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Introducéao

S&o considerados organismos bent6nicos todos aqueles que habitam o fundo de ecossistemas aquaéticos,
podendo ocorrer enterrados ou sobre o substrato, fixos ou méveis. Essas formas incluem fungos,
bactérias, agas, plantas aquéticas superiores, animais invertebrados e vertebrados, que podem ser
encontrados no ambiente natural e em sistemas de transporte e armazenamento de dgua. A comunidade
macrozoobéntica, objetivo desta norma, compreende 0s animais invertebrados retidos em peneira com
abertura de malha de 0,5mm, que vivem pelo menos parte de suas vidas no ambiente aquatico
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bent6nico e se compdem principa mente de vermes anelideos, moluscos, crustaceos e larvas e ninfas de
insetos.

Os macroinvertebrados benténicos séo membros importantes da cadeia alimentar e tém papel funcional
nos ecossistemnas aquéticos ao participarem dos processos de decomposi¢do e ciclagem de nutrientes.
Alguns de seus elementos, que trabalham mais ativamente as camadas de sedimento, tém sido
responsabilizados em parte pela redisposi¢ao de nutrientes e contaminantes do sedimento para a coluna
d agua, em um processo conhecido como biorrevolvimento.

A comunidade bentdnica € bastante sensivel as tensdes promovidas por poluicdo e as modificacoes
fisicas de ecossistemas aquaticos (ex.: desmatamento, extracdo de areia, construcdo de barragens), de
forma que tem sido amplamente usada em estudos de diagndstico ambiental e em programas de
biomonitoramento. A baixa ou nenhuma motilidade de seus componentes permite que as medidas
obtidas possam ser relacionadas mais precisamente com a qualidade do local de amostragem. Além
disso, sua relagdo intima com os sedimentos e a extensdo de seus ciclos de vida fazem com que uma
avaliacdo da qualidade do meio por meio dessa biota ganhe uma perspectiva histérica, ja que suas
respostas refletem as condic¢des do ambiente por um maior periodo de tempo e ndo apenas no momento
da coleta. Assim, sdo bons indicadores para o policiamento de despgos intermitentes, continua
disposicdo de contaminantes em baixas concentragdes e alteragdes fisicas da bacia, condigdes essas ndo
necessariamente detectaveis por avaliacfes puramente quimicas.

A analise do bentos aplica-se:

a) A programas de monitoramento e caracterizagio ecol gica de mananciais. Esses estudos visam o
levantamento da comunidade bentdnica e de suas variagdes sazonais e espaciais.

b) A avaiagfo da qualidade da &gua e de sedimentos, tanto em ambientes |énticos (lagos e
reservatorios) quanto |6ticos (riachos e rios).

c) Aos estudos de problemas de salide publica relacionados a popul agéo de insetos, moluscos ou
outros organismos aquéticos que possam ser vetores de agentes patogénicos ao homem e a animais
domésticos.

d) Aodiagnéstico in situ sobre a natureza, a extensdo e os efeitos de poluicdo por esgotos domesticos
e/ou despegjos industriais.

e) A definicso de gradientes de auto-depuraciio em rios e outros corpos d agua.

f) A aqguicultura, umavez que organismos benténicos podem ser predadores de alevinos e importante
item na dieta de varias espécies de peixes e crustaceos de importancia econdmica.

1. Objetivo
Esta norma descreve os procedimentos para andlise de macroinvertebrados bent6nicos de ecossistemas

limnicos, incluindo a coleta, a preparacdo da amostra, a analise e uma introducéo ao tratamento de
dados.
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2. Definicoes

2.1. Limnico: Relativo ao ambiente das dguas doces.

2.2. Intermitente: Que apresenta interrupgdes ou suspensdes; ndo continuo.
2.3.in situ: Nolocal.

2.4. Auto—depuracao: Capacidade de um corpo d’ égua ser purificado da poluicéo orgéanica através da
atividade de sua flora bacteriana.

