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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o metodo de determinacao do potencial de cresci
mento algaceo de amostras de agua natdral, a partir de culturas mono-
especificas. 0 procedimentopdescrito permite:

a) avaliar o nivel Autricional de amostras de agua; *

b) detectar a eventual presenga de substancias toxicas ou inibido
ras do crescimentolalgaced em amostras de agua;
¢) com modificagoes), sugeridas nesta Norma, identificar nutrientes

limitantes para o crescimento algéceo.

2 NORMAS COMPIREMENTARES

Na aplicacad desté Norma, € necessario consultar:
- ABNT 4:62.02-001/- Planejamento de amostragem de efluentes 1iqq£
dos e corpos receptores. |
- ABNT 1:62.02-002 - Preservagao e técnica de amostragem de eflu

entes liquidos e corpos receptores.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sdo adotadas as definigoes de 3.1 a 3.6.

3.1 Biomassa maxima algacea

Quantidade maxima de biomassa algacea obtida durante o periodo de in

cubagao que, por convengao, € atingida quando a elevagao de biomassa
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torna-se inferior a 5% ao dia.

3.2 Cultura mono-especifica de algas

Populagdo de uma unica espécie de alga mantida em meio nutritivo, sob
condigoes controladas de laboratorio.

3.3 Cultura axenica

Cultura mono-especifica de algas, isenta de contaminagao, micfobiana.

3.4 Nutriente 1limitante

Nutriente essencial para o crescimento de algas que, estando em bai
xas concentragoes, ou nao disponivel biologicamente, Dimita a biomas
sa algacea. Pode ser identificado quando umiaumento da sua concentra

¢ao resulta em um aumento do crescimento algéceo.

3.5 Solugoes-estoque

Solugoes de um reagente que sao utilizadoshno preparo do meio de cul
tura ou das solugoes-teste, em ensaig para avaliagao do nutriente 1i

mitante do crescimento algaceo.

3.6 Solugoes-teste

Agua natural, com ou sem adigao de beagentes, nas quais sao colocados
os organismos-teste.

4 PRINCIPIO DO METODO

4.1 Este método consis€e na @xposiac de cultura axénica de uma es
pécie de alga verde, de agha doce (Cloroficea) (ver item 6.4), a amos
tras de égua natural, por um periodo de sete dias, nas condigGes;neE
critas nesta Norma.

4.2 O crescimento algéceo obtido e comparado com o de outras amos
tras de égua, od com 0s dediferentes tratamentos onde se adicionam
reagentes espeliBicgds.

5 APARELHAGEM

A aparelhagem utilizada no ensaio consiste de:

5.1 Equipamentes -

5.1.1 Autoclave

5.1.2 Bico de Bunsen

5.1.3 Camara de fluxo laminar

5.1.4 Centrifuga
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5.1.5 Fluorometro ou Espectrofot%metro (opcionais)

‘5.1.6 Medidor de pH

5.1.7 Medidor de intensidade luminosa

5.1.8 Mesa agitadora com iluminagao de lampadas fluorescentes (1luz

fria) (opcional)

5.1.9 Microscopio optico

5.1.10 Termometro

5.2 Materiais

5.2.1 Baloes voluméetricos de 1 000 mL

5.2.2 Camaras para contagem de fitoplancton

5.2.3 Equipamento . para filtragao @&mgmembrana

5.2.4 Frascos Erlenméyer de 100, 250 10u/500 mL

5.2.5 Kitassatos de 1 000 mL ou, 2 000 mh

5.2.6 Membrana de acetato defcelulgsejyde 0,45 um de porosidade

5.2.7 Pipetas tipo Mohr de 1,2,5 e 10 /mL

5.2.8 Provetas de 100 mL

5.2.9 Tampoes de gaze ©Ou outro material adequado .

5.2.10 Tubos de centrifuga com tampa, autoclavaveis

Nota: Todo o material que 'entre em contato com as solugoes ‘deve ser

gquimicamente inemte, preferencialmente de vidro.

