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RESUMO

O perifiton é definido como uma complexa comunidade de microrganismos constituida por
algas, bactérias, fungos, animais e detritos, que se encontra associada a substratos submersos,
organicos e inorganicos, vivos ou mortos. Algas perifiticas sdo muito sensiveis as mudangas
na qualidade da agua e a diversas varidveis abidticas, como temperatura, nutrientes e
velocidade da corrente, tanto direta como indiretamente, por isso sdo utilizadas
frequentemente como bioindicadoras. A presente pesquisa teve como objetivo elaborar um
manual para coleta e anélise de perifiton e nutrientes da 4gua. Para a elaboracdo do manual
foram consultadas literaturas especificas onde constam metodologias voltadas para o
estudo do perifiton. Apo6s a consulta, parte das metodologias foram testadas para sanar
qualquer problema durante os procedimentos. Sdo abordados no manual os procedimentos
de coleta do perifiton e da agua, os materiais utilizados em campo, a metodologia de
raspagem da perifiton, bem como de sua fixacdo. Também foram abordados os
procedimentos para analise qualitativa e quantitativa do perifiton, além do peso seco e
clorofila a. Para analise dos nutrientes da agua, foram descritas as metodologias para
determinacdo da amonia, nitrito, nitrato, fosfato, nitrogénio total e fosforo total. Desta
forma, o manualvisa contribuir para a elaboracdo de uma metodologia especifica contendo
informac@es necessarias para o estudo da comunidade perifitica.

Palavras-Chave: Ambiente Aquatico. Perifiton. Eutrofizacéo.



ABSTRACT

The periphytonis defined as a complex microbial community consisting of algae, bacteria,
fungi, animals and debris, which is associated submerged substrates, organic and inorganic,
living or dead. Periphytic algae are very sensitive to changes in water quality and various
abiotic variables such as temperature, nutrients, and current speed, both directly and
indirectly, so they are often used as bioindicators. This research aimed to produce a manual
for collection and analysis of periphyton and nutrients from the water. For the preparation of
the manual were consulted literatures which contains specific methodologies focused on the
study of the periphyton. After the consultation, the methodologies were tested to remedy any
problems during the procedures. Are covered in the manual procedures for collecting
periphyton and water, the materials used in the field, the methodology scraping periphyton, as
well as its setting. Were also addressed procedures for qualitative and quantitative analysis of
the periphyton, and dry weight and chlorophyll a.For nutrient analysis of water, were
described methodologies for determination of ammonia, nitrite, nitrate, phosphate, total
nitrogen and total phosphorus. Thus, the manual aims to contribute to the development of a
specific methodology containing information necessary for the study of periphyton

community.

Keywords:Aquatic Environment. Periphyton. Eutrophication.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sdo de grande importancia para o desenvolvimento e
protecdo da sociedade e das comunidades biolégicas que neles vivem. Esses
ambientescontribuem significativamente para a produtividade primaria, como a formagéo de
matéria organica utilizada pelas diferentes comunidades aquéticas. Na regido litoranea de
lagos e rios sdo responsaveis por sustentar extensos e diversos bancos de macrofitas, as quais
fornecem excelentes habitats para o desenvolvimento da comunidade perifitica
(FERNANDES; ESTEVES, 2011).

O perifiton é definido como uma complexa comunidade de microrganismos
constituida por algas, bactérias, fungos, animais e detritos, que se encontra associada a
substratos submersos, organicos e inorganicos, vivos ou morto sendo um dos componentes
mais produtivos na regido litoranea, desempenhando importante papel no metabolismo dos
ecossistemas aquaticos (WETZEL, 1983).

Dentro desta comunidade as Algas perifiticas representam um grupo expressivo nos
componentes bidticos, destacando-se por sua relevancia na producao primaria, servindo de
base para muitas teias alimentares em ambientes aquéaticos. Nesses locais, assembleias de algas
perifiticas sdo afetadas por disturbios fisicos, quimicos e biolégicos que ocorrem durante seu
desenvolvimento (FELISBERTO, 2007; STEVENSON; BAHLS, 1999).

As Algas perifiticas sdo muito sensiveis as mudancas na qualidade da agua e a
diversas variaveis abidticas, como temperatura, nutrientes e velocidade da corrente, tanto
direta como indiretamente. Sendo utilizadas frequentemente na avaliacdo do ambiente,
principalmente, devido a rapida reproducdo e ciclo de vida curto, respondendo as
perturbacBes que venham a ocorrer no meio aquatico, em um curto espaco de tempo
(FELISBERTO, 2007).

Com relagdo a disponibilidade de nutrientes, a comunidade perifitica pode afetar a
taxa de renovacdo, promover a transferéncia de nutrientes entre as zonas pelagica e benténica
e, finalmente, competir com as macrofitas por luz e carbono, e com o fitoplancton por
nutrientes (VANDER-ZANDEN; VADEBONCOUER, 2002; JONES et al., 2002; SAND-
JENSEN; BORUM, 1991 apud PELLIGRINI, 2012).

A comunidade perifitica vem sendo apontada como um importante monitor biologico,
por fornecer informagdes as mudancas na qualidade ambiental através das alteragdes fisicas,

guimicas e biologicas em ecossistemas aquaticos. Além de outras comunidades biolégicas, o
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perifiton costuma ser usado como bioindicador no monitoramento da eutrofizacdo de lagos e
rios (TUNDISI; TUNDISI, 2008).

Operifitontambém ¢ capaz de acumular elementos metalicos e através da anélise de sua
biomassa torna-se um potencial bioindicador da qualidade ambiental de ambientes aquaticos
continentais (FREITAS,2010).

A comunidade fotoautotrofica componente do perifiton é afetada pelos mesmos
componentes que afetam o fitoplancton, tais como temperatura da agua, intensidade luminosa,
disponibilidade de nutrientes (TUNDISI; TUNDISI, 2008), mas difere-se desta ultima por
desenvolver-se sobre um substratorochas, plantas, madeira, areia, lama ou sedimentos e até
mesmo sobre animais (WEITZEL, 1979). Desta forma, pode-se inferir que o perifiton
apresenta resposta as alteracbes ambientais mais rapidas que o fitoplancton, devido a sua
caracteristica séssil da comunidade, principalmente em ambientes I6ticos.

Levando-se em conta a importancia do perifiton de acordo com os fatores ja
supracitados, o presente estudo teve como problema de pesquisa conhecer quais as
metodologias padrdes utilizadas no estudo da comunidade de algas perifiticas no que
concerne a sua coleta e analise, bem como dos fatores fisicos e quimicos que influenciam na
estrutura e composi¢cdo da comunidade.

A presente pesquisa teve como objetivo geral elaborar um manual para coleta e analise
de perifiton e nutrientes da dgua, e como objetivos especificos (a) descrever 0s procedimentos
de coleta do perifiton e de agua em ambientes aquaticos continentais, (b) adaptar a
metodologia para obtencdo de peso seco livre de cinzas e clorofila a; e (c) adequar 0S
procedimentos de fixacdo do perifiton e analise dos nutrientes da agua.

A presente pesquisa apresenta relevancia cientifica pela sua utilidade, uma vez que vem
a contribuir com pesquisas voltadas para o estudo da comunidade de algas perifiticas por meio
da sistematizacdo de métodos e técnicas de estudo. A importancia é principalmente para
pesquisas no estado do Piaui, ja que na regido ndo ha estados voltados para comunidade
perifitica, sendo o resultado deste trabalho uma ferramenta de auxilio para a atividade dos
pesquisadores.

O presente trabalho esta estruturado em quatro partes. A primeira consiste na revisao de
literatura sobre os assuntos abordados na pesquisa. A segunda parte traz uma descrigédo
detalhada da metodologia utilizada. A terceira parte € composta pelos resultados e discusses

em forma de manual. A quarta e Ultima parte consiste na conclusdo do trabalho.
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2 O PERIFITON

2.1 Comunidade periférica

O termo perifiton designa uma fina camada aderida a elementos que se encontra
submersa na agua. Estes podem ser as macrofitas aquaticas, rochas, areias presentes nos rios,
riachos, lagos, represas, além de objetos artificias, como por exemplo, vidro e plasticos
(CORDEIRO 2012).

Historicamente, o primeiro termo utilizado para descrever esta comunidade foi
“séssil”.Posteriormente, a terminologia “aufwuchs”, referente a organismos imoéveis que nao
penetram no substrato foi utilizada (MOSCHINI-CARLOS, 1999). Em 1924, Behning
utilizou “perifiton” para designar os organismos que colonizam substratos introduzidos pelo
homem em rios (CORDEIRO, 2012). Esta terminologia foi adotada para todos 0s organismos
aquaticos que vivem aderidas a superficies submersas (POMPEO; MOSCHINI-CARLOS;
2003).

