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INTRODUGAO

A palavra plancton foi introduzida por Hensen, em 1887, para distin
guir todos os organismos que flutuam passivamente na égua, quer sejam
animais ou vegetais.

0 fitoplancton marinho é definido como plancton vegetal, isto e, o
plﬁncton que e habil um fotossintetizar material orgénico a partir de
materiais inorg%nicos (égua e dioxido de carbono), utilizando a ener
gia luminosa.

0 fitoplancton marinho, com uma excegao, consiste de algas microscopi
cas, unicelulares ou reunidas em cadeias cujo tamanho varia desde al
guns um até varias centenas de pm, sendo encontrados em sua composi
gdo: cloroficeas, diatoméceas, dinoflagelados, silicoflagelados, coco
litoforideos, cianoficeas e microflagelados. Destas, as diatoméceas
representam os organismos mais importantes do piéncton marinho, pelo
fato de ser o grupo mais diversificado e mais abundante na grande maio
"ria das regides ocedliicas.

A exceédo referida acima corresponde 4 alga parda Sargassum,fmacroscé
pica, da ordem Fucales, que, apesar de ser tipicamente bentdnica, é en
contrada em quantidades abundantes, flutuando em dguas do Atléntico
Central, entre 20° e 30° de latitude norte, numa Area conhecida como
Mar de Sargasso, sendo por isso considerada por grande nGmero de auto
res como alga planctdnica.

Tanto o fitoplancton como as algas bentdnicas constituem a fonte de
producdo primiria de matéria orgénica no mar. A penetrag@o de luz, en
tretanto, diminui rapidamente com a profundidade e, conseqglientemente,
as algas bentdnicas s#3o restritas & franja litoral, enquanto o fito
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plancton acha-se distribuido sobre toda a camada superficiakdosxmues,
excetuando-se aquelas regioces cobertas de gelo. Tais regioes, entre
tando, nao estao isentas da produgao vegetal, porque uma abundante flora
algal se desenvolve sobre o gelo; mas, de acordo com a definigao de
plancton, essas algas nao podem ser consideradas como fitoplancton.

De modo geral, a distribuigéo vertical na coluna d'égua acha-se
restrita ao interior da zona eufotica, onde a quantidade de luz que ali
existe e suficiente para manter o processo fotossintético, ocorrendo
a produgao organica. Por esta razao, constituem os principais elemen

tos que formam a base da rede trofica marinha.

1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve os me todos qualitativo e quantitativo de co
leta, concentragéo, preser'vagéo e contagem de organismos' do fitopléncton
marinho, a fim de se conhecer a populagéo existente em um ou varios
habitats de determinado ecossistema, qualquer que seja seu campo de
aplicagao.

1.2 O conhecimento da populagao fitoplanctanica:

a) aplica-se a programas de monitoramento e levantamento ecolégi
co, permitindo conhecer sua composigéo sistemética, dnmd&wia,
diversidade, variacoes sazonais e distribuigao ecologica;

b) é de grande importancia nos estudos de produtividade primaria;

c) permite demonstrar o potencial orgénico local, em termos de
"standing-stock", e o grau de eutroficagao de um ambiente aqua
tico; .

d) permite caracterizar massas d'agua, atraves das chamadas espé
cies indicadoras de massas d'agua;

e) auxilia na elucidagao de freqiientes acidenﬁes letais que ocor
rem em organismos marinhos provocados por toxinas excretadas
por organismos do fitoplancton (dinoflagelados), quando em den
sas populagaes na égua do mar ou salobra;

f) auxilia na elucidacao de freqilentes acidentes de  intoxicagoes
alimentares no homem ou em outros animais terrestres e marinhos,
resultantes da ingestéo de peixes e principalmente moluscos
que se alimentaram de dinoflagelados toxicos e que aparente
mente nao sao prejudicados pelos mesmos;

g) é de grande importéncia em estudos de poluigao organica ou in
dustrial;

h) é utilizado na interpretagdo de varias analises fisico-quimi
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cas e vice-versa; .
i) finalmente, o conhecimento dos organismos do fitoplancton ma
rinho, especialmente as diatoméceas, € extremamente importan
te em estudos ecolégicos,visto serem elas a principal fonte de

materia organica no mar.

2 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 2.1 a 2.7.

2.1 Biomassa

Quantidade de material vivo, que pode ser expressa em massa, Vvolume,

area ou numero.

2.1.1 "Standing-stock"

Quantidade de material vivo obtido por contagem celular, expressa em

termos de numero de organismos presentes na amostra por unidade de vo
lume.

2.2 Cloroplastos

Organela citoplasmética onde se localiza a clorofila.

