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INTRODUGAQD

A natureza do universo fisico define uma gama de interagBes possiveis entre a energia na forma de radiagGes eletroms-
gnelicas e 2 matéria. A radiagdo que consideramos como luz (entre 360 a 760 my), permite aos sistemas vivos capiar
este tipo de ensrgia para ser utilizada em reag¢Ges quimicas.

Praiicamente, toda energia eletromagnética que flue através dos ecossistemas entra na forma de f6tons, segundo compri-
mentos de onda definidos, que além de promover wma série de reagGes fotoquimicas e calor, sio captadas por moléculas
de pigmentos de tipos diversos que formam parte dos cloropiastos encontrzdos nas células vegetais: as clorofilas, os

carctendides e os ficobilinas,

Hd muito tempo conhece-se 0s especiros de agZo de cada um dos diversos pigmentos. As clorofilas s3o derivadas da por-
firiaa, de peso molecular 8o redor de $00, contendo wm §tomo de magnésio ¢ com dois maximos de absorgdc da luz, 2
430 my e a 663 mu. Os carotentides consistern de cadeias alifdticas, com peso moiecular ao redor de 600, e com absor-
¢20 maxima na faixa de 400 mu a 500 mu. As ficebilinas (ficoeritrinas e ficocianinas) sfo proteinas soliveis em dgua,
com um grupo prostético tetrapirrdlico, nfo em anel como as clorofilas, mas em cadeia aberta, e com absor¢do mdxima
na regifo de 500 mu a 600 my.

Cada um desses tipos de moiéculas captam, pois, seletivamente, fétons de comprimentos de onda definidos - Cujo es-
pectio Ge absoredo ppde ser visto na Fig. 1 — e utilizam essa energia para desencadear o processo fotossintétic .

Nos ambientes aqudticos em geral, este processo ocorre somente no interior da zona eufética, sendo efetuado pelas aigas
microscopicas que integram as comunidades fitoplanctGnicas, e pelas macréfitas submersas. Esta vegetacio aqudtica en-
gioba uma vartedade muito grande de diferentes grupos.

Cada grupo vegetal apfesenta pigmentos tipicos (Tabela 1), sendo as moléculas de clorofila-a comuns a todos eles, com
exce¢do das bactérias.



Tais pigmentos absorvem as radiagBes que chamamos luminosas e as convertem em energia quimica, mediante a redugdo
de compostos de carbono (fotossintese).

Devido 4 sua importincia na fotossintese, as medidas de pigmentos fotossintetizantes tém recebido atencfes especiais
nos Ultimos tempos. Além dos carotendides ¢ ficobilinas, destaca-se como pigmento fotossintetizante a clorofila. Na ver-
dade, existem vérios tipos de clorofila, porém as mais conhecidas sfo a 2, b ¢ ¢, e delas, a clorofila-a ¢ a mais comum
(Figura 2).

Todos esses irés tipos de clorofilas sfio comumente encontrados em algas planciGnicas; porém, 2 clorofila-a consiste
apreximadamente de 1 a 2% do peso seco do malerial orgénico em todas 2s algas planctdnicas e é, por isso, um indica-
dor preferido para estimar € biomassa algal.

Entretanto, as moléculas de clorofilz ngo s estdveis; dependendo das condigBes do meio, tais como mudancas do pH,
temperatura, ou luminosidade excessiva, eias podem soiver degradagfo, orizinando produtos conhecidos como feo-pig-
mentos. A feofitina-z ¢ um produto da dewradacfio da clorofilz-a, que pode interferii grandemente nas medidas deste
pigmento, por absorver luz.na mesma regifo do especiro que a clorofila-a. A relacfo entre clorofiiaa e feofitina-a serve
iambém como um Do indicador do estado fisioldgico do Etoplincton.

Dois métodes desejdveis para a determinacio de pigmentos s7o conhecides: o método espectrofotoméirico e o métedo
fleonmétrico. O métode fluorimétrico € mais sensivel, r-querendo menor volume de dgua, e tem sido adaptado para
medidas “in vivo”. O métedo especirofotométrico de Richards & Thompson (1952), modificado por Creitz & Ricliards
(1955), para =stimar s pigmenios do plancton, tem sido amplamente usado; este método envoive a medida da absor-
bincia ein trés comprimentos de onda, para estimar a clorofila-a, b e ¢, e € conhecido como método tricromdtico.

