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RESUMO

Neste capitulo sdo apresentados procedimentos que mostram a viabilidade na construcéo de uma
escala de cores, visando estimar o indice do Estado Trdfico (IET). A escala de cores esta baseada
nos pigmentos clorofilianos do fitoplancton de aguas interiores, em particular a concentracdo de
clorofila a, e permitira acompanhar a evolucdo histérica do IET. Os procedimentos e materiais
sugeridos para compor o “kit clorofila”, conferem baixissimo custo para a construcéo e facilidade
na aplicagdo do kit, sem a tradicional filtragdo (em filtros de fibra de vidro de 0,4 a 0,7 um de
porosidade) e a respectiva determinacdo dos teores do extrato de clorofila mediante a leitura de
absorbancias em espectrofotdmetro. Ao mesmo tempo, também sdo apresentadas sugestfes de

materiais e procedimentos para viabilizar o “kit clorofila” e conferir qualidade a estimativa do IET.
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1INTRODUCAO

A eutrofizacdo pode ser considerada um dos mais graves problemas associado a reducéo da
gualidade das &guas superficiais brasileiras. A falta de acbes e medidas concretas no curto prazo
para conter e reduzir o processo de eutrofizacéo, normamente decorrente do langamento de esgoto
ndo tratado, contribuird para o agravamento da deterioracéo da qualidade das éguas, em particular
na regido metropolitana das grandes cidades brasileiras (POMPEO et d., 2005; POMPEO;
MOSCHINI-CARLOS, 2012).

O fitoplancton é importante constituinte dos ecossistemas aquéticos. Estes organismos
convertem material inorganico em matéria organica através da fotossintese; oxigenam a agua,
também através da fotossintese; constituem a base essencial da cadeia alimentar; e interferem na
guantidade da luz que penetra na coluna de agua. Como todos os organismos fotossintetizantes, o
fitopléncton necessita de luz e uma fonte de nutrientes inorganicos para crescer e se reproduzir.
Destes fatores, normalmente € o fornecimento de nutrientes (especialmente o fésforo) que vai
ditar o crescimento da populagao algal (EPA, sem data).

A clorofila a é o pigmento fotossintético presente em todos os organismos fitoplancténicos
sgjam eucarioticos (algas) ou procariéticos (cianobactérias) e € utilizado como parémetro de
biomassa algal, tanto experimentalmente quanto nas caracterizagbes de ambientes aguéticos e
monitoramento da qualidade de agua (KURODA et a., 2005). Desta forma, € premissa basica a
determinacdo dos teores dos pigmentos clorofilianos, principamente da clorofila a, quando o
objetivo € avaiar a qualidade da agua (WETZEL; LIKENS, 1991), em particular decorrente do
processo de eutrofizacdo (CARLSON, 1977; TOLEDO et a., 1983; SALAS, MARTINO, 1990;
LAMPARELLI, 2004).

Héa inimeros métodos utilizados para quantificar os teores de clorofila a. Entre os métodos
mais comumente empregados podemos citar a medida da intensidade da fluorescéncia, que é
correlacionada com a concentragdo de clorofila a, determinada de modo direto, sem maceragéo
(MATORIN et a., 2004) ou apds extracdo em solvente (CAMACHO; SOUZA-CONCEICAO,
2007). Ha também o emprego de HPLC - High-Performance Liquid Chromatography
(EIJCKELHOFF; DEKKER, 1997; FUNDEL et a., 1998; PROENCA, 2002). Ambos séo
equipamentos relativamente sofisticados, caros e requerem pessoal especializado para o seu
manuseio, quando comparado com os procedi mentos espectrofotomeétricos tradicionais.