2.3 Ecossistema ou sistema ecolégico

Qualquer unidade que inclua todos os organismos em uma determinada
area interagindo com o ambiente fisico, de tal forma que um fluxo de
energia leva a uma estrutura trofica definida, diversidade biotica e
reciclagem de material (troca de material entre componentes vivos e
nao vivos).

2.4 Eutroficagao ou Eutrofizagao

,

Adicao natural ou artificial de elementos nutritivos a um corpo d'agua,

que pode promover o crescimento algal.

2.5 Fitopléncton

Comunidade vegetal, microscépica, que flutua livremente nas diversas
camadas de égua, estando sua distribuigéo vertical restrita ao interior
da zona eufotica, onde, gragas a presenga da energia luminosa, promo
ve O processo fotossintetico, responsével pela base da cadeia alimen

tar do meio aquatico.

2.6 Fotossintese

Processo de corversao de didxido de carbono em carbono organico (carboidratos), que
ocorre ao nivel dos cloroplastos pela agao da energia luminosa absor

vida pelos pigmentos fotossintetizantes (especialmente clorofila).
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2.7 Habitat

Lugar onde um organismo vive ou onde se iria encontra-lo.

3 APARELHAGEM

3.1 Aparelhos para amostragem

3.1.1 Redes de plancton

Em forma de cone truncado, com boca de 30 cm de diametro e comprimeg
to de 1,20 m (ou 50 cm de diametro de boca por 1,50 m de comprimento),
confeccionadas em tecido._de nailon com malha de 65 pm (malha n® ABNT).
Na extremidade inferior encaixa-se um copo que pode ser rosqueado, apre
sentando orificios vedados camrﬁulmﬁ da mesma malha da rede, para fil
trar o excesso de agua. A boca da rede s3o amarrados tres cordeis, uni
dos por uma manilha (argola de metal) pela qual se fara a fixagéo da
rede ao cabo que levara a profundidade desejada (ver Figura 1). A prin
cipal vantagem do emprego das redes para coletar os organismos do fito
plancton é a possibilidade de poder-se filtrar grandes volumes de agua,
de maneira que mesmo os organismos presentes em pequena quantidade po
dem ser coletados. Porém, como as redes apresentam efeitos seletivos
sobre a populagéo, determinando a exclusao das formas que se perdem
atraves das malhas da rede, a utilizagéo deste metodo isoladamente em
estudos fitoplanctonicos pode produzir uma distorgao no numero relati

vo das celulas grandes e pegquenas.

3.1.2 Garrafas

As garrafas, além de coletarem o pléncton total presente num determi
nado volume de égua, permitem que se determinem tambem estmﬂifﬂxmaes
ao longo da coluna d'égua, pois tais garrafas podem ser langadas a
quaisquer profundidades, presas a um cabo; fecham-se automaticamente atra
vés de um dispositivo (mensageiro) enviado atraves do cabo, coletando
assim égua da profundidade desejada. As principais garrafas utilizadas
nas coletas de agua para estudos fitoplanctonicos sao: as  garrafas do

tipo Van-Dorn e as do tipo Nansen.

3.1.2.1 Garrafa de Van-Dorn: de 6 ou 8 litros de capacidade (ver Fi
gura 2).

3.1.2.2 Garrafa de Nansen: (ver Figura 3): apresenta a vantagem de
possuir um termometro de reversao, acoplado, possibilitando assim a
determinagao da temperatura na profundidade de coleta. A desvantagem
em relagéo a2 de Van-Dorn € a de coletar pequenos volumes de égua (2
litros).
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3.1.3 Frascos de 250 mL de boca larga

3.1.4 Frascos de 150 mL de boca larga e tampa plastica

3.1.5 Pissetas

3.2 Aparelhos para execugao do exame

3.2.1 Microscopio binocular comum.

3.2.2 Microscopio binocular invertoscopio.

3.2.3 Camara de contagem. Sedgwick-Rafter, com capacidade de 1 mL. Essas
camaras apresentam 20 mm de largura por 50 mm de comprimento e 1 mm de
profundidade.

3.2.4 Camara de contagem de invertoscopio (camara de Utermdhl), com
capacidade para 2-5 e 10 mL,.

3.2.5 Provetas de 50 mL.

3.2.6 Pipetas de 5 e 10 mL.

3.2.7 Pissetas.

3.2.8 Contador manual com varias teclas.

3.2.9 Vidros pequenos,

3.2.10 Provetas de 10 mL.

4 EXECUGAO DO ENSAIO

-

4.1 Principio do metodo
4,1.1 0O exame de fitoplancton marinho, dependendo dos objetivos do

estudo, pode ser processado basicamente de duas maneiras:

a) qualitativa: fornece informagaes sobrq as espécies fitoplanc
tonicas presentes, atraves da diversidade e abundancia rela
tiva;

b) quantitativa: fornece informagoes sobre a densidade total do
fitopléncton, atraves do numero de organismos presentes por
unidade de volume de égua.