Em 1982, foi realizado o 1° Workshop Internacional sobre comunidades aderidas,
onde o termo perifiton consagrou como sendo uma complexa comunidade de micro-
organismos (algas, bactérias, fungos e animais), aderidos a substratos inorganicos ou
organicos, vivos ou mortos (WETZEL, 1983).

Dependendo do substrato no qual o perifiton se desenvolve, podemos classifica-los em
seis tipos principais: (1) epiliton, sobre rochas; (2) epipélon, sobre lama ou sedimentos; (3)
epfiton, crescendo sobre plantas; (4) epizoon, sobre substrato animal; (5) epidendron, sobre
madeira; e (6) epipsamon, crescendo sobre areia (WEITZEL, 1979).

Diversas terminologias mais especificas vém sendo utilizadas como epiliton, epifiton,
e episamon, que sdo termos usados para a comunidade que cresce aderida a substratos
rochosos, vegetais e arenosos (SCHWARZBOLD; ESTEVES; PANSOSSO, 1990). Dessa
forma, padronizar o tipo de substrato onde a comunidade perifitica estd fixada torna-se
relevante nos estudos ecoldgicos, pois o tipo de substrato utilizado, este, pode intervir
diretamente na composi¢cdo da comunidade, selecionando espécies melhor adaptada ao
ambiente (IOWE; PAN, 1996; FISHER; DUNBAR, 2007).
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2.2 Habitat e componentes da comunidade periférica

O perifiton é considerado um biofilme ou bioderme que varia em espessura e se
desenvolve em superficie de rochas, em vegetacdo ou em qualquer substrato submerso em
agua doce ou salobra e também em superficies Umidas. E comumente observado como
““manchas’’ ou ‘‘tapetes’’ ou ‘‘cabeleiras’’ verdes, verde-amareladas, ou marrons em diversos
substratos, seja em regides tropicais, temperadas, desérticas e polares (FERNANDES;
ESTEVES, 2011).

Para (WETZEL, 1990) a comunidade perifitica corresponde, algas de todas as classes,
principalmente algas filamentosas, unicelulares e coloniais, que apresentem estruturas de
fixacdo), as quais podem corresponder de 95 a 99% de toda a comunidade. No entanto, muitos
componentes heterotroficos como, por exemplo, protozoarios sésseis ou livres, fungos,
bactérias e alguns outros animais com poucos centimetros de comprimento, 0s quais, apesar
de ndo estarem incluidos na definicdo, fazem parte dos processos da comunidade e séo
considerados nos estudos (FERNANDES; ESTEVES, 2011).

2.3 Importancias da comunidade periférica nos ecossistemas aquaticos

A comunidade perifitica é considerada um dos principais produtores responsaveis
pela produtividade priméaria nos ecossistemas aquaticos, principalmente em riachos e lagoas, 0
qual pode contribuir com cerca de 70 a 90% da produtividade primaria total; é importante
fonte de matéria organica, pois constitui-se a base da cadeia alimentar desses ambientes por
sua biomassa ser utilizada por outros organismos. Portanto, sua biomassa é de grande valor
nos estudos da produtividade primaria, visto que, espécies com grande biomassa passam a ter
forte influéncia na transferéncia de energia e de matéria para os demais niveis troficos do
ecossistema (FERNANDES; ESTEVES, 2011).

Segundo Lowe e Pan (1996), as mudancas na biomassa em dado momento sdo usadas
como estimativas indiretas da produtividade. Sendo a clorofila a, pigmento presente em todos
0s grupos de algas, é utilizada como estimativa de biomassa, tanto para o fitoplancton, como
para o perifiton. No caso da comunidade perifitica, a quantificacdo de sua estrutura pode ser
baseada na avaliacdo ndo apenas da enumeracdo de individuos vivos, mas também através da
biomassa (Wetzel, 1983; Watanabe, 1990).
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Diversos estudos tém apontado a importancia da comunidade perifitica nos
ecossistemas aquaticos. Por serem primeiramente autotrofico; segundo, por desempenhar um
papel fundamental, promovendo uma relacdo entre os componentes quimicos, fisica e
bioldgica (LOWE; PAN, 1996).

Outra relevancia do perifiton como bioindicador da qualidade da agua e de seu estado
tréfico também foram relatados por outros estudos, principalmente para rios e lagos (COSTA,;
MACHADO; FERNANDES, 2007). Os resultados evidenciam que o perifiton é capaz de
acumular grandes quantidades de substancias poluentes como inseticidas, herbicidas
(FERNANDES; ESTEVES, 2011). Existem alguns beneficios de se utilizar o perifiton como
bioindicador em estudos ambientais; primeiro, por apresenta modo de vida séssil e curto ciclo
de vida; segundo, fazendo com que respondam rapidamente as mudancas ambientais se
comparados aos organismos plancténicos; terceiro, a elevada riqueza de espécies confere a
esta comunidade maior gama de resposta as alteracbes nos ambientes (FERRAGUT;
BICUDO, 2009).

Apesar de toda esta importancia, ainda ha escassez de informacdes sobre a
comunidade perifitica, especificamente no que tange o processo dindmico da comunidade. Tal
evento se deve a extrema heterogeneidade e, nos variados habitats litoraneos, 0s quais por sua
vez, sdo mais suscetiveis as flutuagdes das varidveis abioticas. Outro fator importante é o fato
da prépria comunidade ser composta por organismos muito diversos, autotréficos e
heterotroficos; mesmo entre as algas, ha representantes usuais de todas as divisdes, o que
torna mais dificil a identificacdo dos mesmos e a compreensdo de suas relacdes ecoldgicas
(FERNANDES; ESTEVES, 2011).

2.4 Estrutura da Comunidade

A maior parte dos estudos com o perifiton visa avaliar a estrutura da comunidade
representada em sua grande parte por algas que compdem cerca de 90% do total da sua
composicdo (COSTA; MACHADO; FERNANDES, 2007). O estudo da comunidade €
descrita atraves dos seus principais atributos: riqueza especifica, composi¢éo, frequéncia de
ocorréncia, densidade total, dominancia, abundancia, diversidade, especifica, e equitabilidade
(FERNANDES; ESTEVES, 2011).

A composicdo da comunidade de algas perifiticas apresenta dindmica espacial e
temporal diretamente associada as condi¢fes hidroldgicas, o estado tréfico da &gua, a

turbuléncia, a velocidade da corrente, a sazonalidade, a intensidade da luz, a herbivoria e a
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competicdo intra e interespecifica (RODRIGUES et al., 2005 apud CAVITE; FERNANDES,
2008).

No entanto, a andlise dos fatores que atuam sobre as comunidades bioldgicas, com
base na descri¢do das espécies que as compdem, vem sendo contestada por diversos autores
devidos muitas vezes ndo expressar resultados claro dessa comunidade as variacOes das
condicBes ambientais (CORDEIRO, 2012). Além disso, as espécies possuem combinacfes de
tracos funcionais que evoluiram entre elas, as quais define sua histéria de vida e habilidade
competitiva, denominada de estratégias de vida (GRIME, 1979; BURLIGIA, 2010).

A proposicdo sobre os grupos funcionais da comunidade de algas perifiticas € muito
recente, e sdo escassos 0s trabalhos disponiveis sobre o tema (BURLIGA, 2010).
Pioneiramente, McCormick (1996) na tentativa de alocar grupos do perifiton, descreveu
quatro estratégicas ecoldgicas, onde levou em consideracdo as estratégias de vida, recursos e
distibios da comunidade perifiticas. Contudo, Biggs et al. (1998) apud Burliga (2010)
sugeriu a distribuicdo das espécies nos seguintes grupos: C estrategista- reunindo espécies
com maior potencial competitivo, sendo mais abundante em ambientes eutroficos e estaveis;
C-S estrategistas — melhor adaptado a ambientes mesotréficos e estaveis; S estrategistas —
agrupamento de espécies mais abundante em ambientes oligotroficos e estadveis e R
estrategistas — mais abundantes em ambientes mesotréficos e sistemas moderamente a muito
instaveis com distarbios frequentes.