Os métodos de laboratorio mais tradicionais empregados na determinacéo do teor de clorofila
requerem a extracdo dos pigmentos com solventes organicos, como metanol, etanol ou acetona,
seguido da leitura das absorbancias em espectrofotdbmetros (LORENZEN, 1967; NUSCH, 1980;
SARTORY; GROBBELAAR, 1984; WETZEL; LIKENS, 1991; SALONEN; SARVALA, 1995,
KURODA et a., 2005). Além disso, empregam filtros de fibra de vidro de ata qualidade e
porosidade definida, como Whatman GF/C ou GF/F, Millipore AP40 ou mesmo Sartorius SM 13
400 (MARKER et d., 1980; SARTORY; GROBBELAAR, 1984; EPA, 1997; DOS SANTOS et 4.,
2003; SALDANHA-CORREA et ., 2004; KURODA et al., 2005).

Com o levantamento dos valores dos teores de clorofila e da concentracéo de fésforo total na
agua é possivel calcular o indice do Estado Tréfico (IET), como apresentado em Carlson (1977),
Toledo et al. (1983), Salas, Martino (1990) ou Lamparelli (2004), e inferir o nivel de contribui¢do
organica antropica. Assim, € possivel acompanhar a evolucéo historica do processo de eutrofizacao,
baseado no IET, contribuindo em propostas de monitoramento, manejo e gestdo da qualidade das
aguas.

O custo de uma caixa com 100 filtros de fibra de vidro com 47 mm de didmetro varia de R$
200,00 a R$ 500,00, no Brasil. Relativo ao espectrofotémetro, para trabalhar nos comprimentos de
onda apropriados (entre 350 a 1000 nm), o custo do aparelho é de no minimo R$ 3.000,00, e mesmo
assim, com largura de banda de 4 nm ou superior. Ja aparelhos de melhor qualidade, mesmo sem
duplo feixe, ndo saem por menos de R$ 10.000,00. Portanto, mesmo este consolidado e tradicional
procedimento empregado na quantificagdo dos teores de clorofila representa substancial custo de
instalacdo e operagcdo, inacessivel a grande parte das entidades ambientalistas que poderiam
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empregéa-lo como rotina na avaliagdo da qualidade da agua. Com base nessa realidade financeira o
mais conveniente para as entidades ambientalistas seria empregar métodos de baixo custo.

Em Rede independente de monitoramento da qualidade da agua de reservatorios
eutrofizados. uma proposta, apresentado no Capitulo 26 deste livro, 0os autores ressaltam a
importéancia do monitoramento, particularmente independente das esferas de governo e das
empresas ligadas aos setores de fiscalizacdo e de saneamento. Discorrem algumas premissas
visando a constitui¢do de kits de baixo custo para o monitoramento da qualidade da &gua, associado
a contribuicao antrpica organica. Os autores apresentam diversas configuraces de kits e nos kits
MoniQuali.4 e MoniQuali.5 colocam a determinagéo dos teores de clorofila como importante item
na avaliacéo da qualidade da &gua, no entanto, para clorofila, ndo apresentam instrucdes sobre como
fazé-lo de forma eficiente pelo emprego de procedimentos de baixo custo. Assim, baseado na
importancia da determinacdo da avaliacdo dos teores de clorofila para se discutir a qualidade da
agua, neste capitulo seréo apresentados os procedimentos que permitirdo construir um kit de baixo
custo paraaavaliacéo do IET das aguas interiores.