4.1.2 0 metodo quantitativo pode englobar o qualitativo.

4.2 Reagentes

4.2,1 Formol comercial 40% neutralizado com NaHCO,
Dissolver 5 g de NaHCO, em 1 litro de formol comercial 40%.

4.2.2 Solugao de mertiolato

Esta solugéo e preparada a partir das seguintes solugSes:
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a) solugao I: dissolver 1 g de mertiolato (sodio etilmercurio
tiossalicilato - timerosal) em 300 mL de agua destilada.

b) solugao II: dissolver 1,5 g de borax (borato de sodio) em
300 mL de agua destilada.

c) solugao III: dissolver 40 g de iodo e 60 g de iodeto de po
tassio em 1 litro de agua destilada. Tomar 1 mL desta solu
¢80 e diluir em 300 mL de agua destilada.

Combinar as 3 solugSes e elevar o volume a 1 litro.

4.2.3 Solugao de lugol

Dissolver 10 g de iodo puro, 20 g de iodeto de potéssio, 20 g de acido
acético glacial em 200 mL de agua destilada. Esta solugao deve ser ar
mazenada em frascos escuros. Nao se deve utilizar solugao de lugol pre
parada ha muito tempo.

4.,2.4 Solugao de rosa-de-bengala a 1%

Dissolver 1 g de rosa-de-bengala em 100 mL de agua destilada.

4.3 Amostragem

4,3.1 As amostras para exames fitoplanctSnicos podem ser coletadas
com redes de nailon, ou com garrafas, quer seja o exame qualitativo ou
quantitativo.

4,3.1.1 O frasco que deve receber a amostra deve ser etiquetado pre
viamente (n? da amostra, 1ldcal e data).

4.3.1.2 Usar uma ficha de coleta para registrar os dados na ocasiao
da amostragem: profundidade local, profundidade de coleta, hora, local, data, dié

metro da boca da rede, transparéncia da égua; temperatura (ver Figura 4).

4.,3.2 Amostras coletadas com rede de plancton

4.3.2.1 Coleta vertical: fornece dados quantitati&os, pois permite
calcular o volume filtrado pela rede (area da boca da rede x profundi
dade de coleta). Deve-se fixar uma massa (de 1 a 5 kg) junto ao corpo
da rede, para evitar que a mesma seja levada pela corrente, o que evi
taria o arrasto realmente vertical. A cbleta deve ser feita com 6 bar
co parado.

4.,3.2.2 Coleta horizontal: fornece dados qualitativos, principalmen
te, pois e dificil calcular-se o volume filtrado. Deve-se fixar a mas
sa (ver 4.3.2.1) junto a boca da rede, para mante-la na profundidade
desejada; a coleta deve ser feita com o barco em movimento, em veloci

dade constante (aprox. 2 milhas maritimas/hora ou 4 km/h).
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4,3.2.3 0O material retido no copo da rede eé colocado em;frascos de
250 mL (ver 3.1.3) devidamente etiquetados (ver 4.3.1.1), e preserva
do com formaldeido neutralizado 4%. O material retido no interior do copo
deve ser vertido para um frasco de 250 mL contendo 25 mL de formaldeido
neutralizado 40%, de modo que, ac se preencher com a amostra e agua do
local, contida em pissetas, para completar o volume, a amostra fique

preservada em formaldeido neutralizado 4% (formol diluido 10 vezes).

4,3.2.4 A rede deve ser lavada ao final de cada arrasto, de fora para
dentro, para evitar perda de organismos que possam ficar presos a ma
lha, e tambem para evitar a contaminagéo das amostras seguintes com
esses organismos.

4,3.3 Amostras coletadas com garrafas

4.3.3.1 E o método mais comumente usado e mais recomendado para exame
quantitativo.

4.3.3.2 Pode ser utilizada na amostragem uma garrafa de Van Dorn (ver
3.1.2.1) ou de Nansen (ver 3.1.2.2).

4.3.3.3 O método consiste em se abaixar a garrafa aberta a profundidade
dese jada, apés 0 gque, um mensageiro e enviado pelo cabo, promovendo ©
fechamento da garrafa, que ¢ trazida a superficie, contendo no seu in
terior égua da profundidade coletada.

