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INTRODUGAO

0 exame qualitativo e quantitativo de comunidade aquatica requer uma serie de
cuidados pois, atraves dele, pretende-se estimar a densidade e a diversidade dos
organismos em estudo, em um determinado ecOssistema. Em ecologia anbiental e em
biologia aplicada ao sanecamento BAsico, estes exames, se efetuados adequadamen
te, permitem avaliar as cofdigoes ambientais com bastante eficiencia. '

Assim, no exame de fitoplancton de agua doce, embora todas as etapas de sua exe
cucao, desde a coleta até @ calculo de nimero de organismos, sejam importantes
e requeiram cuidados, € no procedimento em laboratorio que muitos erros poden
ser introduzidos, distorcendo ospfesultados que nao mais refletirao a densidade

e a composigao real da comunidade em estudo.

1 OBJETIVO

Esta Norma preéscrevegem detalhes o procedimento que deve ser efetuado em labora
torio para ofexame Mde fitoplancton de agua doce. Tem por objetivo_ilustrar e com
plementar alnorma/CETESB/L5.303 "Determinagao de fitoplancton de agua doce: Me
todos Qualitativd e Quamntitativo'.

2 DEFINIGOES

2.1 Fitoplaneton

£ o termo utilizado para se referir a comunidade vegetal, microscopica, que flu
[] - - » 3 + ~ * 5
tua livremente nas diversas camadas de agua, estando sua distribuigao vertical

restrita ao interior da zona eufotica, onde, gragas a presenga da energia lumino
sa, promove o processo fotossintetico.




2 CETESB/L5.318

2.2 Ecossistema

Entende-se por ecossistema ou sistema ecologico, qualquer unidade que inclua to
dos os organismos em uma determinada area .enteragindo como ambiente fisico, de

tal forma que um fluxé de energia leva a uma estrutura trofica definida, diversi
dade bidtica e recicvlagem de material (troca de material -entre componentes Vi
vos e nao vivos).

2.3 UPA

£ a unidade padrdo de area, aceita internacionalmente para quantificar o planc
ton em aguas de abastecimento, cujo valor € de 400 12,

3 APAREIHAGEM

3.1 Reagentes

3.1.1 Formaldeldo neutralizado 4% (formalina): meutralizar o formaldeido  40%
(formol comercial) com NaHCO3 (bicarbonato de sodio) - 5g de NaHCO3/litro. Di
luir 10 vezes na proporgao de 1 parte de formaldeido, neutralizado 407 para 9
partes de agua.

3.1.2 Detergente

3.1.3 Solugao de mertiolato — Esta solucao @ preparada a partir das seguintes
solucgoes:

a) Solugao I
Dissolver 1 g de mertiolato (sodio etil merciirio tiossalicilato- time
rosal) em 300 ml, de ‘@gua destilada.

b) Solugao II.
Dissolver 1,5 g dehborax (borato de sodio) em 300 ml de agua destila *
da:

¢) Solugao III-
Dissolver 40Wgpde iodo e 60 g de iodeto de potassio em 1 litro - de
agua destilada.
Tomar 1 #l desta solugao e diluir em 300 ml de agua destilada.
Combinaf as 3/8olugoes e elevar o volume a 1 litro com agua destilada.

3.1.4 Solugao de lugol

Dissolver 1 ggde iodetojressublimado, 2 g de iodeto de potassio em 300 ml = de
agua destildda.

3.2 Aparelhos/para preparacao da amostra para exame

3.2.1 Centrifuga

3.2.2 Balanga (vide Figura 2)

3.2.3 Provetas
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3.2.4 Pipetas graduadas de 5 ou 10 ml.

3.3 Aparelhos para execucao do exame

3.3.1 Microscopio binocular comum com ocular 10 X ou 12,5 X e objetivas 10 X
ou 16 X.

3.3.2 Invertoscopio com ocular 10 X e objetivas 16 X e 40 Xi

3.3.3 Pipetas graduadas de 1 ml e 5 ml.

3.3.4 Laminas e laminulas comuns.

3.3.5 Oleo de imersao.

3.3.6 Pipetas Pasteur.

3.3.7 Contador manual de varias teclas.

3.3.8 Camara de Sedgwick - Raftef.

3.3.9 Camaras tubulares para invertoscopio (€amaras de Utermohl).

3.3.10 Camara uUmida.
3.3.11 Reticulo de Whipple.

3.3.12 Micrometro.

NOTA: As descrigoes dos aparelhos citados nos itens 3.3.8 a 3.3.12 constam do
Anexo A.