2 PROCEDIMENTOSPARA A CONSTRUCAO DO KIT
2.1 DETERMINACAO DO TEOR DE CLOROFILA

Como primeira etapa do trabalho de construcdo do kit, amostra de é&gua da represa
Guarapiranga (S& Paulo, Estado de S&o Paulo, Brasil), coletada em fevereiro de 2007 e
enriquecida com solucdes de KH3PO, e KNOs, foi mantida aerada em laboratorio em temperatura e
luz ambiente para crescimento do fitoplancton. Numa segunda etapa, em marco de 2007, esse meio
de cultura enriquecido foi filtrado (funil de Bichner) a vacuo em kitasato sob discos de algodéo
(Johnson’s, de 70 unidades e 35 g) (Figura 1). Apos a filtragdo, o filtro de algoddo foi mantido em
baixa intensidade luminosa sob toalhas de papel para remocdo da maior quantidade de agua
possivel (Figura 2a). Em terceira etapa, o pigmento retido no filtro foi extraido com etanol 90% a
guente e a frio, com choque térmico (NUSH, 1980), como complementacdo, o filtro foi macerado
(almofariz e pistilo) para maior remogéo do pigmento (Figura 3) aderido ao filtro de algod&o. Dessa
solucdo mée (SM) assim gerada, em quarta etapa, foram tomadas dezessete aliquotas (AL)
crescentes (de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 4,0, 5,0 € 10,0 ml) e
adicionadas em tubo de ensaio tipo falcon com o volume fina aferido a 10 ml com adicéo de etanol
90%. Estes tubos falcon com AL aferidas a 10 ml serdo denominadas F10. Desta forma, com os
dezessete tubos F10 foram gerados tubos com concentracdes crescentes de clorofila. Na Figura 4a
s80 apresentados unicamente cinco tubos F10. Em quinta etapa, no mesmo dia, a absorbancia dos
dezessete tubos F10 foi lida em espectrofotdbmetro Micronal B572, em cubeta de 10 mm de passo
optico, a 663 e 750 nm antes e apés acidificacdo com HCl 0,1 N. Em sexta etapa, com as
absorbancias levantadas, para cada tubo F10, foi calculado o teor de clorofila a (em ug/l), segundo
Lorenzen (1967). Em sétima etapa, calculou-se o |ET, através da equacao e critérios propostos por
Lambarelli (2004), como executado pela CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental, da Secretaria do Meio Ambiente do Governo do Estado de S&o Paulo, para o calculo do
|ET das aguas interiores paulistas.

2.2 PREPARACAO DA ESCALA DE CORES

Com os dados obtidos seguindo os procedimentos apresentados no item anterior, seguiu-se a
criagdo da escala de cores para a inferéncia do estado trofico. Para tanto, de F10 foram tomadas
aliquotas de 5 ml e adicionados em cubeta plastica de 35 mm de altura e 20 mm de didmetro interno
(Figura 4b). Posteriormente essa cubeta foi fotografada por cima, com emprego de tripé, em luz
ambiente a uma atura de 22 cm da borda superior da cubeta, (méquina fotogréfica digital Sony H5,
em modo automatico com temporizador a 2 s, 50 f2.8 e 7 mega pixel, sem aplicacdo de flash)
(Figura 4c). Apos, as fotografias foram trabal hadas em programa Photoshop 7.0.1, sem aplicacdo de
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tratamento, e de cada foto foi retirada uma porgdo circular de 35 cm de didmetro contendo toda
respectiva cubeta (Figura 4d). Essa porc¢ao foi salvaem novo arquivo (jpeg, com qualidade méaxima,
56,6 kbps, 300 pixel/cm, cores RGB). Esse novo arquivo foi posteriormente trabal hado, seguindo os
procedimentos ja descritos, e retirada outra porcdo circular representando o interior da cubeta
plastica, com o solvente e 0 pigmento, respeitando o limite da borda interna do fundo da cubeta
(Figura 4d). Deste modo, para as concentragdes crescentes das aliquotas (tubos F10), foram
calculadas as concentragdes de clorofila (em pg/l) e seu respectivo IET (seguindo Lamparélli,
2005). Além disso, através das fotografias das cubetas plasticas com solvente e pigmento, para cada
tubo F10 foram obtidos em arquivos discos coloridos com crescentes tons de verde.

Suporte de filtracao

Filtro de algodao

Bomba de vacuo

Kitasato

Kitasato

Figura 1: Filtragdo da solugdo mée visando a preparacdo de aiquotas de diferentes concentragdes de clorofila

Figura 2: Filtros de algoddo com material filtrado (a) e filtros acondicionados em envel opes de [aminas de aluminio.