Strickland & Parsons (1963) propuseram modificagOes das equagBes usadas para estimar a quantidade de pigmentos

corm bases nos coeficientes de absorcio especifica. As equagBes dadas dependem, para a sua validade, da auséncia ou
presenca de feo-pigmentos.

Lorenzen (1967) propds um método eficiente para estimar as concentragfes de feofitina-a e clorofila-a, através de leitu-
ras espectrofotométricas antes e apds acidificagio da amostra; e um estudo detalhado das metodologias foi apresentado
pela UNESCO (1966).

Muitos autores tém demonstrado que os produtos de degradagfo da clorofila-a podem ds vezes constituir uma fragfo sig-
nificante dos pigmentos verdes totais, presentes na sgua. Bssas formas degradadas, ou clorofilas inativas, absorvem luz
na parte vermelha do espectro; e se presentes em concentragSes relativamente significantes 4 clorofila-a, um sério erro
podz ser introduzido nos dados de dorofila usando as presentes técnicas espectrofotométricas, porque 2 absor¢io da luz
pelas formas degradadas ndo é distinguida daquela absorvida pela clorofila ativa. Desta forma, hé necessidade de se efe-
tuar uma corre¢fo, como estd explicada no contedido, ’

Nesta Norma, apresentamos apenas o método espectrofotométrico para a determinagfio de clorofila-a, b e ¢ e feofitina-a.

T OBJETIVO

1.1 Esta Nomma prescreve o método espectrofotométrico para a determinagfio de pigmentos fotossintetizantes (gloro-
fila-a, b, ¢ e feofitina-a).

T2 A medida de tais pigmentos:

a}_aplicase a programas de monitoreanento e levantamento ecoldgico, permitindo demonstrar o potencial orgi-
nico lochl, em termos de “standingstock” per clorofilaa, e ¢ grau de eutrofizacfo de um ambiente agudtico.

b) & de grande importincia nos estudos de produtividade priméria,

c) é de grande importincia em estudos de poluicio orgdnica ou industrial,

1
d) ¢ utilizada na intervretacdo de vdrias andlises fisico~quimicas, e vice-versa,

e) serve como indicador do estado fisiolégico do fitopléncton através da relagio clorofila-a/feofitina-a.



{) finalmente, por envolver uma metodologia relativamente simples e eficiente, as determinagdes espectrofotomé-
tricas de pigmentos tém sido amplamente usadas, especialmente no caso de clorofila-a, que por representar ces-
ca de 1 a 2% do peso seco do material organico das algas planctonicas, tem sido um indicador para estimar a

biomassa algal.

2 REFERENCIAS
a) Norma CETESB — L5.302 — Fitoplancton Marinho.

3 DEFINICOES

3.1 FEcossistema: Entende-se por ecossisterna ou sisterma ecologico, qualquer unidade que inclua todos os organismos

em uma determinada drea interagindo com 0 ambiente fisico, de tal forma gue utn fluxo de energia leva a uma estrutura
tr6fica definida, diversidade bibtica e reciclagem de material (troca de material entre componentes vivos e no vivos).

3.2 Fotossintese: E o processo de conversio de diéxido de carbono para carbono orgdnico (carbohidratos) que ocorre
ao nivel dos cloroplastos pela agio da energia luminasa absorvida pelos pigmentos fotossintetizantes (especialmente clo-
rofila).

3.3 Biomassa: E a quantidade de material vivo que-pode ser expressa em peso, volume, drea ou nimero,

3.3.1 ‘“Standing-stock” por clorofila-a, referé—se 4 quantidade desse pigmento em peso, por unidade de volume.

3.4 Eutroficagdo ou eutmﬁﬁﬁo: referese a edi¢fio natural ou artificial de elementos nutritivos 2 um corpo d’dgua,

que pode promover o crescimento algal.

3.5 Eutréfico: Ambiente de alta produtividade primdria, devido a0 elevado teor de nutrientes, possuindo elevadas
densidades de fitoplincton, .

3.6 Oligotrofico: Ambiente de baixa produtividade primdria, devido a pequena quantidade de nutrientes, que sfo in-
suficientes para produzir altas densidades de fitoplincton.

