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0 médito nais anplencnte usado para a doterﬂinagao dog pignentos fotog
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ginteticos na égua do mar é o da analise cspectrofotonctrica descrito poT
Richards ¢ Thompson (1952) ¢ nodificado por Creitz ¢ Richards (1955). Un cg
tudo crititico da netodologia foi aprescntado posteriormiente por parsons e
Strickland (1963) o Scoruncsco (1966).

0 roteiro técnico descrito abaixo seguc basicamente as instrugles
Strickland (1968).
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4L — Reagentes usados.
1 - Acetona a 90%

2 - MgCO, finamente pulverizado, cm suspenszo om agwa destilada a 1%.

3
B!~ Procedinento,

1l —~ Coleta - A coleta de amostras das profundidades selecionadas, deve
ser feita con garrafas apropriades tipo "Van Dora" ou Pettersent
Por exeizplo.

2 -~ Filtragdo - volume de 0,5 a 5,01 s3o filtrados através de un fil-
tro de membrana "Millipdre" ou de fibra de vidro "Gelman" ou Yatman
com 4Tmm de digmetro e ou prefiltro 0,45 ou de poro. A Filtragsgo !
deve ser feita o nais rapidancnte possivel, apés & coletas Caso ig
to n2o possa ser realizado, as amostras deven ser conserdas ao !
abrigo da luz. Adicionar 1 ml da suspensdo de MgCO3 por litro de
amostra utilizado, preferéncialmente nos (ltinos 100 ml filtrados.
Este tratamento previne a acidificacgZo do filtradoe. Se a extraczo
dos pigmentos nao puder ser feita de imediato, com filtros devida-
nente marcados ¢ secos, deven ser guardados dentro de envelopes !
tarnbén marcados ¢ acondicionados num frasco con silieca gel, prote
gido da luz, en btemperaturas abaixo de 02C, Nestas condicbes o na

terial nao sofrc alteragles Por semanas.

3 - Extragao — Recorta-se primeiranente a parte periférica do filtra—
do ndo usada como Adrea ubtil de filtragBo. Coloca—se o material en
un tubo de centrifuga con tau@a; nunerado, con a capacidade de !
aproxinadamente 15ml. Adiciona-se 10 ml de acetona a 90%. Se 0
filtro usado de fibra de vidro, cste deverd ser cuidadosamente na
cerado com uil bastao de vidro. Os filtros de nembrans s8o sollUveis
en acetona, Para vna completa cxtragso dos pignentos, recomenda-sc
deixar os tubos, en un "freezer“; a0 abrigo da luz, por 18 a 24 !
horas.

4 - CentrifugagBo ~ Apls o perfodo de emtragio as amostras sfo centri

fugadas durante 10 a 15 minutos sob 3,000 a 4.000 rpm.



5 ~ Leitura espectrofotondtrica do extrato.

a) Para naior precisio de medida; a btransnissdo da luz pelas cubas
de guartro de 1 cn de caminho dptico, deve ser verificada. Para
isto, coloca~se en cada uma delas acetona a 90% ¢ lé-se contra '
una cuba tomada como referéneia, a absorbincis em cada un dos com
primentos de onds que serao utilizados. Os valores obtidos nesta
aferigio, serfo considerados en relagdo aos valores de absorban—
cia obtidos ne leitbtura das amostras cia cada cuba.

b) AB leituras da absorbincia de cada amostra s3o efetuadas nos sg
guintes comprimentos de onda para clorofilas a, b, e ¢; 665, 645
e 630 nu e ainda en 510 e 480 nu para Carotenoides. Uma leitura
erx 750 nu deve ser obrigatorianmente feita para a corregao de tuxr
bidez da amostras

6 - Célculos das Clorofilas
Para o cédlculo da concentragfio das clorofilas a, b, e ¢, apés dcs
contados os valores da aferigdo, usamos as cquacgoes de Parsons e

Stricklands
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Estas equagOes dao as concentragbes das clorofilas em ug/nil.
Se og valores foren nultiplicados pelo voluae do extrato em mililitros (v)
e divididos polo volume da amostra filtrada, em litros (v), e caminho Spti
60 da cuba usada, en centinetros (1), a concentragdo das clorofilas & obti
de en ug/L°
Clorofils (a, b on c) mg/ﬁ3= g (a.bioy c)e 7

Ve 1

7 - Caleculo de Carotendides -~ As concentragbes dos carotendides so !

calculadas das absorbancias de 510 e mu, conforme Richards e Thompson (1952)

Vas leituras destes dois comprimentos dc onda héd certa contribuig8o prove—
nicnte das clorofilas. Este erro é eliminados pelas equacdes abaixos

Dr510 = D510 - 0,0026 Ca ~ 0,0035 Cb ~ 0,0021 Ce
Dr480 = D480 ~ 0,0019 Ca — 0,0136 Cb — 0,0054 Ce
Ondez:

D e D = 2 5 . Lo
510 1480 = densidade optica real devida somente aos carotenoides,
negtes comprinentos de onda.



D510 e D480 = densidade Gpticas nestes conprimentos de onda pela leitu

r
ra no egpectrofotonetro.
Ca, Cb, Cc = valores para as clorofilas a, b e ¢ respectivanente, obtidas
pelas equagdes anteriores, o ug/til.

Carotendides, MSPU/h3 = 7,6 (Dr480 =~ 1,43Dr510).v
Vel

SPU (8pecififield Pignent Unit) — Unidade de pigmento introduzida por !
Richards e Thompson (1952) ¢ que corresponde a aproxinadanente una graie
de carotendides.

MSPU é aproximadancntc una miligrana.
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