4 EXECUGAO DO EXAME

4.1 Preparagao,da amostra para exame

4,1.1 (oncentragao das amostras por centrifugacao.

4.1.1%.1 Homogenmeizar cada amostra e colocar em dois tubos de centrifuga de

50 mlLnumefados, contendo cada um Oml25ml de detergente (Figura 1 — Anexo c) .
Evitar que o detergente permanega no fundo do tubo. Se isto ocorrer, homogenei
zar a amostrajcuidadosamente com uma pipeta. -

4.1.1.2 Colocar os_dois tubos em cagapas de centrifuga e levar a uma balanga,
onde seus pesos serao igualados (Figura 2 - Anexo C).
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4.1.1.3 ApOs a pesagem centrifugar a amostra a 2500 rpm durante 20 minutos.

4.,1.1.4 De cada um dos dois tubos referentes a mesma amostra, desprezar 45 ml
do sobrenadante apos centrifugagao (Figura 3 — Anexo C).

4.1.1.5 Homogeneizar os 5 ml restantes de um dos tubos e verter ao outro, obten
do desta forma 10 ml de amostra concentrada 10 vezes, pois partimos de 100 ml -
distribuidos em:dais-tubos(Figura 4 — Anexo C).

4.1.1.6 Examinar as amostras concentradas por centrifugagao)em d¢amaras de
LA
Sedgwick - Rafter.

NOTA'1: Para amostras provenientes de mananciais qué apresentam grande quant1
dade de algas, como por exemplo amostras de lagoas/de estabilizacao, nao e ne
cessario concentrar o material.

NOTA 2: Tratar amostras ricas em cianoficeas com me¥tiolato para facilitar a de
cantagao. Acrescentar 37,6 ml por litro de amostra, homogenelzar e deixar por
24 hs em repouso. Apos este periodo seguir o procedimento acima.

NOTA 3: As amostras que nao puderem ser examlnadag logéwapos o processo de con
centragao,deverao ser fixadas com lugol na proporgao de 2 ml por litro de amos
tra.

4.1.2 Utilizagao da camara de Sedgwick - Raftér.

4,1.2,1 Ao ser utilizada, a camara deve estar criteriosamente limpa, isenta de
poeira ou gordura a fim de que nao haja interferencias por ocasiao de seu preen

chimento.
4.1,2.2 Para preparagao de umadcamara deve-se proceder da seguinte maneira:

- colocar a camara em superficie plana e horizontal.
- colocar a laminulalem posigao diagonal sobre a camara (Figura 5~ Ane

xo0 C).

- homogeneizar a @mostraja serdexaminada e colétar uma aliquota com
pipeta.

- colocar a ponta da pipeta em um dos cantos da camara (Figura 5 - Anexo
0.

- preencher culdadosamente a camara com a amostra.

- completado o volume'da camara, a laminula g1ra sozinha sobre a mesma,
cobrlndo—a. Se isto nao ocorrer, aliphar a laminula cuidadosamente -
com as maos fechando a camara.

- nao deve haver formagao de bolhas na camara preparada. Se isto ocor
rer, {deve-sé prepatar nova camara.

- deixar ‘alleamara efl repouso em posigao horizontal por 10 a 20 minutos
a fim de quelos /organismos nela contidos decantem homogeneamente'.

4.1.3 Congdentracao_dasgamostras por decantagao.

Outro metodo utilizado para concentragao de amostras,e o da decantagao de orga

nismos em camaras tubulares para invertoscopio ou camaras de Utermohl (Figura 6-
Anexo C).

Dependendo do numero de algas presentes na agua utilizamse camaras de volumes
diferentes desde 2, 5 e 10 ml que sao mais comumente empregados,ate 50 ou 100 ml.
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4.1.4 Utilizagao das camaras de Utermohl.