2.5. Alevinos. Formas jovens de peixes.

2.6. Méodo “kick”: Método de amostragem de bentos em ambientes [6ticos rasos que consiste no
deslocamento do material de fundo por meio de chutes, 0 que provoca o desalojamento dos organismos
aderidos ou ocultos sob o substrato. Os organismos sdo capturados em redes colocadas contra—corrente
e em frente a &rea de amostragem.

2.7. Sobrenadante: O que flutua.

3. Coletade Amostras
O método de coleta varia de acordo com o ambiente a ser amostrado e os objetivos do trabal ho.

Existem basicamente quatro tipos de equipamentos de amostragem para a comunidade benténica. Os
mais usuais séo apresentados no ANEXO A:

a) Redes. Redes de formato retangular (rede de espera para coleta de deriva), triangular (rede para
amostragem “kick”, circular (rede manual para coleta em vegetacdo marginal e sob macrofitas
flutuantes) ou semi-circular (“D-frame”), com abertura de maha de 0,5mm, empregadas na
amostragem de dados qualitativos ou semi-quantitativos. No segundo caso, o0 esfor¢co amostral, medido
temporal ou espaciamente, deve ser padronizado. Usadas em banco de macrdfitas e riachos rasos no
método “kick”.

b) Delimitadores: Compostos de rede associada a um delimitador de érea, circular (ex.: Hess) ou
retangular (ex.: Surber), empregados na amostragem de dados quantitativos. Usados em riachos rasos
com fundo de cascalho a areia grossa.

c) Pegadores: Equipamentos construidos em ago inoxidavel, que capturam amostras de sedimento por
mecanismo de apreensdo engatilhado por mensageiro (ex.: Ekman-Birge) ou ndo (ex.: Petersen, van
Veen e Ponar). Usados em amostragem quantitativa de rios profundos, lagos e reservatérios. O pegador
Ekman melhor se adequa a coleta de amostras da regido profundal de ambientes |énticos e os pegadores
Petersen, van Veen e Ponar a ambientes | 6ticos e aregido sub-litoral de ambientes |énticos.
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d) Substratos artificiais. Cestos preenchidos com pedras do tipo brita, usados para amostragem semi-
guantitativa, em locais em que segja impossivel 0 uso de outro tipo de amostrador (ex.: em lges) ou
como técnica padronizada em programas de monitoramento.

Na amostragem do bentos devem ser coletadas no minimo 3 réplicas (idea mente 5) por ponto de
coleta. Cada réplica é congtituida de uma passagem de rede, uma lavagem de érea delimitada, uma
pegada ou um cesto.

No uso de substratos artificiais, na retirada do cesto da dgua deve-se ter o cuidado de utilizar uma rede
sob o0 cesto ou envolvé-lo com o saco plastico, antes de sua passagem pela superficie, ja que nesse
processo podem-se perder organismos pela lavagem.

Na coleta com pegadores, os sacos que acondicionardo a amostra devem ser colocados sob o
equipamento assim que este for icado. A amostra deve ser rejeitada quando o pegador ndo fechar
completamente, vier muito vazio ou transbordando de lodo. Amostras ideais séo aguelas em que 1/2 a
2/3 do pegador esteja preenchido com sedimento e que contenha dgua de fundo.

Em campo, a amostra deve ser acondicionada em saco pléastico resistente, se possivel, revestido com
um segundo saco devidamente etiquetado por fora (etiqueta de papel escrita com caneta ou |4pis
resistente a a4gua) e por dentro (etiqueta de papel vegetal escrita a |4pis), contendo as seguintes
informagdes. nome ou codigo do projeto; local; habitat; data e ponto de coleta, nUmero da réplica e
nimero da amostra.

As amostras devem ser imediatamente preservadas com formaldeido 40% neutralizado (com
bicarbonato de sodio ou borax — borato de sodio), em volume suficiente para que a concentracao final
na amostra sgja de 4 a 10%. Em estudos que pretendam identificar com maior detalhe as sanguessugas
(Hirudinea), pode-se utilizar um relaxante (agua gaseificada) antes do fixador.