4.3.3.4 Uma subamostra & retirada e acondicionada em frasco de tampa
plastica de 150 mL (ver 3.1.4) devidamente etiquetado (ver 4.3.1.1) e
fixado com 6 a 8 gotas de lugol (ver 4.2.3), ou mertiolato (preparado

-

conforme especificagoes de 4.2.2) numa concentragao de 37,3 mL/L.

4.3.3.5 Preenche-se a ficha de coleta (ver Figura 4) adequadamente,
conforme descrito em 4.3.1.2.

4.3.4 Destino dos frascos com amostra

Enviar os frascos devidamente etiquetados ao laboratorio, Jjuntamente
com a ficha de coleta.

4.4 Procedimento

4.4.1 Preparagéo da amostra para ensaio

4.4.1.1 Das amostras coletadas com redes e preservadas em frascos de
250 mL, desprezar o sobrenadante e colocar a amostra em provetas de 50 mL
(ver 3.2.5), para decantagao, tendo-se o cuidado de lavar o frasco com
formaldeido 4% para garantir que nenhum organismo fique retido no fras

co.
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4.4.1.2 Ap6s 6 horas, desprezar o sobrenadante e colocar o _restante
em provetas de 10 mL (ver 3.2.10), tendo-se tambem o cuidado de lavar

a proveta de 50 mL com formaldeido 4%, para nao restar nenhum organis
mo na mesma.

4,4,1.3 Apés 48 horas, ler o volume de plancton decantado, desprezar
o sobrenadante e colocar a amostra em vidros pequenos (ver 3.2.9), de
vidamente etiquetados, e preencher com formaldeido 4% neutralizado, con
tido em pissetas (ver 3.2.7). O volume da amostra nos vidros nao deve
ra ultrapassar 1/3 do volume do frasco, para uma boa preservagéo. A

amostra assim obtida pode ser armazenada por tempo indeterminado.

4.4,1.4 Apos a obtengao do volume de plancton, transferir a amostra
concentrada dos vidros pequenos para provetas de 50 mL, e completar o
volume para 50 mL, com formaldeido 4% neutralizado.

4.4.1.5 Homogeneizar a amostra com o auxilio de uma pipeta e retirar
1 mL do material, transportando-o a camara de Sedgwick-Rafter, devida

mente recoberta com laminula, evitando-se a formagao de bolhas.

4.4.1.6 As amostras coletadas com garrafas e preservadas em frascos
de 150 mL, adicionar 6-8 gotas de rosa-de-bengala (ver 4.2.4).

4.4.1.7 Homogeneizar a amostra com auxilio de uma pipeta e retirar
uma subamostra de 2 mL, transferindo-a para uma camara do microscopio
invertoscépio (camara de Utermdhl), recoberta cuidadosamente com tam

pa especial pamaa‘camara, evitando-se a formagéo de bolhas.

4.4.1.8 A camara de contagem contendo a subamostra deve ser deixada
para sedimentagéo do material, no minimo por 24 horas, em uma camara
Umida.

4.4,2 Procedimento do exame

4.4,2.1 Amostras coletadas com redes: apés a preparagao da amostra
na camara de Sedgwick-Rafter, essa € levada ao microscopio binocular
comum e procede-se a contagem dos organismos, percorrendo-se toda a
camara. Os organismos presentes na amostra sao identificados atraves
de literatura especializada. Os géneros e espécies observados sao re
gistrados em um contador manual de varias teclas (ver 3.2.8) e transcri

tos em uma ficha de leitura adequada (ver Figuras 5 e 6, no Anexo A).

4.4.2.2 Amostras coletadas com garrafas: apos o periodo de decantagao,
a camara de contagem é levada a um microscopio invertoscopio e exami
nada integralmente, utilizando-se ocular 10 x e objetiva 40 x. Osgéqg

ros e espécies constatados sao anotados em um contador manual de va
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rias teclas e transcritos a uma ficha de leitura (ver Figuras 5 e 6,
no Anexo A). Toda identificagao deve ser feita atraves de literatura
especializada.

5 RESULTADOS

5.1 Expressao dos resultados do exame qualitativo

5.1.1 Este método é aplicavel a amostras coletadas com rede (tanto em

arrasto horizontal como vertical), quando se desconhece o volume de é
gua filtrada. Os resultados obtidos sao expressos qualitativamente em
termos de % e/ou abundancia.

5.1.2 A quantidade de organismos presentes na aliquota contida na ca
mara de Sedgwick-Rafter deve ser convertida para fregliencia de ocorren
cia, segundo a expressao:

%Spi = Ni x 100
N
onde: Spi = espécie i
Ni = nﬁmero de organismos da especie i

N,

numero total de organismos na aliquota

5.2 Expressao dos resultados do exame quantitativo

Neste método, os resultados sao emitidos em termos de numero de orga
nismos por unidade de volume, quer seja a amostra coletada com redes ou
com garrafas.