Alguns estudos tém apontado a precipitacdo pluviométrica como o principal fator
responsavel por alterar a estrutura da comunidade perifiticas. Fonseca e Rodrigues (2005)
aferiram a influéncia da precipitacdo sobre a densidade da comunidade de algaperifitica em
diferentes ambientes da planicie de inundacdo do alto rio Parana. Esta mesma influéncia foi
observada por Cavati e Fernandes (2008) analisando a escala espacial e temporal da
comunidade de algas perifiticas em dois ambientes do baixo rio Doce (lagoa Juparana e rio
Pequeno). Leadrini, Fonseca e Rodrigues (2008) analisaram a influéncia do periodo de cheia e
seca sobre a biomassa perifitica, concluiram que o pulso de inundagdo tem sido a principal
forca reguladora da produtividade nos sistemas rios-area.

Recentemente novas abordagens vém avaliando a biomassa do perifiton
(FERRAGUT; BICUDO 2009; MARTINS; FERNANDES 2007, FELISBERTO, 2007
SIQUEIRA, 2008), através da determinacdo do peso seco livre de cinzas (= matéria organica),
pigmentos fotossintetizantes (clorofila ‘‘a’’ e outros) e biovolume total. Segundo Fernandes e
Esteves (2011), as caracteristicas organica e inorganica do perifiton e seu estado heterotrofico

ou autotrofico permitem discussdes sobre a real importancia da comunidade perifitica nos
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sistemas aquéticos. Quanto ao biovolume, permite analisar a real contribui¢do de algas de

maior ou de menor tamanho nos processos dindmicos do sistema.

2.5 Dinamica da comunidade

O perifiton possui uma comunidade bastante dindmica, que inclui processos internos
autotroficos e heterotroficos simultaneamente em sua bioderme, podendo a sua composi¢do
sofrer influéncia constante da chuva e seca. Desta forma, sua interacdo ecoldgica deve ser
avaliada com escalas de tempo que envolva as taxas de mudancga na composicao de espécies e
biomassa. Sendo a variabilidade sucessional da comunidade perifitica um dos processos mais
estudados pelos pesquisadores (FERNANDES; ESTEVES, 2011).

Burkholder (1996) destaca que as propriedades quimicas e fisicas do substrato podem
influenciar a estrutura e o funcionamento do perifiton. Por isso, entender esta relacéo ajuda na
compreensdo da resposta do perifiton as condigdes ambientais e no aprimoramento de
possiveis programas de biomonitoramento.

Estudos demonstram que a comunidade perifitica sofre as mesmas alteracdes que
afetam a comunidade fitoplancténica. Temperatura da agua, intensidade luminosa,
disponibilidade de nutrientes sdo alguns dos fatores fundamentais no crescimento, reproducao
e sucessao das algas perifiticas (TUNDISI; TUNDISI, 2008).

Portanto, a temperatura da agua tem efeito direto sobre o perifiton, podendo este estar
adaptado a diferentes condi¢bes de luminosidade. Dessa maneira, comunidades adaptadas a
baixas intensidades luminosas apresentam crescimento mais lento, mas a biomassa acumulada
final é quase a mesma das comunidades adaptadas a intensidades luminosas mais altas e com
crescimento mais rapido (TUNDISI; TUNDISI, 2008).

Marcus (1980) estudando a comunidade periférica em resposta a eutrofizacdo na
jusante do ResevatdrioHyalite, em Montana, Estados Unidos, demonstrou que as descargas no
corrego estimulou a produtividade, aumentou as propor¢des de clorofila a nos acumulos
organicos e aumentou a diversidade de espécies de diatoméaceas. Além disso, o autor observou
que o aumento da diversidade ocorre quando as condigdes de enriquecimento se aproximam
do ponto 6timo, seguido do declinio na diversidade quando o 6timo € ultrapassado. A
dominéncia de diatoméaceas perifiticas em sitios menos ricos também demonstrou ser uma
competicdo entre taxons com eficiéncias diferentes na aquisicdo e incorporacdo de baixas

concentragdes de nitrogénio.
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Segundo Fernandes e Esteves (2011), a comunidade perifitica € heterogénea, com
padrdes generalizados na colonizagdo e na sucessdo. Estudos de colonizagdo e sucessdo
registram trés fases basicas nesse processo. A primeira fase, a fase inicial, € caracterizada pela
colonizacdo de organismos de pequeno porte e elevada taxa de crescimento, como algas
unicelulares e bactérias. A segunda fase, denominada fase exponencial, € representada pela
colonizagdo de algas unicelulares de maior tamanho, algas coloniais e filamentosas, com
morfologia mais complexa. J& na ultima fase, a fase madura ou estaciondria, apresenta maior
complexidade formas, maior nimero de organismos e ocorréncia de perifiton secundario.

Varios trabalhos evidenciam a influéncia de eventos de disturbios na estabilidade da
comunidade de algas perifiticas. Peterson e Stevenson (1992) avaliaram a importancia da
duracdo do distarbio na resisténcia e resiliéncia da comunidade de algas perifiticas. A
influéncia do distarbio hidrolégico também foi observada no estudo de Murakami, Bicudo e
Rodrigues (2009) onde observaram o efeito da perturbagdo hidrolégica na estabilidade de

algas perifiticas durante 10 anos.

2.6 Variabilidade sucessional

Um dos processos mais estudados pelos pesquisadores é a variabilidade sucessional da
comunidade perifitica. O estabelecimento da comunidade perifitica nos substratos tende a
ocorrer da seguinte forma: com estrutura simples nos estagios iniciais, e as trocas com o meio
circundante sdo muito importantes, dominada por bactérias e algas com alta taxa de
crescimento, com o decorrer do tempo, as espécies com tempo de geracdo mais longo vao se
estabelecendo e as trocas com 0 meio se tornam pouco significantes Fernandes e Esteves
(2011).

Ressalta-se que distrbios como turbuléncia provocada pelo vento e/ou por intensa
precipitacdo e os pulsos de inundacdo podem representar reversdes nas fases sucessionais,
fazendo o processo regredir a estagios iniciais devido a desagregacdo dos organismos. Perdas
na comunidade perifitica sdo representadas, principalmente por herbivoria e desprendimento
mecanico do material Fernandes e Esteves (2011).

Varios trabalhos tém evidenciado a importancia do perifiton na produtividade total de
lagos e rios. Destacam-se os estudos de Ferragut et al.(2011), que compararam sazonalmente
a biomassa e a composicdo quimica do perifiton sobre substrato artificial e peciolo de

Nymphaea spp. e Utricularia foliosa e, mais recentemente, o trabalho sobre Variacdo sazonal
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da biomassa, do estado nutricional e da estrutura da comunidade de algas perifiticas
desenvolvida sobre substrato artificial e Utricularia foliosa feito por Santos (2012).
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SMETODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma pesquisa descritiva onde procurou-se elaborar
um manualpara coleta e analise de perifiton e nutrientes em ambientes aquaticos
continentais.

Para a elaboracdo do manual foram consultadas literaturas especificas onde
constam metodologias voltadas para o estudo do perifiton. Apds a consulta, parte das
metodologias foram testadas para sanar qualquer problema durante os procedimentos.

O manual foi dividido em tréspartes: A primeira trata dos procedimentos de coleta
do perifiton e amostras de 4gua do ambiente; A segunda trata da analise fixacdo e anélise
do perifiton em laboratério; A terceira trata da analise quimica dos nutrientes encontrados
na dgua, bem como da determinacdo da clorofila a e peso seco livre de cinzas.

Para analise do perifiton foram abordadas as metodologias para:

a) Analise qualitativa: consiste na identificacdo dos taxons;

b) Anélise quantitativa: consiste na abundancia de cada taxon;
c) Peso seco livre de cinzas.

d) Clorofila a.

Para a analise dos nutrientes da agua foram abordadas as metodologias para:

a) Amonia;

b) Nitrato;

c) Nitrito;

d) Nitrogénio total;
e) Fosfato;

f) Fésforo Total.

Para a analise dos nutrientes da agua, foram utilizadas as metodologia padrdes
contidas nos Métodos Padronizados paraoExame de Aguae Esgoto (Standard Methods for
the examination of water and wastewater) de 1998, com traducgéo livre de Leonardo L.

Ribeiro.
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4 RESULTADOS E DISCURSOES

A presente sucessdo traz o contelido pertencente ao manual no que concerne a coleta e
analise do perifiton e agua de ambientes aquaticos continentais.

Todas as informaces contidas referem-se a coleta de perifiton em tréplica de apenas
um ponto amostral, sendo que para mais pontos esta quantidade deve ser extrapolada.