Para preparar a cartela com a escala de cores de trabalho, com base no valor do IET e nos
critérios de classes apresentados por Lamparelli (2004), da tabela gerada nos procedimentos
descritos acima, os valores do IET foram contrastados com o limite superior de cada classe de trofia
e acor representativa do limite superior foi selecionada para compor a cartela com a escala de cores
(Figura 5). Desta forma, foi construida uma cartela com cinco cores, representando os niveis
superiores de trofia ultraologotréfico, oligotrofico, mesotrofico, eutrofico e supereutrofico,
estabelecidos por Lamparelli (2004). A cor de intensidade acima de supereutréfico, que indica
ambiente hipereutréfico, ndo € necessdria, pois neste caso a cor relativa apo supereutrofico ja
representa o limite superior dessa classe, e cor de intensidade acima disso € o hipereutrofico.

Portanto, é possivel inferir o IET de dada massa d’agua através de procedimento de baixo
custo. Basta coletar amostras de agua bruta (1 L), filtra-las em discos de algodéo, extrair a clorofila
com solvente organico e aferir o filtrado a 10 ml. Posteriormente basta contrastar uma porgéo
padréo dessa solucéo a uma cartela de cores gerada anteriormente, representando os IETs.

a) b)
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Figura 3: Extragdo com etanol a quente, com choque térmico, na determinacdo do teor de clorofila. @) e b) banho
quente, sem maceracdo, com controle de temperatura, nunca superior a 65°C e c) posterior a0 banho quente
imediatamente imerso em banho de gelo, para choque térmico, e em primeiro plano as cubetas plasticas, d)
apos banho de gelo para maceracdo, pararemover maior quantidade de pigmentos retidos no filtro de algodao.

3A CONSTITUICAO DO KIT: SUGESTOES DE MATERIAISE PROCEDIMENTOS
3.1 SOLVENTE ORGANICO: ETANOL, METANOL OU ACETONA?

Parafacilitar adivulgacdo do “kit clorofila” e sua distribuicdo pelo pais, € conveniente que de
fato sgja de baixo custo, empregue produtos facilmente encontrados, mesmo no longinquo interior
brasileiro, que conferem maior praticidade e autonomia aos grupos interessados na sua utilizacao.
Assim, baseado nessas premissas iniciais, como solvente para extragdo da clorofila, seria mais
adequado empregar acool, popularmente conhecido como acool de farmécia, ou o dcool etilico
hidratado, com 92° INPM, de uso doméstico. Acetona e metanol sdo produtos de comercializacéo
restritos e adquiridos somente em firmas especializadas e mediante liberacdo por autoridades
competentes, o que confere grande dificuldade para sua aquisi¢do e reposi¢cdo. Além disso, o écool
etilico hidratado, com 92° INPM apresenta menor potencia de periculosidade ambiental e ao
proprio operador. Desta forma, recomenda-se fortemente o uso do écool etilico hidratado como
solvente para a extracdo do pigmento, em detrimento da acetona e do metanol.

3.2 ALGUNS MATERIAIS E PROCEDIMENTOS EM TRABALHOS DE CAMPO E
LABORATORIO

Abaixo sdo apresentados sugestdes de materiais para compor o kit, de maneira gera, na
tentativa de reduzir seu custo de preparacao e para facilitar a reposicéo dos consumiveis utilizados.
Também sdo apresentados sugestdes de procedimentos para serem adotados nos trabal hos de campo
e laboratério. Outras consideracfes sdo apresentadas no corpo do manuscrito. Nas Figuras 1 a4 sdo
observados véarios dos materiais sugeridos e apresentados os procedimentos empregados no
processo de filtracdo e de construcéo da escala de cores do IET:

a) b)
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Figura 4: Tubos com diferentes concentragdes de clorofila (a), cubetas plasticas (b) empregadas na leitura da cor por
fotografia (c) e a primeira porcéo retirada do arquivo fotogréfico (d). Em (d) o aro negro representa a
segunda porcao interna da cubeta retirada para a efetiva construcédo da escala de cores.

