CURSO DE PRODUCAD PRIMARIA MARINHA

Determinagao de clorofilas, carotenoides totais e feopigmentos

Metodo espectrofotométrico

1 - Introdugao :

A determinagao quantitativa global da fragao particulada vi-
va no meio aquatico e importante para o estudo e compreensao dos feno—
menos ecologicos. Para tanto, uma estimativa da biomassa fitoplanctoni
ca por via quimica. pela extragao e determinacao dos pigmentos fotos -
ainteticos. tem se mostrado satisfatoria, mais simpes e mais rapida
qQue os metodos baseados. por exemplo, nas contagens de celulas.

O primeiro método espectrofotometrico para pigmentos algais
na agua do mar foi descrito por Richards & Thompton (J. Mar,REs.,ll
156,1952).

Este método permitia a determinagao das concentracoes de clo
rofilas a,b e ¢ a partir de medidas da absorbancia realizadas em com -
primentos de onda correspondentes aos maximos de absorgao destas tres
clorofilas (663,645 e 630 respectivamente, em acetona 90%)(metodo tri-
cromatico). Algumas modificacoes a este metodo foram sugeridas por Par
sons & Strickland (J.Mar.Res.,21:155,1963) e novas equagoes espectrofo
tométricas foram fornecidas por Jeffrey & Humphrey (Biochem. Physiol
Pflanzen.,167:191, 1975).

Lorenzen (Limnol. Oceanogr. 12 343,1967)estabeleceu o metodomo
nocromatico que permite determinar apenas a clorofila-a mas que tem a
vantagem de fornecer a concentragao de feopigmentos apos a acidifica -

e e
g2c- da amostra.

2 - Resumo do metodo

Um volume conhecido de agua do mar e filtrado num filtro sin
tetico (p ex.Millipore AA) ou sobre filtro de fibra de vidro; os pig -

mentos sao extraidos do filtro com acetona 90% e suas concentracoes es
timadas espectrofotométricamente.

3 - Equipamento

Conjunto de filtragéo para filtros de 47 mm
Tubos de centrifuga de 12o0ul5ml de capacidade,com tampa.
Centrlfuga para tubos de 15ml.

Espectrofotometro e cubas de 5 ou 10 cm de caminho 6tico'pa-
ra 10ml de extrato.

4 - Amostragem e Estocagem

Filtrar entre 0,5 - 101 de agua do mar em filtros de membra-
na ou fibra de vidro (porosidade = 0,5um sob vacuo de 0,5 atm, secar o
filtro sob vacuo, dobra-lo com o material sobre a face interna e esto-
cé-lo em dessecador @ - 20 C se a analise nio puder ser imediata.



5 - Regentes

Acetona 90° o
HC1 0,3 mol.l (1 gota em cuba de 5 cm)

6 - Procedimento experimental

Introduzir o filtro num tubo de centrifuga com auxflio de u-
ma pinga e adicionar 10ml de solvente. Manter o tubo ao abrigo da luz.

Caso o filtro néc seja soluvel, deve ser triturado com o au-
xilio de um bastd@o de vidro.

Deixar a extragBio se proceder por 20-24h no refrigerador

Centrifugar os tubos 10min a 2500 rpm

Decantar ¢ sobrenadante nas cubas de 5 ou 10cm de caminho
ético e medir a extingdo nos seguintes comprimentos de onda: 750,665 ,
664, 647 630,510,480 um .(Se o interesse for apenas clorofila, 510e 480
um nao sao necessarios). oy

Acidificar a amostracom 1 gota de HCl1l 0,3 mol.l

Ler as aborbancias a 750 e 665 pm.

Corrigir cada: extingao para a turbidez subtraindo a absorban
cia a 750 um daquelas de 665,664,647 e 630; a absorbancia a 510 um e
corrigida subtraindo-se 2 x a absorbancia a 750 ym e a 480 p, subtrain
do-se 3 x a absorbincia a 750 um.

Lavar as cubetas com acetona 90% apos cada determinagao.

7 - Calculos C%}ZA/OﬂAJ oo (lLbuijas é%g@yﬂja/ 4 b/'

A quantidade de pigmento na amostra de agua original e obti-
da utilisando -se as equagoes abaixo:
7.1 - Para clorofilas e carotenoides (segundo Jeffrey & Humphey) :
Ca - clorofila a 4

Cb - clorofila b =

Cc - clorofila c = 24,52xE 656 - 1,67+E 664 - 7,60«xE 647

Cc - Representa a somatoria das clorofilas ¢, ec,

onde E = absorbancia nos diferentes comprimentos de onda apos
a correcao para turbidez e Ca,Cb,Cc as quantldades de clorofi-

la (em pg/l se uma cuba de 1 cm de caminho otico foi utlllzada)
entao: o

mg elorotiia/m = L x v

V x(1
onde v = volume de acetona em ml fgfﬁﬂig
volume de agua do mar filtrada, em litros‘lgé

vV =
1 = caminho otico da cubeta (cm) 5auwa-
C = quantidade de clorofila

(observ: pg/l = mg/m>)

Para carotenoides:
Cp = Carotenoides vegetais = 7,6 (E 480‘"1’49}: 510)
Cp é substituido em C na mesma equacao de clorofila.

7.2 - Para clorofila-a e feopigmentos (segundo Lorenzen):

Subtrair as leituras de 750 um das leituras correspondentes
de 665 pm (antes e apos acidificacao)



7 &
clorofila-a (mg/m') = 26, ‘553°x l6658) X Vv

feopigmentos (mg/m’) = 26,7 1,7 (665a) - 6650

Vx1

onde 6650 e a extingao antes da acidificacgao e
~ 665a e a extingao apos a acidificacéao.
¢ v = volume de acetona no extrato (ml)
" V = volume de agua filtrada (litros)
1 = caminho otico (cm)
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