4 APARELHAGEM

4.1 Aparelhos para amostragem

4.1.1 Garrafas: As amostras de dgua destinadas s andlises de pigmentos fotossintetizantes devem ser coletadas com
garrafas apropriadas, tipo Van Dom ou tipe Nansen, por exemplo (detalhes sobre o seu funcionamento na Norma
CETESB L5.302-Fitoplancton Marinho). Tais garrafas permitem que se determine estratificacdes ao longo da coluna
d’4gua, pois podem ser lancadas a quaisquer profundidades, presas a um cabo, e fecham automaticamente através de um
dispositivo (mensageiro) enviado através do cabo, coletando assim dgua da produnfidade desejada.

4.1.2 Provetas de 1000 mi.

4.1.3 Frascos pldsticos, escuros, com capacidade para 5 litros.

1
4.1.4 Frasco escuro de boca larga, com silica-gel no interior.



{as-se @ leitura da absorbancia em todos os comprimentos de onda, verificando-se em gue comprimento de onda se dd
o pico de maior absorbincia; se, por exemplo, obtivermos esse pico em 655 my, significa que as leituras deverdo ser fei-

tas & mu abaixo dos valores constantes das férmulas, ou seja, em 742 my em vez de 750 my; em 655 mu em vez de 663
i em 637 mu em vez de 645 mu ;e em 662 mu em vez de 630 my.

4.4 Heagentes

4.4.1 Solugdo de carbonato de magnésio (MgCO;) a 1%.

4.4.1.1 Preparo da solugfio 4 4.1: Dissolver 1 g de carbonato de magnésio finamente pulverizado em 100 mi de dgua
destitada.

4,42 Acetona 90%.

4421 Preparo da sohecio 4.4.2: Elevar 2 1 itro, com dgua destilada, 900 m! Jde acetona z.a.

443 Acido clorfdrco T N.

4.4.3.1 Preparo da solugfio 4 4.3: Adicionar 32,8 ml de deido cloridrico p.a.em i litro Je dgua desiilada,

[&¢]

EXECUCAG DO ENSAIO

83

1 Prinelpio do métedo

5.1.1 As concentragdes de clorofila-a, b e ¢ ¢ feofitina-a sfo determinadas sspectrofotometricamente, através das lei-
turas das densidades 6pticas obtidas em irés comprimentos de onda definidos.

5.1.2 O método fornece resultados em termos de peso dos referidos pigmentos por unidade de volume.

5.2 Amostragem

5.2.1 As amosiras destinadas ds determinagGes espectrofotométricas dos pigmentos s@o coletadas com garrafas apro-
priadas (4.1.1).

£.2.2 O método consiste em se descer a garrafa aberta & profundidade desejada, apés o que um mensageiro € enyiade
pelo cabo, promovendo o fechamento da garrafa, que ¢ trazida entfio & superficie, contendo no seu interior dgua da
profundidade de coleta.

52.3 A amostra trazida 4 superficie deve ser filtrada imediatamente aps a coleta, em filtros especiais (4.1.7) devida-
mente colocades gm porta-filtros acoplado a um kitasato de 2 litros {4.1. 12). Nesse procedimento, utiliza-se uma bom-

S la

ba de vdcuo, tendo-se o cuidado de sempre manusear os filtres com uma pinga adequada.

5.2.4 Adicionar, preferenciaimente nos tltimos 100 mi filtrados, 1 ml de carbonato de magnésio a 1% por litro de



arostra. Este tratamento é importantissimo, pois previne aiteraces do pH do meio (acidificagio do filtrado), que po-
deria acelerar 0 processo de degradagfo das moléculas de clorofila-a.

525 Caso a filtragdo de imediato nfo scja possivel, armazenar a amostra em frascos de pldstico, ao abrigo daluz e no

gelo, tende-se o cuidado de adicionar 1 ml de carbonato de magnésio a [% por litro da amostra, e filtrar imediatamente,
e St e i S S gt a4 AT AW T AT AR

assim que houver condigdes.

5.2.6 O volume de 4gua a ser filtrado para tais anilises geralmente varia de 0,5 a 5 litros, dependendo do ambiente (em
ambientes eutrdficos, a quantidade é menor, enguanto que em ambiente oligotroficos, deve ser maior).

5.2.7 Terminada a filtragSo da amostra, lavar 0 porta-filtros com dgua destilada contida em pissetes, deixar secar 0 fil-
tro por alguns segundos ¢ retird-lo cuidadosamente com uma pinga, guardando-o em envelopes, devidamente fechados, ¢
contendo indicacBes como:n® da amostra, local de coleta, hora da coleta, volume filtrado, profundidade da coleta, data.