4.1.4.1 Para sua utilizagao a camara deve estar limpa, isdenta de poeira ou gor
dura, a fim de que nao haja interferencia na decantagao e distribuigao dos or
ganismos.

4.1.4.2 Para preparagao de uma camara deve—se proceder da seguinte maneira:

- colocar a camara em superficie plana e horizontal

- homogeneizar previamente a amostra e fixar éom lugdloupmertiolato

- com pipeta ou proveta, dependendo da camara a ser utilizada, retirar
uma aliquota da amostra, suficiente para complégar o volume da camara

- com a 1amina de vidro espesso recobrir a camara, sem permitir a forma
gao de bolhas

- eolocar a camara imediatamente em umafeamara tmida (Figura 7 — Anexo
C) e deixar em repouso em local plané e horizontal por 12 horas ou
mais, dependendo da altura da camar@,,pois calcula-se que o fitoplan
cton fixado decante a uma velocidade dejl cm pof hora.

FeE e inse

4.2.1 O microscopio binocular comum e o ifivextoscopio, ao serem utilizados pa

ra contagem de microorganismos deyem estar equipado com reticulo de Whipple
(Figura 8 —Anexo C), qué devera Ser previamente calibrado com auxilio de mi

crometro (Figura 9- Anexo C), para a objetivd e a ocular que serao utilizadas
durante o exame.

Em geral utilizar ocular 10 Xgouil2,5 X com objetiva 16 X em microscopio bi
nocular e 40 X em Anvertoseopio,para exame de fitoplancton de agua
doce.

4.2.2 Para proceder acalibracao, colocar o micrometro na platina do microscd
g —— - . . -
pio e superpo-lo a um dos lados dorfeticulo. Desta maneira medir o lado do re
ticulo como mostra a Figura 10 =Anexo C. *

4.2.3 Para procederpa medida)do reticulo, procurar um ponto de correspondencia
entre as graduagoes do reticuloye do micrometro,a fim de que a medida seja
acurada.

Encontrado o ponto de correspondencia, todas as medidas podem ser calculadas.

4.2.4 Exemplojhipotéticd aplicavel a qualquer tipo de microscopio.

Tome como_ exemplo um microscopio binocular no qual serao realizados - exames
de fitoplanctén de agug doce com ocular 10 X e objetiva 16 X.

‘Superpostos o reticulo de Whipple e o micrometro, verificou-se que houve super
posigad de egealas mo 49 quadrado do reticulo e a medida no micrometro foi
150 . Assim,deg quadrados que compoem o lado do reticulo de Whipple equivalem
a 375 u, um quadrado 37,5u e a menor subdivisao do reticulo de Whipple 7,5 n
(37,5 :5).



4.3.1 O ideal seria se se pudesse contar todos os orgam.smos contidos na camara
de Sedgwick - Rafter. No entanto, este procedlmento ¢ impraticavel e desnecessa
rio. Ass:.m, conforme a densidade dos organismos, optar pela contagem de uma faixa
da camara no seu sentido longitudinal ou pela contagem de =~ dez campos dis
tribuidos pela camara.

4,3,2 Escolher a faixa ao acaso, mas localizada em geral prox1ma ao centro da
Jo2eL

camara, € os dez campos também ao acaso, mas distribuidos na camara como mostra
a Figura 11 = Anexo C.

4.,3.3 Optar pela contagem de apenas  -dez campos, quando a amostra e muito
Sede2 D .
rica em organismos,apresentando em cada campo, dez. ou mais individuos da mes

ma espécie.

4:3.4 Para uma mesma amostra, pode-se contatiy dez campos para as espécies
mais abundantes, e uma faixa para as demais. - R

4.3.5 A contagem de organlsmos de uma faixa longitudinal na camara de Sedgw1ck—
Rafter, correspondera a contagem dos orgam.smos contidos no retangulo, cuja lar
gura sera delimitada pelo lado do reticulo de/Whipple (37511 ou 0, 0375 cm, segun
do o exemplo hipotetico do item 4. 2 4) e o comprimento sera o da propria camara
(5 cm). A area desse retangulo sera igual a 0,1875 em? (0,0375 x 5).