6 EXECUCAO DO ENSAIO

6.1 Reagentes

Todos os reagentes utildizados na execugao do teste devem ser de grau

analitico.

6.1.1 Aeidohborice (H3B03)

o)}
=
N

Acido €itrico (H306H507.H20)

6.1.3 Adido cloridrico (HC1)

6.1.4 Bicarbohnato de sodio (Ncho3)

6.1.5 Citrato de ferro (C6H5Fe07.5H2O)

6.1.6 Cloreto ferrico (FeClS.GHZO)

6.1.7 Fosfato dibasico de potassio (K2HPO4)
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6.1.8 Molibdato de amdnia [(NH,) Mo,0,,.4H,0)]

24

6.1.9 Nitrato de calcio [Ca(NO .4H201

3)2
6.1.10 Nitrato de manganes [Mn(N03)2.4H20]

6.1.11 Nitrato de potassio (KNOS)
6.1.12 Solugao lugol
6.1.13 Sulfato de -cobre (CuSO4.5H20)

6.1.14 BSulfato ferroso (FeSO .7H20)

4
6.1.15 Sulfato de magnésio (MgSo, . 7H,0)
6.1.16 Sulfato de zinco(ZnSO4.7H20)

6.2 Lavagem de material

6.2.1 A vidraria nova a ser utilizadal nosliénsaios deve ser lavada
com detergente neutro, e enxaguada com égua de torneira, acetona, pu
ra, solugao de acido nitrico a 5% e agua destilada.

6.2.2 A vidraria a ser utilizada/a man@tencadé das culturas de algas

deve ser previamente lavada da seguintel forma:

6.2.2.1° Lavar com detergente neutro.

6.2.2.2 Enxaguar com agua degitorneira.

6.2.2.3 Deixar em solugao /[de acido eloridrico a 10% por 24 hora;.
6.2.2.4 Enxaguar com égua de torneira, e égua destilada.

6.2.2.5 Secar a vidraria limpa ‘em estufa a 105°c¢.

6.2.2.6 Fechar os frascos Eplenmeyer com tampoes apropriados,cobrir
com papel aluminio & @litociavar a 121°C (15 psi) por 15 minutos.

6.2.3 A vidrariajfutilizada nos ensaios com algas deve ser lavada com.
solugSes adequadas para a remocgao dos contaminantes especificos e
enxaguada com- égua destilada. Para a lavagem de vidraria, seguir a
ABNT 1:62.02-002. '

6.3 Meio de cultura

O meio defcultura utilizado no teste € o meio L.C. Oligo, cujo prepa
ro esta descrito.no: Anexo A.

6.4 Organismo-~teste

Para a realizacao desse ensaio pode-se empregar algas verdes dos se
guintes géneross Chlorella, Scenedesmus, Selenastrum, mantidos em

meio L.C. Oligo, em culturas axeénicas e condigoes controladas de tem
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peratura e luminosidade.

6.4.1 Preparo do inoculo de algas

Dois a trés dias antes do inicio do teste, a cultura de alga mantida
em agar (ver Anexo B) deve ser inoculada em 100 mL de meio de cultu
ra L.C. Oligo liquido esterilizado, utilizando-se uma alga de plati
na. Essa nova cultura deve ser mantida em incub@gaopna mesa agitado
ra nas mesmas condigoes de temperatura, .luminosidade: e agitacao uti
lizadas .no teste. No dia da montagem do teste, a nova cultura, que
devera estar na fase exponencial de crescimefitojpsera utilizada  como

inbéculo, e devera ser preparada da seguifte forma:

6.4.1.1 Centrifugar a cultura em frascoside centrifuga esterilizado,

durante 10 a 15 minutos a 1 500. rpm, e descaptar o sobrenadante.