4.1 Coleta do Perifiton

As coletas ndo podem ser efetuadas sob a influéncia de enxurradas. Por este motivo,
sempre que ocorrer uma enxurrada espera-se 0 tempo necessario, até que a transparéncia da
agua permita ver o fundo (INAG, 2008).

4.1.1 MATERIAL DE CAMPO

e Macacéo pantaneiro;

e Pinca;

e Tesoura de poda;

e 12 frascos de plastico com boca larga (aproximadamente 250 ml);

e 3 frascos de plastico de 1000 ml;

e Agua destilada;

e Frasco de esguicho para agua destilada;

o Fita propria para etiquetar;

e Ficha de campo;

e Disco de secchi;

e Isopor;

e Gelo;

e Sonda multiparamétrica com sensores de (temperatura, condutividade, ph, oxigenio
dissolvido);

e Sistema de posicionamento global (gps);

e Maquina fotogréfica.
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4.1.2 PROCEDIMENTOS

1.Preencher o cabecalho da ficha de campo;

2.Aferir com sonda simples/multiparamétrica a temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/l),
pH e condutividade (uS/cm);

3. Medir as coordenadas através do GPS;

4.Medir a transparéncia utilizando o disco de Secchi;

5.Etiquetar todos frascos contendo o nome da institui¢do; dia, més e ano; pontos de coleta;

6. Enumerar os frascos para analise da clorofila o, peso seco, qualidade, quantidade e analise
fisico-quimico da agua;

7. Colocar um pouco de agua destilada para arejar o ambiente interno do frasco antes de
introduzir o substrato no frasco;

8. Selecionar um local onde ocorre a menor interferéncia no ecossistema;

9.Fechar bem, se necessario com parafilme, e armazenar os frascos em isopor contendo gelo
Seco;

10. Reservar um isopor com gelo especifico para cada ponto de coleta, evitando assim
possiveis erros ou trocas de materiais de diferentes pontos de coleta;

11.Terminar o preenchimento da ficha de campo;

12.Transportar as amostras para o laboratdrio, preferencialmente no proprio dia da
amostragem e tomando todas as precaucfes para assegurar a integridade da amostra entre a

colheita e a analise;

4.1.3 COLETA DO PERIFITON E DA AGUA

1. Escolhe o local onde o0 ambiente sofre menos influéncia da acdo antropica;

2. Selecione ramo e/ou substrato de macrofitas semelhantes em textura e tamanho, evitando-
se 0s substratos expostos;

3. Com o auxilio de uma pinca e tesoura, retire possiveis restos de folha presente no peciolo
gue possa alterar a comunidade perifiticas durante a raspagem;

4.Cologue o ramo dentro do frasco até topar no fundo e depois levante um pouco e corte-o de
forma que o tamanho dos substrato sejam semelhantes;

5. Colete em cada frasco de 250 mL, um peciolo de macréfita em estddo adulto, distribuidos
de forma aleatoria para andlise sendo;

6. Colete em cada frasco de 1000 L agua proximo aos local de coleta do perifiton;
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7.Acondicione o frasco contendo o perifiton no isopor com gelo especifico para cada ponto de

coleta;

4.2 Raspagem e filtragem do Perifiton

1. Retire o peciolo do frasco e raspe suavemente em uma placa de Petri utilizando uma lamina
de bisturi coberta com papel aluminio;

2. Acondicione o liquido obtido no mesmo frasco para fazer a filtragem;

3. Apds a raspagem e acondicionamento do liquido, merca a area do peciolo;

4. Filtre a amostra na bomba a vacuo utilizando micro Filtro de Fibra de Vidro — Wharman
GF/C (diametro 47 mm, poro 0,5 um, Cat. No. 1822047);

5. Utilize filtros calcinados para a filtragem das amostras para a analise do peso seco;

6. Use filtros ndo calcinados para a filtragem das amostras para a analise do clorofila a;

7. Apos a filtragemDobrar e guardar os filtros em papel aluminio, com todas as informaces
necessarias:Data, Ponto de ColetaeNUmero da coleta;

8. Guardar os filtros no freezer e analisar em até 3 meses;

4.3 Analise qualitativa do perifiton

1. Utilize os mesmos procedimento de raspagem descrito no item 4.2;

2. Acondicione-o no mesmo frasco de coleta;

3.Fixe o liquido obtido utilizando sete a oito gotas de solugdotranseau para uma amostra de
50 ml;

4. Coloqgue - 0 na geladeira a uma temperatura de 4°C;

5. Utilize o microscépio 6tico para a andlise e identificacdo do perifiton;

4.4 Analise quantitativa do Perifiton

1. Utilize os mesmos procedimento de raspagem descrito no item 4.2;

2. Acondicione-o no mesmo frasco de coleta;

3.Fixe o liquido obtido utilizando sete a oito gotas de solugdo lugol acético 0,5% para uma
amostra de 50 ml;

4. Enrole-oem papel aluminio e cologue na geladeira a uma temperatura de 4°C;

5. Utilize o microscopio invertido para contagem do perifiton;
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4.5 Analise dos Nutrientes.

4.5.1INITROGENIO (AMONIA) — NH3 - METODO DO FENATO

I. Discussao Geral

a. Principios: Um composto intensamente azul, indofenol, é formado pela reacdo de aménia,
hipoclorito, e fenol, catalizado por nitroprussiato de sodio.

b. Interferéncias: Complexando magnésio e calcio com citrato elimina a interferéncia
produzida pela precipitacdo desses ions em pH alto. Ndo h& interferéncia de outras formas
trivalentes de nitrogénio. Remova a turbidez interferente por destilacao ou filtracdo. Se sulfito
de hidrogénio esta presente, remova acidificando as amostras para pH 3 com HCI diluido e

aeracdo vigorosa até que o odor de sulfito ndo possa ser detectado.

I1. Aparelhos
Espectrofotdmetro para uso a 640 nm com caminho Optico de 1 cm ou maior.
I11. Reagentes

a) Solucdo de Fenol: Misture 11,1 mL de fenol liquefeito (>89%) com alcool etilico
95% v/v para um volume final de 100 mL. Prepare semanalmente. CUIDADO: use luvas e
protecdo para os olhos quando manusear o fenol; use boa ventilagcdo para minimizar toda
exposicao pessoal a essa substancia toxica volatil.

b)Nitroprussiato de Sédio, 0,5% p/v: Dissolva 0,5 g de nitroprussiato de sédio em 100
mL de agua deionizada. Armazenar em frascos ambar por até um més.

c)Citrato alcalino: Dissolva 200 g de citratotrisodico e 10 g de hidréxido de sddio em
agua deionizada. Dilua para 1000 mL.

d. Hipoclorito de Sédio, solu¢do comercial, cerca de 5%. Esta solucdo se decompde
lentamente uma vez que o selo na tampa da garrafa é quebrado. Substitua a cada 2 meses.
e. Solucédo oxidante: Misture 100 mL da solucéo de citrato alcalino com 25 mL de hipoclorito
de sodio. Prepare diariamente.

f) Solucdo-estoque de amonia: Dissolva 3,819 g de NH4CI anidro (seco a 100°C) em
agua, e dilua para 1000 mL; 1,00 mL = 1,00 mg N = 1,22 mg de NHs.
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g) Solugdes-padrdo de aménia: Use a solucdo-estoque de amdnia e agua para preparar

uma curva de calibragcdo numa faixa apropriada para as concentragdes das amostras.

IV. Procedimento

Para uma amostra de 25 mL em um erlenmeyer de 50 mL, adicione, com intensa
agitacdo ap0ds cada adi¢cdo, 1 mL da solucédo de fenol, 1 mL da solucéo de nitroprussiato, e 2,5
mL da solu¢do oxidante. Cuba as amostras com uma tira de filme plastico ou de parafina.
Deixe a cor desenvolver a temperatura ambiente (22 a 27°C) ao abrigo da luz por pelo menos
1 h. A cor é estavel por 24 h. Meca a absorbancia a 640 nm. Prepare um branco e pelo menos
dois outros padrées diluindo a solucdo estoque de aménia dentro da faixa de concentracdo das

amostras. Trate os padrdes como amostras.

V. Calculos

Prepare uma curva-padrdo plotando as leituras de absorbancia dos padrdes contra as
concentracdes de amonia dos mesmos. Calcule as concentracGes das amostras comparando a

absorbancia das amostras com a curva-padréo.