528 Devido ao fato de que 3 temperature ambiente € sob a agdo da luz as moléculas de clorofila degradam muito
rapidamente, os envelopes contendo a amostra devem ser colocados imediatamente em frascos escuros, com silica-gel,
guardado numa caixa de isopor com gelo.

528 Preencher a ficha de coleta adequadamente {Anexo A), com dados como: data, local de coleta, hora, profundi-
dade de coleta, n® da amostra {ou n® do envzlope), volume filtrado, transparéncia da 4gua, temperatura do ar e da dgua,

etc.

5210 Se a amostra ndo puder ser preparada para ensaio, imediatamente apds a chegada a0 laboratério, o frasce con-
tado os envelopes com os filtros deve ser transferido a um “freezer” a 100C. Nessas condigGes, 0 material nfo sofre alte-
1ac6es por Varios dias(/?(/) Z ) ‘_{S_'_J/??xg{)

£.3 Procedimento

531 Preparagfio da amostra para ensaio

5.3.1.1 Este procedimento deve ser realizado o mais rdpido possivel, evitando exposicdo prolongada a luz, bem como
elevag@o da temperatura.

5.2.1.2 Retirar 2 amostra do envelope, e recortar a parte periférica do filtro nfo usada como drea util de filiragdo.
5313 Colocar 2 amostra em tubos de centrifuga de 15 ml e adicionar 10 ml de acetona 90%, macerando cuidadosa-
mente com um bastio de vidro para filtros de fibra de vidro: quando sc ust filtros de membrana, despreza-se esta etapa,
pelo fato desses filtros serem solaveis em acetona.

5.3.1.4 Marcar o n° da amostra correspondente no tubo, envolvé-lo integralmente com folha de aluminio para garantir

que nenhuma luz esteja atingindo a amostra, e deix4-lo no congelador de um refrigerador durante 24 horas, para com-
pletar a extragdo.

532 Procedimento do ensaio
]

5.3.2.1 Terminado o tempo de extragdo, retirar os tubos do refrigerador, colocd-los numa centrifuga e centrifugar du-
rante 10 minutos a 2600 — 3000 rpm. . j
W
‘|"./

5322 Colocar o sobrenadante em cubetas espectrofotométricas de 1 cm de caminho 6ptico e ler contra um branco
de acetona 90%. 8o



Nota: Para dguas limpidas, nfo produtivas, cubetas de 5 ou 10 ¢m de caminho Optico podem ser usadas para aumentar
a sensibilidade de leitura.

5.3.2.3 Determinar a densidade 6ptica (DO) da solugdo a 750, 663, 645 ¢ 630 mu e anotd-las numa ficha de leitura
(Anexo B).

5.3.2.4 A corregfo para feofitina-a é feita acidificando-se a solucdo contida nas cubetas, apés a 12 leitura, pela adigfo
de 2 gotas de dcido cloridrico 1N (4.4.3); determinar as densidades Gpticas apos acidificacdo, a 750 e 663 mu (pico ma-
Xiffid de absorgho da feohitifiaa) ¢ Anotar os dados numa ficha de leitura (Anexo B).

Nota: E importante que a leitura ap6s acidificacdo seja feita pelo menos um minuto, mas ndo mais que dois minutos
apds a adi¢Zo do dcido.

5.3.2.6 Terminadas as leituras, desprezar as solugdes das cubetas e lavd-las com acetona 90%. Guard4-las secas e eficien-
temente limpas.

6 RESULTADOS
6.1 Expressdo dos resultados

6.1.1  As leituras a 750 mu medem apenas a turbidez da amostra. Esta leitura deve ser subtraida das densidades Gpticas
lidas a 663, 645, 630 my antes e depois da acidificagio, obtendo-se assim as leituras corrigidas.

6.1.2 As concentracdes de clorofila-a, be ¢ podem ser obtidas a partir das seguintes equacdes tricromdticas:
v
clorofila-a (b, ¢) (ug/l) =Ca, b, ¢ . ( ﬁ) (1)

onde:

v 7 volume, em litros, da dgua filtrada para extragio
v = volume, em mi, da acetona 90% usada

L = caminho dptico, em cm da cubeta usada

Ca=1164.Dg5 — 2,16 . Dgys + 0,10 . Dgag 2
Cb = 2097 .Dess — 394 . Dgsz — 3,66. Dgso 3)
Cc = 54,22 Dgyo — 14,81 . Degs — 5,53 . Dges @)
onde:
Des3, Deas € Dgzp correspondem is densidades Opticas corrigidas (6.1.1).