Como a area da camara de Sedgw1ck—Rafter ¢ de 10 cm?(5cm x 2 cm) e a area exami
nada e de 0,1875 cm, d1v1d1ndo—se a pr1me1ra pela segunda, obterse-a o fator de -
contagem para esse mlcroscoplo efl camara de Sedgw1ck—Rafter, que vem a ser o nu
mero de vezes que a area da fdixa esta econtida na camara (Figura 12 ~ Anexo C).

F = fator .
A = area da camara
a & area da faixalongitudinal
_ A _ 10 _
F = 5 > P = 01875 F 53,33
Multiplicando o numero deporganismos de um mesmo genero ou espec1e, encontra
dos em uma faixa dafleamara de . de Sedgwick - Rafter, pelo fator de

contagem, obter-se~a o numero de algas deste genero ou especie contidas em 1 ml
da amostra.

Se a amostra fol concémtradall0 vezes, dividir o fator por 10 antes de se calcu
lar o numero de organismos por ml.

4.3,6 Utilizar para a contagem de organismos em dez“ campos, 0 mesmo rac1o
3.2-0

cinio para a contagemjem faixa. O fator de contagem e obtido, dividindo-se a area
da camara de Sedgwick-Rafter pela area total dos ‘dez  campos delimitados pe

lo reticulo delWhipple.

4.,3,7 Para exemplificar utilizaremos o exemplo hipotetico do item 4.2.4.

area da camara de Sedgwick-Rafter.
area do reticulo de Whipple
Fator

oo
fl
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A

F= 153

A=5x%x2=10 cm?
r = 0,0375 x 0,0375 = 0,00140625 cm?
10r = 0,0140625 cm?

10 -
F = gomoes - MM
Multiplicando ) nﬁmero de organismos em dez. campos/pelo fator de con
tagem,. obter-se-a o numero de algas presentes em 1 ml da amostra examinada.
Se ‘a amostra_ foi concentrada 10 vezes,g0/fator e dividido por 10 an

tes de se calcular o nimero de organismos por ml.

4.4 Calculo para contagem de organismos em camara de 'Utermohl

4.4.1 Conforme o nimero de organismos comtides na camara, examinar meia cama
ra ou dois transectos perpendiculares entre si, correspondentesao diametro do
campo. (Figura 13- Anexo C).

4,4,2 A determlnagao do fator de cofitdgem para)dois transectos & feita, dividin
do-se a area da camara pela area total dos transectos.

4.4,3 Tomemos como exemplo um invertoscopio/equipado com reticulo de Whipple
que mede 192y de lado, com objetivap40 X e ocular 10 X.

4.,4.4 A area interna de um@ camarallde invertoscopio & a de um circulo.

Diametro interno da camara = 2,6 cm
Area da camara = A"\ = 1R?

1 3,1416
R 1,3 *

A= 3,1416 x (1, 3? 5,309 cm?

A

0 transectoptera:
0,0192 em de largurai(lado do reticulo de Whipple) por 2,6 cm de com
primento (diametro da camara).

Assim?
Ared do trémsectol® 0,0192 x 2,6 = 0,04992 cm?
a' = arealde doig transectos 0 09984 cm?

v' = volume, da/camara = 2 ml

A' /a'

Fator = F = -
._3309
F = 0,09984 _ 53,17 _ 26,58
2 2
Multiplicando- . o fator assim obtido, pelo numero de algas encontradasem dois..

transectos, ter-se-a o numero por ml de amostra.
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4,4.5 No caso em que se opte pela contagem de n21a camara, o calculo do nﬁme
xo de organismos por ml, dependera do volume da camara. Assim,a contagem de meia
camara de volume de 2 ml  corresponde ao nimero de organ1smos por ml.

4.,4.6 A localizagao de um transecto na camara para a contagem de meiacamaraou
mesmo dois tramsectos, e feita através do reticulo de Whlpple,superpondo—o a
borda da camara,de tal forma que um dos lados do reticulo fique paralelo com a
borda da camara.. A partir deste ponto iniciar o exame, até que o reticulo,atinja
o outro lado da camara.

4.5 Identificacao dos organismos

4,5.1 O exame de fitoplancton pode ser realizado em‘mlcroscoplobunocularcomum
em camaras de° SediLCk-Rafter sendo due em geral ,a altuta da camara nao permite a
utilizagao de objetiva maior que 16 X.