Os sacos devem ser lacrados com fitas adesivas, de forma a impedir vazamento e perda de parte ou de
toda a amostra. No transporte, as amostras devem ser acondicionadas lado a lado, de preferéncia dentro
de caixas plésticas, tendo-se 0 cuidado de ndo colocar peso sobre 0s sacos com as amostras, para
prevenir vazamento ou rompimento dos sacos.

Apos coleta, uma amostra de pegador pode ser armazenada, de preferéncia refrigerada, por um tempo
maximo de 24:00h antes de sua preparacao.

4. Preparacao de Amostras

A preparacéo da amostra pode envolver os processos de lavagem, conservagdo, flutuacdo e aplicacéo
do corante. Na lavagem, o material grosseiro (galhos, folhas e pedras) pode ser retirado apds andlise
minuciosa para retirada de organismos presos. Apés lavagem, as amostras devem ser acondicionadas
em potes de vidro devidamente etiquetados, interna e externamente, como descrito no item 3. Cada
pote deve ser preenchido com, no méximo, 1/2 do volume da amostra e 1/2 do conservante. Quando a
amostra preencher mais de um pote, na etiqueta deve ser registrado o nimero do pote/total de potes
(ex.: 1/3,2/3e3/3).
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Amostras obtidas com redes e delimitadores devem ser apenas lavadas em rede com abertura de malha
de 0,5mm.

Para amostras obtidas com substrato artificial, as pedras devem ser deixadas, por aproximadamente
00:15h, em baldes contendo solugéo desprendedora de organismos (7L de agua de torneira + 210mL de
acool etilico comercial + 10mL de &cido cloridrico). A &gua coletada junto com o substrato e a solucéo
devem ser entdo passadas em rede com abertura de malha de 0,5mm.

As amostras coletadas com pegadores devem ser lavadas em rede com abertura de malha de 0,5mm.
Quando contiverem muito material inorganico grosseiro (cascalho e/ou areia grossa e/ou areia média),
deverdo passar pelo processo de flutuagdo com sal de cozinha. Nesse método, a amostra deve ser
lavada em rede com malha de abertura de 0,5mm e colocada em um recipiente largo (ex.: bandeja).
Sobre a amostra coloca-se uma solucdo saturada de sal de cozinha. A amostra deve ser entdo mexida e
0 sobrenadante passado pela rede, tomando-se o cuidado de guardar a solugdo em outro recipiente. O
material retido na rede deve ser imediatamente lavado com agua de torneira para se evitar o
murchamento dos organismos. O procedimento deve ser repetido por pelo menos trés vezes ou até que
0 materia organico tenha sido totalmente separado do inorganico. Por Ultimo, o residuo é lavado com
agua de torneira. De preferéncia a flutuacdo deve ser realizada pouco antes da andlise, com o material
jacorado, para evitar perdas de organismos. O residuo de material inorganico deve ser analisado a olho
nu para coleta de organismos mais pesados (moluscos e tricopteros) que eventualmente ndo tenham
flutuado. SO entéo esse material pode ser descartado.

Todas as amostras devem ser conservadas em etanol 70°GL e coradas com cerca de 10mL de solucéo
de rosa de bengala (19/1000mL de acool etilico comercial) para cada frasco de 500mL.

Apbs a preparacdo, a amostra pode ser conservada por longo periodo (anos), desde que sgja mantida em
local fechado, ao abrigo de luz, e feita manutencdo periodica (anual), com troca do conservante e
corante.

5. Analise de Amostras
A andlise das amostras compde-se das atividades de triagem, identificacdo e contagem de organismos.

A triagem, que consiste na separacdo dos organismos dos detritos, pode ser processada a olho nu, com
0 material disposto em bandeja plastica de fundo branco. A triagem aolho nu sempre deve ser realizada
no residuo de amostras flutuadas e pode ser realizada, em campo ou laboratério, como triagem prévia
em amostras que apresentem muito material vegetal grosseiro e/ou abundancia de organismos de maior
porte.