6.4.1.2 Ressuspender o sedimentado em 157 ai20pmlL de solugao esterili
zada de NaHCO3 (15 mg/L) e repetir o mesmo procedimento de centrifu

gacao e ressuspensao por mais duas vezes.

6.4.1.3 A suspenséo de celulas resultaénte deve ser amostrada . para
contagem da densidade de céelulas dé algas, utilizando-se camaras pa
ra contagem de fitoplancton e microscopio optico, e o volume do ino
culo a ser adicionado nos frascos=té€ste deve ser calculado, de manei

ra a resultar em uma codecentragao inicial de104'

células/mL‘em cada
frasco. O volume a ser| adicionado deve estar entre 0,1 e 1,0 mL. To
do o procedimento de preparo do inoculo deve ser realizado em camara
de fluxo laminar, dé maneiragalevitar contaminagéo da cultura a%gé

cea.

6.5 Amostragem

Para se obter ima amostra representativa do local em estudo, uma pro
gramaqéo de amostragem, e escolha dos pontos de coleta deve ser rea
lizada. Devel consfar dessa programagéo se & adequado proceder amostra
gens de superfiicie od em varias profundidades. '

- 6.5.1 Para a coleta de amostras de égua deve-se seguir a ABNT
1:62.02-001. Osmfrascos devem ser totalmente preenchidos com a amos
tra, ‘deymaneira a evitar a presenga de ar nos mesmos, O ensaio deve:ser
realizado @mmais rapido possivel, n3o excedendo o periodo de seis ho
ras contadas a partir do inicio da coleta. Na impossibilidade de ser
obedecido este intervalo de tempo, a amostra deve ser mantida a 4°C,
a partir do momento da coleta, durante o periodo de no maximo 24 ho
ras.
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6.6 Preparo da amostra

6.6.1 No laboratorio, as amostras devem ser filtradas em membrana
de acetato de celulose esterilizadas, de 0,45 pum de porosidade,dentro
do campo de esterilidade de um Bico de Bunsen ou camara de fluxo la
minar. A membrana filtrante deve ser lavada com 50 mL de agua desti
lada esterilizada antes da filtragao das amostras de égua, para evi
tar a contaminacao com nutrientes liberados da membpana, que podem

modificar o resultado do ensaio.

6.6.2 Determhumaes fisico—quimicas da amostraldevem ser) efetuadas,
como pH, OD, condutividade e dureza.

6.7 Procedimento

6.7.1 Preparo das solugoes-teste

6.7.1.1 O preparo das solugoes e todas‘as etapas do ensaio devem ser
realizadas em ambiente isento de vapores oupoeiras toxicas e a tem
peratura ambiente (23 t 2.

6.7.1.2 As amostras de agua filtrada dévemjser colocadas em fras

cos~-teste (Erlenmeyer) esterilizados.

6.7.1.3 A relagao superficie do frasco el volume da amostra deve ser
adequada para que se mantenhd uma troca satisfatoria de gases na in

terface égua—ar. Recomenda+se o emprego das seguintes relagSes:‘
a) 40 mL de amostra em frasco’Erlenmeyer de 125 mL;
b) 60 mL de amostra em frasco Erienmeyer de 250 mL;
c) 100 mL de amostrayem frasco Erlenmeyer de 500 mL.

6.7.1.4 Se for realizadoWemensaio para identificar nutrientes 1limi
tantes, deve-se adicionar as solugoes-estoque dos reagentes em estu
do, nas concentragaes escolhidas, nos frascos-teste jé contendo a
agua filtrada (Ver Anexo @).

6.7.1.5 A quabidade‘do inoculo de algas utilizado no teste deve ser
verificada /@traves do acompanhamento do crescimento em frascos con
trole, contendof somente o meio de cultura indicado nesta Norma (item
5.3).

6.7.1.6 Para os procedimentos descritos nos itens 6.7.1.2, 6.7.1.4
e 6.7.1.5, recomenda-se a utilizagéo de no minimo 3 réplicas para ca
da tratamento.

