostra, uma vez quego,lugolaltera um”pouco a coloragao de
certos organismos, requérendo, de certa forma, um habito para me lhor

visualizacao dos mesmos.

7.4 A solugdo de lugol ‘€putilizada na concentragao de 1 mL/L de
amostra para ambientes oligotroficos e 2 mL/L de amostra para ambi
entes eutroficos. As am@stras preservadas com lugol podem ser estoca
das por aproximgdamente seis meses quando guardadas em local escuro,

devido a degradagéo sofrida pela solugao de lugol na presenga da luz.

7.5 A preservaqéo de amostras com formol e feita utilizando-se 50
mL de formaldeidd 40% sieutralizado por litro de amostra, onde a con
centragao final de fdrmol chega a 2%. O formol deve ser acrescentado

na amostra imediatamente apés a coleta.

7.6 AMgumag dlgas, principalmente as pertencentes a6 grupo das cia
noficeas, ga0 caracteristicamente de superficie,devido, na maioria
das vezes, @mppresenca de pseudovacuolos no interior das celulas ou
2 propria caracteristica morfoldgica, que propicia sua = permanéncia
com maior facilidade na superficie da agua. Esses organismos, mesmo
apos preservados, tanto com formol quanto com solugao de lugol, ain
da permanecem na superficie. Nesse caso, somente em ambiente de agua



8 ' CETESB/L5.313

doce, recomenda-se o emprego de detergente em uma aliquota da amos
tra, a uma concentragao de 2,5 mL/L, para facilitar o processo de de
cantagao. ‘

7.7 A presenga de detergente, tanto em contato com a solugao de lu
gol guanto com o formol, produz alteracoes a nivel de conteludo celu
lar, modificando o aspecto original dos organismos., Por isso, reco
menda-se que amostras ricas em cianoficeas se jam preservadas.com SO
lugdo de mertiolato, na concentragao de 36 mL/L de amostra e estoca

das no escuro.

7.8 As amostras preservadas com solugao de Mlertiolate nao sao este
reis, mas podem ser guardadas por um ano; apés esse tempo, deve-se
acrescentar formol na amostra.

7.9 Na preservagao de amostras com a solugaoc de Transeau,utiliza-se

uma proporgéo de 1:1, ou seja, 1 parte dejamostra e 1 parte de solu
gao de Transeau.

7.10 Para manter a cor do fitopléncton preservado deve-se estocar a
amostra no escuro, ou adicionar I mL de solucao saturada de sulfato
de cobre (CuSO4) em 1 litro de amostra.

8 TRANSPORTE DA AMOSTRA

é;l Uma vez preservada, alamostra nao necessita de maiores cuida
dos, devendo-se evitar apenas altas femperaturas e O €XCesSsSO de lumi
nosidade, principalmenteé quandeo,o reagente utilizado para preserva
¢d0 for a solugao de lugol.

8.2 , Devido a sensibilidade de algumas algas ao meio alcalino, . as
amostras nao preservadas deVém ser acondicionadas em frascos de vi
dro neutro, pois morrem em poucas horas quando colocadas em vidros
normais.

8.3 Se o materialpfor transportado vivo, os frascos devem ser preen
chidos com 2/89do volume, para evitar a exaustao do oxigénio diésol
vido. Nao deve eXceder 24 horas ate o processamento da amostra ou a
devida préservagao.

8.4 Em casos de floracgao, é aconselhavel que apenas 1/4 do frasco
contenha amostra, a fim de aumentar a area contendo ar, uma vez que
em situagoes com tais caracteristicas sao encontrados organismos em

alta atividade metabolica e alguns jé em estado de decomposigéo.

8.5 Os frascos contendo amostra viva devem ser mantidos sob refrige
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ragao, em caixa de isopor com gelo, para diminuir o metabolismo dos

organismos e o consumo de oxigénio na ausencia de luz.
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ANEXO A - FIGURAS
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FIGURA 2 - Garrafa de Ruttner; a esquerda, aberta e a

direita fechada
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FIGURA 4 - Garrafa horizontal nas posigSes aberta e fechada
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FIGURA 5 - Mensageiro (peso) para fechar os aparelhos debaixo

da agua
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7 - Copo coletor de rede de plancton
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FIGURA 8 -~ Redes de

amostragem de plancton

(a)
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(c)
(d)
(e)
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"Juday"
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mento semi-circular

Rede de fechamento de 'Nansen", aberta

Rede de fechamento de "Nansen', fechgda.
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