V1.Sugestdo para curva de calibracao

A partir da solucdo-estoque de amdnia (1,22 mg/mL = 1220 mg/L), prepare um litro
de solucdo intermediaria de 1000 mg/L completando 820 mL da solucdo para 1000 mL.
Diluindo-se 1 mL da solucdo intermediaria para um litro, tem-se a solucdo padrdo de 1,0
mg.L. Para obter os padrbes de 0,500, 0,200, 0,100, 0,050, 0,020, 0,010, mg/L, prepare
diluicdes do padréo de 1,0 mg/L como demonstrado abaixo.

Padrao Pipetar Para
mg/L Ml mL
0.500 50 100
0.100 10 100
0.050 5 100
0.020 2 100

0.010 1 100
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452NITRITO- NO, - METODO COLORIMETRICO

I. Discussao Geral

a) Principio: Nitrito (NO; ) é determinado através da formacdo de um azo roxo
avermelhado lavado produzido em pH de 2,0 a 2,5 combinando sulfanilamida diazotizada
com N-(1-naphthyl) -ethylenediaminadihydrochloride (NED dihydroclhloride). A amplitude
aplicavel deste método para medidas espectrofotométricas ¢ de 10 a 1000 ug NO, -N/L.
Medidas fotométricas podem ser feitas para a amplitude de 5 a 50 pg NO, -N/L se um
caminho 6ptico de 5 cm em um filtro de cor verde sdo usados. O sistema de cor obedece a lei
de Beer acima de 180 pg NO; -N/L com um caminho optico de 1 cm a 543 nm.
Concentragdes de ug NO, mais elevadas podem ser determinadas diluindo a amostra.

b) Interferéncias: incompatibilidade quimica o torna distinguivel quando NO, , cloreto
livre, e tricloreto de nitrogénio (NCI3) coexistirem. NCl3 apresenta uma falsa cor vermelha
quando o reagente de cor é adicionado. Os seguintes ions interferem por causa da precipitacao
sobre condices de teste e devem estar ausentes: Sb**, Au**, Bi**, Fe*", Pb?*, Hg?*, Ag",
cloroplatinato (PtCl¢®), e metavanadato (VO3%). fon clprico pode causar baixos resultados
por catalisar a decomposicao do sal de diazénio. fons coloridos que alteram o sistema de cor
também devem estar ausentes. Remova os sélidos suspensos por filtracéo.

c) Armazenamento de amostras: Nunca use preservacdo acida para amostras a serem
analisadas para NO, . Faca a determinacdo prontamente em amostras frescas para prevenir a
conversdo bacteriana de NO, para NOs ou NHgs. Para preservacao de curta duracdo de 1 a 2

dias, congele a -20°C ou armazene a 4°C.

I1. Aparelhos

a) Equipamento colorimétrico: um dos seguintes é necessario:
Espectrofotdmetro, para uso a 543 nm, provendo um caminho 6ptico de 1 cm ou maior.
b) Fotdmetro de filtro, provendo um caminho 6ptico de 1 cm ou maior e equipado com

um filtro verde tendo uma transmitancia maxima préximo a 540 nm.

I11. Reagentes
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a). Agua livre de nitrito: Se ndo se sabe que a agua destilada ou desmineralizada esta
livre de NO, , use um dos seguintes procedimentos para preparar agua livre de nitrito:

1) Adicione a 1 L de &gua destilada um pequeno cristal de KMnQ, e tanto Ba(OH), ou
Ca(OH),. Redestile em um aparelho todo de vidro de borosilicato e descarte os 50 mL iniciais
do destilado. Colete a fracdo destilada que esta livre de permanganato; uma cor vermelha com
reagente PDP (Secgédo 4500-Cl.F.2b) indica a presenga de permanganato.

2) Adicione 1 mL de H,SO4conc e 0,2 mL de uma solucdo de MnSO, (36,4 g de
MnSQO,*H,0/100 mL de &gua destilada) a cada L de &gua destilada, e torne réseo com 1 a
3mL de solu¢do de KMnO, (400 mg KMnO,/L de agua destilada). Redestile como descrito no
parédgrafo anterior. Use &gua livre de nitrito na preparacao de todos os reagentes e diluicGes.

b) Reagente de cor: para 800 mL de agua, adicione 100 mL de &cido fosforico 85% e
10 g de sulfanilamida. Depois de dissolver a sulfanilamida completamente, adicione 1 g de N-
(1-Naphthyl)-ethylenediaminedihydrocloride. Misture para dissolver, entdo dilua para 1 L
com &gua. A solucdo é estavel por cerca de um més quando guardado em um frasco escuro no
refrigerador.

c) Oxalato de Sédio, 0,025 M (0,05 N): Dissolva 3,350 g de Na,C,0,, grade padrao
primaria, em agua e dilua para 1000 mL.

d) Sulfato de Ferro Il e Amobnio, 0,05 M (0,05 N): Dissolva 19,607 g de
Fe(NH4)2(SO4)226H,0 mais 20 mL de H2SO4 conc em agua e dilua para 1000 mL. Padronize
como na seccao 5220B.3d.

e) Solucdo-estoque de Nitrito: O reagente comercial de grade NaNO, ensaia em menos
de 99%. Devido ao NO, ser oxidado prontamente na presenca de umidade, use uma garrafa
limpa de reagente para preparar e armazenar a solugdo-estoque e mantenha as garrafas
vedadas contra o livre acesso de ar quando ndo em uso. Para determinar o conteudo de
NaNO,,adicione um excesso conhecido da solucdo padrdo de KMnO,4 0,01 M (0,05 N) (ver h
abaixo), descarregue a cor do permanganato com uma quantidade conhecida do padrdo
redutor como Na;C,04 0,025 M ou Fe(NH4)2(SO4),6H,O 0,05 M, e contra-titule com a
solucdo-padrdo de permanganato.

1) Preparacédo da solucdo-estoque — Dissolva 1,232 g de NaNO, em &gua e dilua para
1000 mL; 1,00 mL =250 pg N. Preserve com 1 mL de CHCls.

2) Padronizagdo da solucdo-estoque de nitrito — Pipete, na ordem, 50,00 mL do
KMnO, 0,01 M (0,05 N) padrdo, 5 mL de H,SO4conc, e 50,00 mL da solucdo-estoque de
NO, em um frasco ou garrafa de vidro esmerilhado. Submirja a ponta da pipeta bem abaixo

da superficie da solucdo acido-permanganato enquanto adicionar a solucdo-estoque de NO; .
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Agite gentilmente e aqueca a 70-80°C em uma chapa aquecedora. Descarregue a cor do
permanganato adicionando porc¢des de 10 mL suficientes do padrdo de Na,C,0O4 0,025 M.
Titule o excesso de Na,C,0, com KMnQO,4 0,01 M (0,05 N) para o ponto de viragem roseo
palido. Faca um branco com &gua durante o procedimento e faca as correces necessarias no
calculo final como mostrado na equagao abaixo.

Se a solucdo padrdo do sulfato de ferro Il e amonio 0,05 M for substituida por
Na,C,0,, omita o aquecimento e extenda o periodo de reacéo entre KMnO, e o Fe®* para 5
min antes de fazer a titulacao final do KMnO,.

Calcule o contetido de NO, -N da solugdo-estoque pela seguinte equacéo:

[BxC)—(DXE)]x7
F

onde:
A =mg NO; -N/L na solucgdo-estoque de NaNOg,
B = mL total de KMnO, usado,
C = normalidade do KMnQ, padréo,
D = mL total do redutor padréo adicionado.
E = normalidade do redutor padréo, e
F = mL da solugéo estoque de NaNO, usada na titulag&o.

A cada 1,00 mL de KMnO, 0,01 M (0,05 N) consumido pela solucdo de NaNO,
corresponde a 1750 pg de NO, -N.

f) Solucdo Intermediaria de Nitrito: Calcule o volume G da solugdo-estoque de NO,
requerido para a solucdo intermediaria de NO, de G = 12,5/A. Dilua o volume G
(aproximadamente 50 mL) para 250 mL com agua; 1,00 mL = 50 pug N. Prepare diariamente.

g) Solucédo Padrdo de Nitrito: Dilua 10,00 mL da solucdo intermediaria de nitrito para 1000
mL com agua; 1,00 mL = 0,500 pg N. Preparar diariamente.

h)Titulante Padrdo de permanganato de Potassio, 0,01 M (0,05 N): Dissolva 1,6g de
KMnO, em 1 L de agua destilada. Mantenha em uma garrafa esmerilhada ambar e envelheca
por pelo menos uma semana. Decante cuidadosamente ou pipete 0 sobrenadante sem
suspender o sedimento. Padronize esta solucdo frequentemente pelo seguinte procedimento:

Pese a 0,1 mg mais proxima varias amostras de 100 a 200 mg de Na,C,04 anidro em
béqueres de 400 mL. Para cada béquer, por sua vez, adicione 100 mL de &gua destilada e
misture para dissolver. Adicione 10 mL de H,SO,4 1 + 1 e aquega rapidamente de 90 a 95°C.