6.7.2 Inoculacao das solugoes-teste
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Antes de receber o inoculo de algas, os frascoséteSU3 devem ser agi
tados para homogeneizac3o das solugoes-teste. Apos a adigdo do ino
culo, os frascos devem ssr novamente agitados. Aliquotas devem ser
entao retiradas de cada frasco, para posterior determinagéo doinﬁmg
ro inicial de celulas (ver item 6.7.5).

6.7.3 Distribuigao dos frascos ao acaso

Apés a amostragem inicial, os frascos devem ser)disgribuidos ao aca
so na mesa agitadora (ou local de teste) e a posigao @ dos mesmos
deve ser mudada todos os dias, de gModohwa minimizar possiveis
diferengas especiais de luminosidade e témperatura no crescimento al
gaceo. '

6.7.4 Condigoes do teste

A incubagdo dos frascos deve ser réalizddamnas condigoes padroniza
das de: )

a) temperatura: 24 pa 2°C;

b) iluminagdo continua: 5 000 T010% lux;

c) velocidade de agitagéo continua: 100 a 175 rpm;

d) periodo de teste: 7 diasy ou ate que os frascos controle

(meio de cultfira) atinjam a biomassa maxima. .

6.7.4.1 Se alguma das condicoes de teste estabelecidas no item 5.7.4
for modificada, deve-serealizar um estudo previo para conheéimento
do comportamente da espécie de alga em estudo ao longo do tempo. .Re
comenda-se que uma curva  de crescimento seja obtida antes do inicio
do ensaio, nas gondigoes)de teste escolhido, para que se estabelega
o periodo de teste adequado.

6.7.5 Detepminag@o do crescimento algaceo

Diariamentle sdevém senf{colhidos 2 a 3 mL de cada frasco-teste para de
terminacao da bllemagsa algacea. A biomassa produzida durante o perio
do de incubagéo pode ser determinada atraves de metodos estabeleci
dos (D-2), /comoWségue:

&)/ contagem celular (ao microscopio optico, ou com contador

eletronico de particulas);

b) conteudo de clorofila ( fluorimetria ou espectrofotome
tria);

¢) turbidez (absorvancia luminosa a 750 nm);

d) massa seca.
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No caso de ser utilizada a contagem celular ao microscopio optico,
as amostras devem ser preservadas em lugol para posterior determina
¢ao do crescimento, atraves de camaras de contagem de fitoplancton.
Qualquer que seja o método escolhido, recomenda-se a obtengédwde cur
vas de regressao para estabelecimento da relagao entre a unidade - de
leitura e o numero de celulas/mL ou massa seca (g). Deve ser verifi
cado, ao microscépio 6ptico, se ocorreram anormalidades no_tamanho
ou formato das celulas.

7 RESULTADOS

7.1 Analise dos dados

7.1.1 As biomassas iniciais (tempo zero) devempser subtraidas das
biomassas maximas de cada frasco-teste, obtendo-se assim a biomassa
produzida no final do periodo de exposigéo ."A partir desses dados,
deve-se calcular a biomassa media em cada tratamento, considerando-se
todas as suas réplicas. Curvas de crescimente para cada tratamento e
controle poderao ser feitos (cresgimentoflem fungao do tempo) ao 1lon
go do periodo de teste.

7.1.2 No caso de ensaio para identificaqéo do nutriente 1limitante,
deve ser realizada uma analise.estatistica adequada, que possibilite
a comparagéo dos resultadosfobtidos)em cada tratamento. Se para, ©0s
diversos tratamentos, as hipéteses de normalidade e homocedasticidade
forem satisfeitas, emprega=se entao /2 estatistica F-Fischer (ANOVA)
(D-4) para comparacao dag,mediasmglaso contrario, estatisticas nao-
paramétricas devem ser utilizadas, por exemplo a estatistica sugeri
da por Kruskal-Wallis (D-5).