4,5.2 Nestas condigoes, muitas vezes, € necegsariolquepaidentificagao de cer
tas especies de algas seja realizada com objetivas de 40 X ou mesmo 100 X. Para
tanto,tomar uma allquota da amostra, preparar uma lamina comum, identificar as
algas e retornar a camara de Sedgwick - Rafter para a contagem.

4,5.3 0 exame de fitoplancton se realizado em 1nvertoscop10, nao requer o uso
de lamina e 1am1nu1a para auxiliar nalidentificacao de certas algas;pois,em ge
ral,o exame & reallzado com objetiva 40\X e a utilizagao da objetiva 100 X in
depende do volume da camara em uso.

4.6 Calculo de UPA '

Em exames de aguas de abastecimento, alem da contagem e identificagao de orga
nismos, & calculada a area de cada organismo, tendo sido adotada para isso uma
unidade padrao de area (UPA), aceita internacionalmente, cujo valor e de 400 u.
Utilizar. o retIculo de Whipple previamente calibrado. Se o quadra
do menor do reticulo medisse 20,1 de lado, sua area seria exatamente a de ~. 1
UPA. Como e muito dificil calib®ar o microscopio de tal - forma que a area do
quadrado menor seja a de 1 UPA, lancga-se mao de um fator.

No exemplo do item 442.4,0 reticulo possui 3751 de lado e o quadrado menor
7,5 n.A area do quadrado menor e de 56,25 1. Dividindo-se 400 \f por = 56,25 u2,
verifica~se que a @rea dete quadrado & 7.1l vezes menor que 1 UPA.

Durante o exame, /SuperpOr cadal genero ou especie de alga aos quadrados pequenos

e anotar o numero denquadrados que ela ocupa, supondo que cada um equivale a
1 UPA. Este numero suposto de UPA esta superestimado, pois, na realldade cada -qua
drado tem suafarea, 7.1l veZes menor que a de 1 UPA. D1v1d1ndo—se o nimero ¢ . de

quadrados ocupados por uma alga por 7,11, temse o numero de UPA que ela realmen
te ocupa. ESte racioecinioVe valido para algas nao filamentosas.

Exemplo:

Pediastrum tethadpe uma alga nao filamentosa,que ocupa 4 quadrados pequenos do
retIculo; foram encontrados 20 organismos desta especie, em uma faixa longitu

dinal da camara Sedgwick-Rafter,em ummicroscopio cujo fator € 5,33 para - amostras
concentradas 10 vezes.

Esta especie de alga tem portanto 4/7,11 UPA, ou seja 0,56 UPA. Consequentemen
te os 20 organismos ocupam uma area igual a 0,56 x 20, isto €,11,2 UPA em uma
faixa examinada.
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Em 1 ml da* amostra, ter—se-a 11,2 x 5,33 ou seja 59,7 UPA, s1gnlflcando que en
cada ml da amostra, Pedcabﬂwm twlaé ocupa 59,7 unldades padrao de area.

Para algas filamentosas, pode—se sugerlr duas manelras para se calcular o nume
ro de UPA que elas ocupam. A primeira € semelhante a descrita acnna' ao se exa
minar o filamento algal, como este apresenta comprimentos variaveis, mas diame
tros ou "largura" constante, admitir como unidade de filamento o quadrado me
dio do reticulo, que no exemplo do item 4.2.4 mede 37,5 u. Verificar quantos qua
drados pequenos sao ocupados pela unidade de fllamento. Sepele tiver a largura
de 1 quadrado ocupara 5 quadrados, se tiver a metade 2,5 quadrades, e assim por

diante. Estabelecido o numero de quadrados ocupados por ‘€adal unidade de fila
mento, contar todas as um.dades presentes na faixa, ou nos campos da camara que
serao contados. D1v1d1r o numero de quadrados ocupados por cada unldade por
7,11, para o microscopio descrito no item 4.2.4 Jdeterminando ) o numero de

UPA equivalente. Assim no primeiro caso a unidade de filamento ocupa 0,70 UPA e
no segundo 0,35 UPA.