Titule rapidamente com a solucdo de permanganato a ser padronizada, enquanto agita, para
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um ponto de virada levemente roseo que persiste por pelo menos 1 min. Ndo deixe a
temperatura cair abaixo de 85°C. Se necessario, aqueca 0s conteldos dos béqueres
continuamente durante a titulacdo; 100 mg consumira cerca de 6 mL de solucdo. Corra um
branco com agua destilada e H,SO,.

g Nay (04

Normalidade do KMnO, = (A —B) x 0,33505

onde:
A = mL do titulante para a amostra, e

B = mL do titulante para o branco.

Tire a média dos resultados de varias titulacGes.

1VV. Procedimentos

a. Remocdo dos Solidos Suspensos: se a amostra contém sélidos suspensos, filtre
através de uma membrana de filtro com 0,45 pm de diametro de poro.

b. Desenvolvimento da cor: se 0 pH da amostra ndo esta entre 5 e 9, ajuste para esta
amplitude com HCI 1 N ou NH4OH quando necessario. Para 50 ml de amostra, ou uma
porcao diluida para 50 mL, adicione 2 mL do reagente de core misture.

c. Medida fotométrica: entre 10 min e 2 h depois de adicionar o reagente de cor as
amostras e padrdes, meca a absorbancia a 543 nm. Como uma guia, use 0s seguintes
caminhos 6pticos para as concentracGes de NO, -N indicadas:

Caminho NO; -N

Optico ng/L
cm
1 2-25
5 2-6
10 <2

V. Calculos

Prepare uma curva-padrdo plotando as absorbancias dos padrGes contra as

concentracdes de NO, -N. Calcule as concentragdes das amostras a partir da curva.
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4.5.3 NITROGENIO (NITRATO) - NO; METODO DA REDUCAO POR CADMIO

I. Discussao geral

a. Principio: NO3 € reduzido quase quantitativamente a nitrito (NO, ) na presenca de
cadmio (Cd). Este método usa granulos de cadmio comercial tratado com sulfato de cobre
(CuS0O,) e acondicionado em uma coluna de vidro.

O produzido entdo é determinado pela diazotizagdo com sulfanilamida e conjugacao
com N-(1-naphthyl)-ethylenediaminedihydrochloride para formar um azo dye altamente
colorido que é medido colorimetricamente. Uma correcdo deve ser feita para qualquer NO,
presente na amostra pela analise sem o passo da reducao. A amplitude aplicavel deste método
é de 0,01 a 1,0 mg NO3 -N/L. O método é recomendado especialmente para niveis de NO3
abaixo de 0,1 mg N/L, onde outros métodos perdem acurécia.

b. Interferéncias: Materiais suspensos na coluna restringirdo o fluxo da amostra. Para
amostras tarbidas, ver JA.1. Concentracdes de ferro, cobre, ou outros metais acima de varias
miligramas por Litro reduzem a eficiéncia da coluna. Adicione EDTA as amostras para
eliminar esta interferéncia. Oleo e graxas cobrirdo a superficie do Cd. Remova pela pré-
extragdo com um solvente orgénico (ver Seccdo 5520) O cloreto residual pode interferir
oxidando a coluna de Cd, reduzindo sua eficiéncia. Cheque amostras por cloreto residual (ver
métodos de DPD na Secc¢do 4500-Cl). Remova o cloreto residual adicionando uma solucgéo de
tiosulfato de sédio (Na,S,03) (Seccdo 4500-NH3.B.3d). A cor da amostra que absorve a cerca
de 540 nm interfere.

I1. Aparelhos

a. Coluna redutora: Compre ou construa a coluna* (Figura 4500- NO3 :1) a partir de
uma pipeta volumétrica de 100 mL removendo a porcao superior. A coluna também pode ser
construida com duas pecas de tubo juntas pelas extremidades: junte um tubo de 10 cm de
comprimento e 3 cm de DI com um de 25 cm de comprimento e 3,5 cm de DI. Adicione uma
valvula para controlar o fluxo.

b. Equipamento colorimétrico; Um dos seguintes é necessario:
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1) Espectrofotdmetro, para uso a 540 nm, provendo um caminho 6ptico de 1 cm ou
maior.

2) Fotbmetro de filtro, provendo um caminho optico de 1 cm ou maior e equipado com
um filtro tendo uma transmitancia maxima proximo a 540 nm.

I11. Reagentes

a. Agua livre de nitrato: Use agua redestilada ou destilada e deionizada de alta pureza.
A absorbancia do branco com os reagentes preparada com esta dgua nao deve exceder 0,01.
Use-a para preparar todas as solucdes e diluicOes.

b. Granulos de cobre-cadmio: lave 25 g de granulos de Cd novos ou usados, com
granulagdo de 20 a 100" com HCI 6N e rinse com 4gua. Mexa o Cd com 100 mLde uma
solucdo de CuSO4 2% por 5 min ou até a cor azul parcialmente esvanecer. Decante e repita
com CuSO, fresco até um precipitado coloidal marrom comecar a se desenvolver.
Gentilmente lave com dgua para remover todo o Cu precipitado.

c. Reagente de cor: Prepare como explicado na Secgdo 4500-NO, B.3b.

d. Solucdo de cloreto de amonio-EDTA: Dissolva 13 g de NH,Cl e 1,7 g de
Etilenodiaminatetraacetatodisodico (EDTA) em 900 mL de agua. Ajuste o pH para 8,5 com
NH,OH conc e dilua para 1 L.

e. Solucéo diluida de cloreto de amoénio-EDTA: Dilua 300 mL da solucdo de NH4CI-
EDTA para 500 mL com &gua.

f. Acido hidroclorico: HCI, 6N.

g. Solucdo de sulfato de cobre, 2%: Dissolva 20 g de CuSO4+5H,0 em 500 mL de
agua e diluaparal L.

h. Solugdo estoque de nitrato: Seque nitrato de potassio (KNO3z) em um forno a 105°C
por 24 h. Dissolva 0,7218 g em agua e dilua para 1000 L; 1,00 mL = 100 ug NOs -N.
Preserve com 2 mL de CHCL3/L. Esta solucdo é estavel por pelo menos 6 meses.

i. Solucdo intermedidria de nitrato: Dilua 100 mL da solucéo estoque de nitrato para
1000 mL com é&gua. 1,00 mL = 10,0 ug NOs -N. Preserve com 2 mL de CHCL3/L. Esta
solucdo é estavel por 6 meses.

j. Solucdo estoque de nitrito: ver Secgdo 4500- NO, . B.3e.

k. Solucdo intermediaria de nitrito: ver Sec¢do 4500- NO,.B.3f.

. solugéo de nitrito funcional: Dilua 50,0 mL da solucdo intermediaria de nitrito para 500 mL

com &gua livre de nitrito; 1,00 mL =5 ug NO; -N.
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1V. Procedimento

a. Preparacdo da coluna de redugéo: Insira uma |& de vidro na base da coluna de
reducdo e encha com &gua. Adicione uma quantidade adequada de granulos de Cu-Cd para
produzir uma coluna de 18,5 cm de comprimento. Mantenha a &gua acima do nivel dos
granulos de Cu-Cd para prevenir o aprisionamento de ar. Lave a coluna com 200 mL da
solucdo diluida de NH,CI-EDTA. Ative a coluna passando por ela a 7-10 mL/min, pelo
menos 100 mL de uma solucdo composta por 25% de um padrédo de 1,0 mg NO3z -N/L e 25 %
da solucédo de NH,CI-EDTA.

b. Tratamento da amostra:

1) Remocéo da turbidez — filtre amostras turbidas através de uma membrana com 45
um de diametro de poro. Teste os filtros contra contaminag&o por nitrato.

2) Ajuste do pH. Ajuste o ph entre 7 e 9, quando necessario, usando um ph-metro e
HCI ou NaOH diluidos. Isto certifica um pH de 8,5 apds a adicao da solucdo de NH,CI-EDTA

3) Reducédo da amostra: para uma amostra de 25,0 mL ou uma porcéo diluida para 25
mL, adicione 75 mL da solucdo de NH,CI-EDTA e misture. Passe a mistura pela coluna e
colete a uma taxa de 7 a 10 mL/min. Descarte os primeiros 25 mL. Colete o restante no frasco
original. N&o ha a necessidade de lavar a coluna entre as amostras, mas se a coluna ndo for
reusada por algumas horas ou mais, passe 50 mL da solucdo diluida de NH,CI-EDTA até o
topo e deixe- passar através do sistema. Guarde a coluna de Cu-Cd nesta solugcdo e nunca a
deixe secar.