7.2 Expressao doshresul tados

A biomassa produzida no periodo de exposigao em ensaios com amostras
de agua natural, com ou sem adigéo de nutrientes, deve ser expressa

em numero de celulas/mL,/massa seca (g), ou concentragao de clorofila.

7.3 Validade dos resultados

Os resultados devem ser considerados validos se:

a) o creseimento obtido no meio de cultura (controle de qualida

de da cultura de algas) for normal;

b) as condigSes estabelecidas para o teste se mantiverem cons

tantes durante o periodo de exposigéo.

7.4 Relatorio
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Devem constar no relatorio de teste as seguintes informagoes:
a) metodo utilizado;

b) procedimento de preparo de amostras solugoes-estoque e solu
coes-teste;

c) substancias testadas e tratamentos utilizados;
d) dados fisico—quimicos referentes ao te

e) resultados do teste, expresso em numero elulas/mL, massa

seca ou concentragao de clorofila;

f) método estatistico utilizados;

g) qualquer =anormmalidade observada n e algas durante o
teste; _

h) modificagoes introduzidas e nty correncias durante a
realizagao do teste.

/ANEXO A

EiE
,
i
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ANEXO A - PREPARO DO MEIO DE CULTURA L.C.OLIGO (AFNOR, 1980)

A-1 Solugoes

Todas as solugoes utilizadas no meio (Tabela) devem ser preparadas
com reagentes de boa qualidade (P.A.) e com agua destilada ou desio
nizada, com condutividade igual ou menor que 10 uS/cm e isenta de
contaminantes.

TABELA - Solugoes-estoque do meio L.C.0ligo

N2 da a ¢ . Maséa Volume final da solugao
: ~ Substancia quimica
solugao (9) (aL)
1 Ca(N03)2.4H20 A . 100
2 KNO3 10 100
3 Mg304.7H20 3 100
4 KZHPO4 & 100
Cu304.5H20 0,030
0 0
(NH4)6M°7 24.4H2 0,060
5 ZnSOA.7H20 0,060 1 000
Hn(N03)2.4H20 0,060
H3C6H507.H20 0,060 )
H3803 0,060
CGHSFe07.5H20 1,625
6 FeSO#.7H20 0,625 1 000 *
FeC13.5H20 0,625
7 NaHCO3 15 1 000

A-2 Preparg do me€io

Em balao volumétrico/de 1 000 mL, colocar 500 mL de agua destilada

ou desionizada, e “@dicionar na seguinte ordem:
a) 1 mL daswsélucoes 1, 2, 3 e 4;
b)Y 0,6 mL das solugoes 5 e 6;
¢) 1 mL%@a solugao 7.

Completar para 1 000 mL com agua e agitar durante 1 hora para esta
bilizar a solugao. O pH do meio deve estar na faixa de 7,1 ¥ 0,1. Se
necessario, o pH do meio pode ser ajustado com solugoes de NaOH ou

HC1l 1N. O meio deve ser colocado em recipientes de borossilicato e
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autoclavado a 121°C por 20 minutos.

/ANEXO B
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ANEXO B - MANUTENGAO DA CULTURA DE ALGAS

B-1 Meio de égar para manutengao das algas

As culturas de algas podem ser mantidas -em meio de agar inclinado com
peptona protease, em condicoes controladas de temperatura (4°C) e lu
minosidade (150 lux). Para o preparo do meio solido, o seguinte pro
cedimento deve ser seguido:

B-1.1 Em um litro de égua destilada ou desionizada, adicionar 10 g

de agar e deixar hidratar por 30 minutos.

B-1.2 O égar hidratado € aquecido em banho-mariaj com agitagSescmng
tantes, até que esteja totalmente disselwido.