5.2.1 Amostras coletadas com redes, em arrasto vertical

0 volume de égua filtrado pela rede de pléncton é obtido atraves de
calculos matematicos,desde que se conhega: (1) o diametro da boca da re
de e (2) a profundidade da coleta. Assim, a quantidade de agua filtra
da pela rede corresponderé a um cilindro, cujo volume e dado por:

' V = mr’xh

onde:

R raio da circunferencia (boca da rede), em m

h

profundidade da coleta, em m
Exemp]o: Para uma rede com boca de 30 cm de diémétro, qgue arrastou desde
8 m de profundidade até a superficie, o volume filtrado sera:

V=171x0,15"x8
V = 3,1416 x (0,0225) x 8
V = 0,565 m’
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A densidade, isto € o numero de organismos por unidade de vo
lume e dado por: ’
NQ/[‘n3 = —.I\.J—_

\'

onde:
N = numero total de organismos de cada especie ou genero da

amostra, constante da ficha de leitura (ver Figuras 5 e
6)

V = volume filtrado pela rede, em m’

Exemplo: Foram encontradas 1 200 ceélulas de Skeletonema costatum na

amostra, cujo volume filtrado foi de 0,565 m®. Entao:
1 200
0,565

Ne Skeletonema/m® = = 2 124

Ne/m® = 2 124

Nota: O numero total de organismos na amostra é obtido através da mul

tiplicagao do namero de organismos encontrados na camara de
Sedgwick-Rafter (1 mL) pelo volume da amostra de onde se reti
rou a aliquota. Por exemplo: a amostra foi colocada numa prove

ta de 50 mL, homogeneizada, e dela retirou-se 1 mL; contaram-se

200 células de Skeletonema costatum. O numero de células na amos
tra é obtido atraves do calculo:

Ni = n;jxV

onde:
Ni = numero total de organismos da espécie i na amostra
n; = nimero de organismos da especie i em 1 mL

<
i

volume da amostra colocada na proveta
No exemplo acima, temos:

Nj = 200 x 50
N; = 10 000

0 numero de céelulas de Skeletonema costatum na amostra total & de 10 000.

5.2.2 Amostras coletadas com garrafas

Neste método, o exame fornece resultados diretos em termos de numero
de organismos por unidade de volume. Usando-se uma camara de 2, 5 ou
10 mL, contada integralmente, obtém-se o numero de organismos por uni
dade de volume através da divisao do numero de organismos contados pe
1o volume da camara; se a camara utilizada for de 2 mL, o numero de or
ganismos/mL sera obtido dividindo-se o numero de organismos de cada es

pecie por 2. Se encontrarmos 6 200 celulas de Skeletonema costatum
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numa camara de 2 mL, ent3o teremos 6 200 + 2, ou seja, 3_100 células
de Skeletonema costatum em 1 mL da amostra. ‘

5.3 Expressao dos resultados dos exames

Os resultados obtidos, tanto no exame qualitativo como quantitativo,

s30 transcritos em uma ficha individual por amostra (ver Figura 7).

/ANEXO A
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ANEXO A - FIGURAS

FIGURA 1 - Rede de Plancton

FIGURA 3 -~ Garrafa de Nansen

3 (c)
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FITOPLANCTON MARINHO

N2 amostra_ N2 BA DATA FATOR

Origem Vol. plancton dec. (cm®)

Prof. coleta (m)________Vol. filtrado (m*)_______ Vol.plancton (cm’/m’)
DIATOMACEAS ' N2 org/m’

FIGURA 5 - Modelo de ficha de leitura (frente)
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FITOPLANCTON MARINHO

DINOFLAGELADOS | - ;

NS org/m’

CIANOFICEAS

CLOROFICEAS

DIVERSOS

FIGURA 6 - Modelo de ficha de leitura (verso)
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COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL  CETESB

INTERESSADO o 0.8.:

MUNICIPIO

MANANCIAL/ORIGEM TRATAMENTO

LOCAL DA COLETA

DATA E HORA DA COLETA DATA DE ENTR. NO LABOR.

CHUVAS NA ULTIMAS 24 hs. " TEMP. oC. AR ©C

ASPECTO ODOR

COLETOR

FITOPLANCTON N org/m® (ou N© org/mL)

OBS:

FIGURA 7 - Modelo de ficha para registro de resultados de exame

/ANEXO B
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