4) Desenvolvimento da cor e sua mensuracdo — tdo breve quanto possivel, e ndo mais
do que 15 min apo6s a reducdo, adicione 2,0 mL do reagente de cor a 50 mL da amostra e
misture. Entre 10 min e 2 h, mensure a absorbancia a 543 nm contra um branco de agua
destilada e reagentes. NOTA: Se a concentracdo de NO3; exceder a curva padrdo (cerca de
1 mg N/L) use a amostra reduzida restante para preparar uma diluicdo apropriada e analise
novamente.

c. Standard: Use a solucdo intermediaria de NO3 -N, prepare padrfes numa amplitude
de 0,05 1,0 mg NOs -N/L diluindo os seguintes volumes para 100 mL em frascos
volumetricos: 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, e 10,0 mL. Faca a reducdo dos padrfes exatamente como

descrita para as amostras. Compare pelo menos um padrdo de NO, com um padrdo de NO3z
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reduzido na mesma concentracdo para verificar a eficiéncia da coluna. Reative os granulos de

Cu-Cd como descrito no 3b acima quando a eficiéncia da coluna cair abaixo de 75%.

V. Calculos

Obtenha uma curva padréao plotando a absorbancia dos padrdes contra as concentracoes
de NO3; -N. Compute as concentracfes das amostras a partir da curva padrdo. Reporte como
miligramas de N oxidado por litro (a soma do NO3; -N mais NO, -N) a menos que a
concentracdo de NO, -N seja determinada separadamente e subtraida.

4.5.4 FOSFOROTOTAL

I. Método da digestdo por persulfato

a. Aparelhos:

1) Chapa aquecedora: uma superficie aquecedora de 30 x 50 cm é adequada.

2) Autoclave: uma autoclave ou panela de presséo capaz de desenvolver de 98 a 137
kPa pode ser usada no lugar da chapa aquecedora.

3) Scoop de vidro: para manter a quantidade requerida de cristais de persulfato.

b. Reagentes:

1) Soluc¢do aquosa do indicador fenolftaleina.

2) Solucdo de acido sulfarico 30%. Adicione cuidadosamente 300 mL de H,SO,conc a
600 mL de agua destilada e dilua para 1 L com agua destilada.

3) Persulfato de amonio, (NH,;).S,0g, solido, ou persulfato de potéssio, K;S,0Os,
solido.

4) Hidroxido de s6dio, NaOH, 1 N.

c. Procedimento: use 50 mL ou uma porcdo avaliavel de uma amostra mista.
Adicione 0,05 mL (1 gota) da solucdo de indicador fenolftaleina. Se uma coloragéo
avermelhada se desenvolve,adicione H,SO, 30% gota a gota para descarregar a cor. Entdo
adicione 1 mL de H,SO,4 30% e 0,4 g de (NH,)2S,0g ou 0,5 g de K;S,0s.

Ferva gentilmente numa placa preaquecida por 30-40 min ou até que um volume final
de 10 mL seja alcangado. Compostos organofosforados como AMP podem requerer de 1,5 a 2

h para uma digestdo completa. Resfrie, Dilua para 30 mL com agua destilada, adicione 0,05
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mL (1 gota) da solucdo de indicador fenolftaleina, e neutralize para uma coloragdo rosea
palida com NaOH. Alternativamente, aque¢a por 30 min em uma autoclave ou panela de
pressdo a 98-137 kPa. Resfrie, adicione 0,05 mL (1 gota) da solucdo de indicador
fenolftaleina, e neutralize para uma coloracdo résea palida com NaOH. Dilua para 100 mL
com agua destilada. Em algumas amostras, um precipitado pode se formar neste estagio, mas
ndo filtre. Para qualquer subdivisdo subsequiente da amostra, agite bem. O precipitado (que €
possivelmente um fosfato de célcio) redissolve em condicGes acidas to teste colorimétrico do
teste do fosforo reativo. Determine o fésforo pelos Métodos C, D ou E, para 0s quais uma
curva de calibracdo tenha sido construida pela anélise de padrdes tratados pela digestdo com

persulfato.

4.5.5 FOSFORO (METODO DO ACIDO ASCORBICO)

I. Discussao Geral

a. Principio: Molibdato de amonio e tartarato de potassio e antiménio reagem em meio
acido com ortofosfato para formar um heteropoliacido — acido fosfomolibdico — que é
reduzido para uma intensa coloracéo azul de molibdénio pelo &cido ascérbico.

b. Interferentes: Arsenatos reagem com o reagente molibdato para produzir uma
coloracdo azul similar a formada com o fosfato. Concentracdes tdo baixas quanto 0,1 mg As/L
interferem com a determinacdo do fosfato. Cromo hexavalente e NO, interferem para dar
resultados cerca de 3% abaixo em concentracfes de 1 mg/L e de 10 a 15% abaixo a 10 mg/L.
Sulfida (NayS) e silicato ndo interferem a concentragdes de 1,0 e 10 mg/L.

c. Concentragdo minima detectavel: Aproximadamente 10 pg P/L. As amplitudes de P

sdo de:

Amplitudede
P Caminho

Aproximada Optico

mg/L Cm
0,30-2,00 0,5
0,15-1,30 1,0

0,01-0,25 50
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Il. Aparelhos

a. Equipamento colorimétrico: um dos seguintes é necessario:

1) Espectrofotobmetro, com foto tubo infravermelho para uso a 880 nm, com um
caminho éptico de 2,5 ou maior.

2) Fotdmetro de filtro, equipado com um filtro vermelho e um caminho oOptico de 0,5
cm ou maior.

b. Vidraria lavada com acido.

I11. Reagentes

a. Acido sulfarico, H,SO,, 5N: Dilua 70 mL de H,SO,conc para 500 mL de &gua
destilada.

b. Solucdo de tartarato de potassio e antiménio: dissolva 1,3715g de
K(ShO)C4H40¢+"2H,0 em 400 mL de &gua destilada em um baldo volumétrico de 500 mL e
ajuste para este volume. Guardar em uma garrafa com tampa esmerilhada.

c. Solucdo de molibdato de amonio: Dissolva 20 g de (NH4)sM07024°4H,0 em 500
mL de agua destilada. Guardar em uma garrafa com tampa esmerilhada.

d. Acido ascorbico, 0,1M: Dissolva 1,76 g de &cido ascorbico em 100 mL de &gua
destilada. A solucdo é estavel por cerca de uma semana a 4°C.

e. Reagente combinado: Misture 0s reagentes acima nas seguintes propor¢oes para 100
mL de reagente combinado: 50 mL de H,SO,4 5N, 5 mL da solucdo de tartarato de potéssio e
antiménio, 15 mL da Solucdo de molibdato de aménio, e 30 mL da solucdo de &cido
ascorbico. Misture apos a adi¢do de cada reagente. Deixe todos os reagentes alcancarem a
temperatura ambiente antes de eles serem misturados e adicione-o0s na ordem apresentada. Se
turbidez se forma no reagente combinado, agite e deixe descansar por alguns minutos até a
turbidez desaparecer antes do procedimento. O reagente é estavel por 4 h.

f. Solucdo estoque de fosfato: Dissolva em agua destilada 219,5 mg de KH,PO, anidro
e dilua para 1000 mL; 1,00 mL = 50,0 ug PO,> -P.

g. Solucéo padrédo de fosfato: Dilua 50,0 mL da solucéo estoque de fosfato para 1000

mL com agua destilada; 1,00 mL =2,50 pg P.
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IVV. Procedimento

a. Tratamento da amostra: pipete 50,0 mL da amostra em um tubo de ensaio limpo e
seco ou em um erlenmeyer de 125 mL. Adicione 0,05 mL (1 gota) do indicador fenolftaleina.
Se ficar vermelho, adicione a solugdo de H,SO, 5N gota a gota até descarregar a cor.
Adicione 8,0 mL do reagente combinado e agite vigorosamente. Depois de no minimo 10
min, mas ndo mais que 30 min, mensure a absorbancia de cada amostra a 880 nm, usando um
branco com os reagentes como referéncia.

b. correcdo para a turbidez ou coloracéo interferente: A cor natural da 4gua geralmente
ndo interfere no alto comprimento de onda empregado. Para aguas com alto nivel de
coloracdo ou tarbidas, prepare um branco adicionando todos os reagentes exceto o acido
ascorbico e o tartarato de potassio e antiménio a amostra. Subtraia o valor da absorbéancia do
branco da absorbancia de cada amostra.

c. Preparacdo da curva de calibracdo: Prepare curvas padrdo individuais para uma séerie
de seis padrGes com as amplitudes de fosfato indicadas no 1c acima. Use um branco de agua
destilada com o reagente combinado para fazer as leituras fotométricas para a curva de
calibracdo. Plote a absorbancia VS. concentracdo de fosfato para dar uma linha reta passando
pela origem. Teste pelo menos um padrdo de fosfato com cada bateria de amostras.