Uma triagem mais fina deve ser realizada sob estereomicroscopio (ou lupa). Uma pequena fragcdo da
amostra deve ser colocada, juntamente com um pouco de acool 70°GL, e homogeneamente espal hada,
em uma placa de Petri descartavel com fundo quadriculado (de 0,5 a 1cm), que auxiliara na certificacdo

5
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de que todo o material foi examinado. Pode-se também juntar afragdo de amostra em um lado da placa,
separando para o lado oposto o material jatriado. Neste caso € preciso precaucao no escape de
organismos pelas bordas. Os organismos capturados séo armazenado em frascos de vidro preenchidos
com acool 70°GL, devidamente etiquetados, interna e externamente (ver item 3).

A identificacdo e contagem de organismos pode se dar posterior ou concomitantemente a triagem e
requer chaves de identificagdo especificas. A identificacdo e contagem de organismos deve ser
registrada em ficha de dados brutos (ANEXO B).

6. Resultados

Se a andlise for quantitativa, apds o término da contagem e identificacdo deve ser feito o célculo do
nGmero de individuos por unidade de &rea (ind./m?). Para tanto, é necessério o conhecimento da &rea do
amostrador utilizado e atransformagdo seguira umaregra de trés.

Por exemplo, em uma amostra obtida com o auxilio de um pegador Ekman-Birge com 15,2cm de lado,
em gue foram encontrados dois Oligochaeta, Limnodrilus hoffmeisteri, os cal culos seréo:

Area do pegador (A) = 15,2cm x 15,2cm = 231,04cm? = 0,0231m?
Nljmerzo de Limnodrilus hoffmeisteri / m? = (2 Limnodrilus hoffmeisteri x 1m? / 0,0231m? = 87
ind./m*.

Os resultados de amostras semi-quantitativas obtidas com substrato artificial sdo expressos em termos
de nimero de individuos por cesto (ind./cesto).

Em andlises qualitativas, indica-se apenas arelagdo dos taxa encontrados na amostra.

Para amostragens guantitativas e semi-quantitativas, o calculo de indices comumente utilizados no
diagnostico da qualidade dos ambientes aguaticos, deve-se processar sobre 0 nimero medio de
organismos encontrados nas réplicas.

7. Controle de Qualidade

O controle de qualidade analitica compreende varios procedimentos que devem garantir a
confiabilidade e o rastreamento do dado.

7.1. Etiquetagem de Sacos Pléasticos e Frascos

Todos os recipientes que acondicionarem toda ou parte da amostra devem receber etiquetas externas,
escritas com tinta resistente a dgua e acool, e internas, escritas a lapis em papel vegetal. Ambas devem
apresentar as seguintes informagdes:

» Projeto: Titulo ou Codigo;

* Loca: Nome do manancial;

» Ponto de coleta: NUmero do ponto e/ou Identificacdo daregido de amostragem (ex.: sub-litoral ou
6
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profundal para reservatorios, margem deposicional, erosional, canal ou corredeira pararios e riachos);
* NUmero daamostra (am. XXXX);

* Numerodaréplica(R1, R2, R3,...);

» Datade coleta (diaylmés/ano);

* Numerac&o do pote, no caso de a amostrater sido dividida em varios potes: ex.: 1/3; 2/3; 3/3, em
gue o0 numero apos a barraindica o total de potes que representa toda a amostra.

Amostras para retriagem devem também ser identificadas, por meio de etiqueta, com a paavra
RETRIAGEM.

Frascos com organismos devem receber na etiqueta, aém das informagdes acima, o nome do taxa.
7.2. Registros

O resultado da analise é registrado em FICHAS DE DADOS BRUTOS (ANEXO B), preenchidas com
caneta resistente a agua e a acool. Correcoes efetuadas apos retriagem, recontagem e reidentificacéo
dos organismos séo anotadas na mesma ficha, obedecendo a codigos contidos em observacdo de rodapé
das proprias fichas.