8.1.3 Para calcular a concentragdo da clorofilaa e feofitina-a, contidas na amostra por unidade de volume, podemos
usar as seguintes equagSes monocromaticas: .

S0 Bt Clorofila-a (ug/l) = 26,73 (Desap — Desag) - (VV_L )
ﬂ) 5

- o

Feofitina-a (ug/l) = 26,73 (1,7 . Degsa — Dgsspy) - ( i

onde:
V = volume, em litros, da 4gua filtrada para extragdo.

e b o v e bt e b e it e et i i




v = volume, em mi, da acetona 90% usada,

L = caminho 6ptico, em cm, da cubeta espectrofotométrica usada.
e
Dgeab
Dessa = densidade 6ptica a 663 mu, corrigida, obtida apés 2 acidificacdo.

1

densidade 6ptica a 663 my , corrigida (6.1.1), obtida-antes da acidificacéo.

6.2 Exempios

6.2.1

6.2.2

6.2.3

£2.4

625

6.25.1

6.2.5.2

6.2.53

Foram filtrados 700 ml de 4gua para extrac#o dos pigmentos.
Foi utilizada uma cubeta espectrofotométrica de | cm de caminho Optico.

As leituras obtidas antes da acidificago faram:
Bl = WOAE =T

Deeab = 0,146 — e g
Dgash = 0.037

Dgaoh = 0,038

As leituras obtidas apos acidificagdo foram:
Dysoa = 0,003 7 04713

N i
Dgera = 0,091 B

Célculos com as leituras obtidas antes da acidificagfo.

Correcfio da furbidez:

Dgssb — D7sob = Degsb corrigido = 0,144
0,035
0,036

Dgasb — Dysob = Dygasb comrigido
De3ob — Drsob = Dgaob corrigido

il

Substituigdo dos referidos valores nas equagBes (2),(3)e (4):
Equagfo (2)
Ca

11,64 . 0,144 — 2,16 .0,035 + 0,10.0,036
Ca = 1,604
Equagiio (3)
Cb

1

20,97 . 0,035 — 3,94 . 0,144 — 3,66 . 0,036
Cb = 0,035

Equagfo (4) :

54,22 . 0,036 — 14,8 .0,035—5,53.0,144
Ce = 0,637

Cc

Substituindo-se 0s valores obtidos no item 6.2.5.2, na equacfo (1), obtemos:

C. = 1,604, 5:-1‘.;9_1 = 22,91 ug/l de clorofila-a
0

Cb = 0,035 . —— = 0,50 ug/! de clorofila-b



Ce = 0,637 . 6—,1;97 = 2,10 ug/l de clorofila-c

6.2.6 Cilculos com as leituras obtidas apés a acidificacdo,

6.2.6.1 Corregfo da turbidez.
Dgesa — D7soa = Dgesa corrigido: 0,091 — 0,003 = 0,088

6.2.6.2 Substiuigio dos valores obtidos nos itens 6.2.5.1 e 6.2.6.1, nas equages (5) e (6):
Equagdo (5)
Ca = 26,73 .(0,144 — 0,088) = 1,496 X
EquagZo (6)
Fa

1]

26,73 .(1,7. 0,088 — 0,144) = 0,133

"6.2.6.3 Substituindo-se os valores obtidos no item 6.2.6.2 na equagdo (1), obtemos:

0
Ca = 1496. 08 21,37 ug/l de clorofila-a

1]

Fa = 0,133. —— = 1,90 ug/l de feofitina-a
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ANEXOB — FICHA DE LEITURA: CLOROFILA

NO DA
AMOSTRA

PROCEDENCIA
 ou
PROGRAMA

.

VOLUME
FILTRADO

TRATA-
MENTO

LEITURAS ESPECTROFOTOMETRICAS (A}

750 mu . 663 mu 645 mu 630 mu

(*) Sa = ieiturss antes da acidificacfo.

Ca = Igituras apds a acidificacfo.
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FIGURA 1 — Espectros de absor¢do de alguns pigmenios fotossinterizantes.






TABELA 1 — Distribuigio dos pigmentos que intervém na fotossintese nos diversos grupos de algas. X, presente; —,

ausente,
4 % 8 2
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MODELO DE ENVELOPE PARA ARMAZENAR
FILTRC COM AMOSTRA DE CLOROFILA.
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