V. Célculos

mg P (em aproximadamente 58 mL

de volume final
P/L =
mg P/ mL de amostra

) x 1000

6. Precisao e vieses

A precisdo e os valores dos vieses dados na Tabela 4500-P:I s&o para um
procedimento com uma simples solucdo dados na 13?2 edicdo. O presente procedimento difere
nas razoes reagente-amostra, e sem adicdo de solvente, e condicdes &cidas. E superior em
precisdo e vieses a técnica anterior na analise tanto de dgua destilada quanto de agua de rio a
uma concentracdo de 228 ug P/L (Tabela 4500-P:11).
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4.6 Analise da Clorofila A

4.6.1 Extragéo da clorofila

1. Coloque o filtro no almofariz com a ajuda de uma pin¢a. Depois macere-o com o auxilio da
pistilo no escuro a uma temperatura ambiente, utilizando o acetona 90% como dissolvente.

2. Posteriormente a maceragdo o extrato € transferido para um tubo de 10 ml.

3. Coloque o tubo contendo as 10 ml numa centrifugador a 5000 rpm durante dez minutos.

4. Apos a centrifugacdo faz-se a leitura do extrato no espectrofotdmetro Shimadzu UV-210 A
nos comprimentos de onda 663 e 750 nm.

5. Apés a leitura adicione sete a oito gotas de &cido cloridrico para obter a acidificacdo da
amostra.

6. Utilize a equacéo de LORENZEM (1967) para obter as concentracgdes de clorofila a.

7. Deixe os tubos ao abrigo da luz na geladeira por 24 horas.

4.6.2 Leitura das amostras

1. Utilize acetona 90% como branco.

2. Ler as absorbancias em espectrofotdometro nos comprimentos de onda 663 e 750 nm.

3. Apds a leitura, cologue as amostras em recipiente pequeno, acidificar com algumas gotas
de.HCI (1,0 ou 0,5 N) até o pH baixar para 2,6-2,8 (controlar com potenciémetro ou indicador
de pH).

4. Ler a amostra acidificada nos mesmos comprimentos de onda (665 e 750 nm)

Ueess = absorbancia do extrato antes da acidificagdo no A = 665 nm
U7so = absorbancia do extrato antes da acidificagdo no A =750 nm
Asss = absorbancia do extrato depois da acidificacdo no A = 665 nm
Azs0 = absorbancia do extrato depois da acidificacdo no A = 750 nm

V = volume do etanol utilizado (10ml)
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F = fator para equiparar a redugdo em absorbancia para a concentragdo inicial da clorofila
(R/IR-1=1,7/1-1,7 = 2,39)

K = coeficiente de absorcdo da clorofila-a para etanol (1000/87 = 11,49)
V = volume da agua filtrada (L)
L = comprimento da cubeta (cm)

Célculo da clorofila-a (Lorenzen, 1967)

Cl-a (g/l) = [(Usss — Urso) — (Ases — Arso)] .v . F. K

V.L
4.7 Peso Seco Livre de Cinzas

1.Calcine o filtro na mufla durante duas horas a uma temperatura de 450°C.

2. Pese-0 na balanca analitica e anote o valor encontrado.

3. Filtre o material raspado, em filtros de fibra de vidro (GF/C), previamente calcinados.

4. Leve o material obtido a estufa a 70°C por um periodo de aproximadamente 72 horas e pese
obtendo assim o peso seco (PS).

5. Leve novamente o filtro para a mufla por duas horas a 450°C e pese-0 para obter o peso
seco de cinzas (PSC).

6. Ap6s a mufla, pese o filtro novamente e a diferenca entre peso seco inicial (PS) e 0 peso

apos a combustdo (PSC) constituiu o peso seco livre de cinzas (PSLC).
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5 CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que a elaboracdo de um manual especifico para coletar e analisar
do perifiton e os nutrientes aquaticos, servird de auxilio para os estudos da comunidade

perifiticas e dos ambientes aquaticos, indicando os niveis de eutrofizacdo das lagoas e rios.

Dessa forma, o manual utilizado favoreceu umametodologia especifica contendo todas
as informagGes necessarias para a realizacdo da coletasisteméatica do perifiton em ambiente
aquatico bem comoa andlise laboratorial daclorofila a, peso seco, qualidade e quantidade da
comunidade perifitica e nutrientes. Por conseguinte, também foi possivel adequar a
preparacdo de solucbes para a andlise dos nutrientes e do perifiton de forma a facilitar o
desenvolvimento do trabalho e a0 mesmo tempo minimizar possiveis erros com o perifitonnas

pesquisas futuras.

Dentre as dificuldades encontradas menciona-se a auséncia de uma laboratorio
equipado especifico para realizar a analise do perifiton e dos nutrientes sendo necessario,
portanto, adequar os laboratorios existentes da melhor maneira possivel procurando suprir as
necessidades do estudo.Ainda enfatiza-se que esse trabalhopode influenciar positivamente na
aquisicdo de bens e materiais laboratoriais para serem utilizados no desempenho das préximas

pesquisas nesse campo de atuacdo do bidlogo.
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Ficha de Campo (Perifiton)

Ponto de Coleta:

Estacdo do Ano

Data

Manhao (M)

Hora de Inicio

Fim

Cadigo

Tarde (T)

Coletor ou Tecnico

Condic6es Metodoldgicas

pH

Temperatura do ar °C

Sol

Sem vento

Condutividade (uS/cm)

Pouco Nublado

Vento fraco

Profundidade de Secchi (m)

Muito Nublado Vento moderado OD (% sat)
Chuva Vento forte OD (mg/L)
Cordenadas(GPS) | Longuitude: Latitude:

Controle de Qualidade (assinalar com X)

1. A ficha de campo foi preenchida corretamente

2. O numero de frasco para cada ponto estdo correto

3. Todo o material colhido se encontra armazenado

4. Todos os frascos estdo etiquetados

5. Todos os frascos estdo fechados de forma correta

6. Os instrumentos de colheita encontram se todos lavados

Observagoes:




ANEXO II

44

Ficha de Laboratorio (Perifiton)

A. ldentificagdo Taxondmica e Quantificagdo do Perifiton

Data: Ponto de Coleta: NUmero da
amostragem:

Nome do Pesquisador e/ou Técnico que efetuou a identificacao:

Taxon

Especie

Numero Total de Espécies
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Anexo Il — Ficha de Laboratorio (Perifiton)

B. Identificacdo Qualitativa do Perifiton

Data:

Ponto de Coleta: NUmero da
amostragem:

Nome do Pesquisador e/ou Técnico que efetuou a identificacao:

Taxon

Especie

Numero Total de Espécies
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Anexo Il — Ficha de Laboratério (Perifiton)

C. Analise do Peso Seco do Perifiton

Data: Nome do Pesquisador e/ou Técnico que efetuou a identificacao:

Ponto de N° da Peso do Filtro | Peso Seco (PS): | Peso Seco de | Peso Seco

Coleta: Amostragem: | Calcinado: Cinza (PSC): |Livrede
Cinza

(PSLC):
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Anexo Il — Ficha de Laboratério (Perifiton)

D. Analise da Clorofila A do Perifiton

Data: Nome do Pesquisador e/ou Técnico que efetuou a identificacao:

Ponto de | N°da Amostragem | Leitura do Extrato no | Leitura da Acidificacdo |Concentragdo da
Coleta Espectrofotémetro da amostra Clorofila A
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Anexo Il — Ficha de Laboratério (Perifiton)

D. Analise dos Nutrientes

Data: Nome do Pesquisador e/ou Técnico que efetuou a identificacdo:

Ponto |N°da Nitritos (mg | Nitratos (mg | Fésforo Faosforo
de Amostragem | Amonia(mg | NO2/L) NO3/L) Total (mg Total
Coleta NHa/L) P/L) Dissolvido

(mgP/L)