Para possibilitar o rastreamento de amostras, dados sobre os procedimentos sdo anotados em trés
cadernos de registro:

* REGISTRO DE ENTRADA DE AMOSTRAS (ANEXO C);

* REGISTRO DE PREPARO DE AMOSTRAS (ANEXO D);

+ REGISTRO DE ACOMPANHAMENTO ANALITICO (ANEXOE).

7.3. Avaliagdo do Procedimento de Triagem

As amostras triadas devem ser guardadas para que, no final de cada projeto, sga redizada uma
avaliacdo do analista 10% das amostras triadas por cada analista deve ser retriada, recontada e
reidentificada por outro profissional. Perdas iguais ou superiores a 5% na demandatotal de organismos
devem exigir continuidade de revisdo de mais 10% das amostras analisadas e assim por diante, até que
Se atinjam perdas inferiores a 5%.

7.4. Colegdo para | dentificacéo e Catalogo de Or ganismos

Na verificagdo da identificagdo dos organismos, devem ser mantidos para cada projeto, espéecimens-
referéncia preservados em d&cool 70°GL, periodicamente conferidos para evitar evaporacdo e
conseguente perda do material. Os frascos com espécimens—referéncia devem receber etiquetas como
acima descritas. A identificagdo desses espécimens—eferéncia deve ser confirmada por taxonomista
especidista

Além disso, registros fotograficos e gréficos, acompanhados de informagdes sobre a biologia dos
organismos, podem ser organizados como catélogos, de forma a possibilitar a continua atualizacéo de
informagdes e inser¢éo de novo material.
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ANEXO A - EQUIPAMENTOSDE COLETA

REDE MANUAL
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PEGADOR VAN VEEN
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EKMAN —BIRGE PADRAO
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SUBSTRATO ARTIFICIAL

.../Anexo B
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ANEXO B - FICHA DE DADOSBRUTOS BENTOS DE AGUA DOCE

Projeto: Data de entrada:

Local: Malha:

Ponto: Flutuacgéo: s n

Data de coleta: Corante: s n

N® da amostra/réplica: Triagem previaaolho nu: s |:| n |:|
Profundidade: Sub-amostragem:

Equipamento (tipo/area de amostragem): Triagem*:

Fator (para ind./m?): Retriagem*:

Coletores: Identificacdo e Contagem*:

Revisdo de Ildent. e Cont.*:

TAXA CONTAGEM TOTAL

+ X =resultado daretriagem; (X) =resultado da recontagem/reidentificacéo
*nome e rubrica do técnico responsavel.
Observacdes:

.../Anexo C
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ANEXO C - REGISTRO DE ENTRADA DE AMOSTRAS

Cliente| N°da | Tipo | Projeto | Datade | Manancia | Ponto | Répli- | Amostrador | Prof. Datade Técnico Observa-
amostra | de coleta de ca (tipoearea | (m) entrada responsavel cado
anatj coleta de
se amostragem)
.../Anexo D

! = CP = comunidade, com pegador; CS = comunidade, com substrato artificial; CR = comunidade, com rede; | = identificac&o de organismos




ANEXO D - REGISTRO DE PREPARO DE AMOSTRAS

N°da | Projeto | Datade | Répli- | Maha | Solugdo | Coran- | Flu- | Caracteristi- | N°de | Preparo Técnico Observa-
amostra coleta ca de acida™ |te(s/n) | tua cas (cor, potes responsavel cao
lavar cao odor,
gem (s/n) textura)
../Anexo E

! Solugsio desprendedora de organismos do substrato artificial




ANEXO E - REGISTRO DE ACOMPANHAMENTO ANALITICO

-
N° da Projeto Datade | Ponto | Répli- | Triagem |Retriagem™ | Identificagio| Reidentifi- | Emissdo | Pag. | Observar
amostra coleta de ca e contagem cacéo e de céo
coleta * Recontagem™ | boletim

"= Técnico responsavel e datadeinicio
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