B-1.3 Apds a dissolugao total do agar, adiciém@r os seguintes sais
nutrientes: 0,2 g de KN03; 0,02 g de K2HPO4 e 0,02 g de MgSO4.7H20.
Quando o agar estiver quase frio, e @inda liquido, adicionar 1 g de
peﬁtona protease.

B-1.4 Coloca-se o meio nos frascos4 dem quantidade suficiente para

preparar os meios inclinados e deiXa-sg esfriar sem tampar.

B-1.5 Em seguida, os frascos devem sér tampados, autoclavados por
15 minutos a 121°C e cologcados em éngulo de 45O para a obtencao do
meio inclinado. .

B-2 Repique da cultura de algas

A cultura de algas @scollida @ repicada de .uma garrafa-de agar in
clinado para outro a cada 4 a 5 meses. Deve-~se evitar repiques 'sg
cessivos e muito freqﬁentes para reduzir o risco de desvio genético
e perda da condig@emexénica da cultura. As culturas novas sao incuba
das a 24 ¥ 2% sob luminosidade de 2 100 ¥ 10% lux, até que um - bom
crescimento algéceo seja obtido. As culturas sao entéo,colocadaé nas

condigoes descritas em B-1.

/ANEXO C
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ANEXO C - DETERMINACAO DE NUTRIENTES LIMITANTES

C-1 Principio da limitagao de nutrientes (D-2 e D-3)

A quantidade de células produzidas em um meio é limitada pela concen
tragao relativa de nutrientes presentes, considerando-se as necessi
dades do organismo. Se uma quantidade do nutriente limitante € adicionada
a0 meio, a producdo de células aumenta até que esse suprimento adicio
nal seja todo utilizado, ou ate que algum outro‘nutriente se torne
limitante. Adigdes de substancias que nao sae,limitantes nao propor

cionarao tal aumento na produgao de cel@dlas.

C-2 Procedimento

0 objetivo do estudo determinara o tipo de Etratamento a ser utiliza
do, e o planejamento do experimento devera ser feito de forma a que
os efeitos possam ser medidos e comparados..

C-2.1 Os nutrientes podem ser adicionados individualmente ou em com

binagéo, e as respostas de creScimento sao, comparadas com OS contro
les onde nada foi adicionado, para identificar as substancias que limitam

a taxa de crescimento ou a producao de células.

c-2.2 A‘selegao das substanciaslagsSerem adicionadas (nitrogénio,
féosforo, ferro, efluentes, etel), ira depender dos objetivos do estudo.

C-2.3 Recomenda-se adicionar o menor volume de solugao de nutrien
tes necessario para ,se ‘obter uma resposta mensuravel. A concentragéo
dos nutrientes adicionados deve estar relacionado com os niveis .de
nutrientes do local em estudo.

Nota: O controldélnao. tratado as vezes € altamente produtivo, . assim
variagSes entre os frascos pode ser maior, mascarando o efeito
de peqglienasfeondigdes do nutrienté limitante. E necessario ana
lisar a égua a ser testada para verificar uma eventual presen
ca de substancias toxicas. :

C-2.4 Experimentos onde os efeitos de um ou dois nutrientes sao com
paradgs, em/umagou’ mais concentragSes, requerem planejamento dos dife
rentésigrupos de tratamento.

Como exemplok

Se os efeitos de duas substancias nutritivas (nitrato e fosfato), ca
da uma em dois niveis, forem comparados, deve ser utilizado um expe
rimento fatorial de 3 x 3, com grupos experimentais que abranjam as
diversas situagoes, como no esquema a seguir:
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Nitrato Fosfato Grupos experimentais:
No Po Gl_= N° + Po 65
N1 P1 62 = N° + Py G6
N2 P2 63 = No + Py 67
G4=N1+P° GB
G9
onde: o = auséncia do nutriente
1 = concentracgdo 1
= concentragdo 2
C-2.5 Os resultados obtidos em experimentos as angjados devem
ser analisados atravées de analise estay possibilite com

desta Norma).

/ANEXO D
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