A segunda maneira para se calcular o nimero de UPAjpocupado por algas filamento
sas,consu:e em determmar as medidas em p de cada unidade de filamento algal.
Assim,um filamento tera no exemplo do item 4.2.4, 37,57 de comprlmento e 7,5 u
de largura _ que sua +area sera 37,5, % 7,5 = 281 25 u2. Dividindo-se es
te valor por 400 u? ter-se-a o numero de UPA que a unidade de filamento  ocupa,
ou seja, 0,70. Multlphcando este numero, pelo/numero de algas contadas na fai
xa, ou dez . . campos, pelo fator do microscopio utilizado, obter—
-ge-a o valor de UPA por ml.

4.7 Anotacoes na ficha de leitura

Para fac111tar o exame, na ficha dejleituradanotar o nome da alga 1dent1f1cada,
entre parenteses o numero de quadradosiquie ela ocupa, seguido do numero de ve
zes que ela ocorreu na falxa, ou Ndez campos contados. . No topo_ direito
da folha de leitura,anotay’ o fator do microscopio. Para 11ustrar, esbao cita
dos a seguir os exemplos do item anterior.

1) Alga nao filamentosa: ' Pediastrum tetras (4) 20

2) Alga filamentosa: Oseillatornia spp (5] 150 .
ou
0s cillatonia spp-- (37,5 X 7,5/400) 150
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ANEXO A

A-1 Aparelhos para execugao do exame.

A-1.1 Camara de Sedgwick - Rafter

A camara de Sedgwick-Rafter & uma lamina de vidro, equipada ¢om um retangulo de
vidro em alto relevo, com 50 mm de comprimento, 20 mm de‘latgura e 1 mm de altu
ra, que, fechado por uma laminula, comporta um volume de amostra de exatamente

1 ml. Esta camara e utilizada em microscdpio bino€uldfycomum (Figura 5).

A-1.2 Camaras tubulares para investoscopio

Estascamaras sao cilindricas, fechadas 1nfer10rmente por ama laminula, e, supe
rlormente por uma lamina de v1dro mais espesso. Saopencofnitradas em volumes va
riaveis desde 2, 5 e 10 ml até 50 ou 100 ml (Figura 6)%

A-1.3 Camara umida

A camara umida pode ser facilmente preparada cOm material corrente de laboraqé
rlo. Consiste de um recipiente fechado, cujo ‘interior esteja saturado de vapor
de agua. Isto pode ser conseguido, pela utlllzagao de um cristalizador com agua
no fundo, ou mais fac11mente, com/uma bandeja plastica com fundo revestido de
papel de filtro embebldo em agua, Esta bandeJa pode ser coberta com papel alu
minio bem aJustado as suas bordas. A bandeja/€ mais adequada, p01s, pode compor
tar um grande numero de camaras de Jcontagem gquando necessario. A camara um1da
tem por f1na11dade armazenar as camaras_deé contagem durante o tempo necessarlo
a decantagao da amostra, sem.quephaja formagao de bolhas de ar devido a evapora
gcao de agua (Figura 7). .

A-1.4 Reticulo de Whipple

0 reticulo de Whipple constitui-se de uma pega circular de vidro, contendo um
quadrado prec1samente subdivididogem cem quadrados iguais. Um destes quadrados
menores é subdividido em winte e cinco quadrados alnda menores. O reticulo & ‘fa
cilmente colocado em uma ocular regulavel de microscopio e, apresenta um dlspo—.
sitivo de rosqueamento. Sua finalidade € delimitar campos de observagao (Figu
ra 8).

A-1.5 Micromefro

O micrometro/consiste de uma lamina de vidro comum, que apresenta uma escala
padronizada/e precisa, coft'um comprimento total de 1 mm (100 u), subdividida em
0,01 mm (10 W) (Figura9).
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Figura 2 — Pesagem dos tubos ga, em suas respectivas cagapas
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dos 45 ml sobrenadantes dos tubos de centrifuga pa
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Figura 4 - Obtenggo de 10 ml de amoétra, vertendo—se os ugado, de
um tubo para outro
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Figura 6 - Lami de 2, 5, 10, 25, 50 e 100 ml.
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Figura 8 ~ Reticulo de Whippl

Figura 9 - Micrometro

com suas respectivas divisoes
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Figura 13 - Ca
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