- A escolha dos pontos de monitoramento da qualidade da agua deve seguir inimeros
critérios, ndo aprofundado neste manuscrito, mas alguns ressaltados a seguir: permitir atingir os
principais objetivos previamente definidos, ter facilidade de acesso, ser representativo da massa de
&gua e ter importancia principamente na avaliacdo dos dados em série historica Quanto a
periodicidade de amostragem, na medida do possivel, devera ser mensal e amostrado sempre 0s
mesmos locais e seguindo a mesma metodologia.

- Ter sempre em méaos um GPS (Globa Positioning System), para corretamente anotar a
localizag&o das estacOes de coleta.

- Na medida do possivel, sempre contar com maguina fotografica para manter registro
fotografico de todos os aspectos considerados importantes da cada estacéo de coleta.

- Para tomada de amostras de &gua em situacéo de campo empregar galdo de cinco litros por
estacdo de coleta (alternativamente também poderd empregar garrafas PET de trés litros). Antes de
cada coleta lavar seu interior com 100 ml de uma solucéo de agua sanitéria (5 partes de agua de
torneira x uma parte de &gua sanit&ria - encontrada no setor de higiene pessoa e limpeza dos
supermercados) e enxagua-lo dez vezes com abundante dgua de torneira. JA em campo, enxagua-lo
com &gua do local de coleta, antes da tomada da amostra definitiva. Evitar dguas sanitarias com
adicdo de desinfetantes e odorizadore.;

- Ap6s a coleta, manter o galdo com a amostra de agua protegidas daluz e calor intensos. Para
tanto empregar bolsas térmicas ou caixas de isopor, 0 que for mais conveniente, e em cada bolsa
térmica adicionar a0 menos duas garrafas PET de 600 ml com agua congelada. Esta medida é de
extremaimportancia para evitar a0 maximo a degradacéo da clorofila.

- Caso a profundidade do local de coleta ndo permita o uso direto do gal&o, empregar o fundo
de meia garrafa de refrigerante (2 litros), abundantemente enxaguada com agua do local de coleta.

NIVEL DE TROFIA
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ULTRAOLIGOTROFICO

OLIGOTROFICO

MESOTROFICO

EUTROFICO

-
-
o
&

SUPEREUTROFICO

Figura 5: Cartela de cor com tréplica da escala de cores de trabalho para cada classe do |ET, construida seguindo os
procedimentos descritos no texto. Cada cor representa o limite superior de sua respectiva classe do IET,
baseado em Lamparelli (2004).

- Pinga para manipulacdo dos filtros (Figura 1);

- Filtros: discos de algoddo, empregados para limpeza facial, como sugestédo, podem ser
utilizados o Johnson’s de 70 unidades e 35 g (Figura 1).

- Funil de Buchner de 45 mm de diametro: por exemplo, em poliprolineno e desmontéavel para
facilitar a limpeza, marca Brand, empregado como meio de suporte aos filtros de algodéo (Figura
1). Na montagem do filtro no funil, manter uma borda ata e ao filtrar cuidado para a dgua ndo
escapar pelalateral do filtro contra o funil, para tanto, adicionar lentamente a agua a filtrar (Figs. 1
e 2a). Alternativamente poderd ser utilizado funil cdnico, mais facilmente encontrado e na
montagem do filtro e durante afiltracdo, tomar os mesmos cuidados relativos ao funil Bichner.

- Kitasato de 1 litro (Figura 1): frasco de filtracdo com saida lateral, preferencialmente de
plastico, empregado para receber a &gua filtrada. No momento da filtragdo nele sera acomodada
umarolhavazada com o funil introduzido bem vedado na abertura da rolha.

- Bobina de papel auminio, encontrada em supermercados, para preservar os filtros de
algodao utilizados (Figura 2b).

- Proveta de 1 litro, empregada na tomada de amostra para a filtracdo. Alternativamente
podera utilizar garrafa PET com seu volume tarado em balanca (considerar que 1 quilo de &gua em
temperatura ambiente, descontando o peso da garrafa, equivale a 1 litro) e com uma caneta, para
marcagao permanente, anotar no corpo do frasco o nivel méximo da garrafa a ser preenchido.

- Como procedimento para gerar vacuo, visando acelerar a filtracdo, pode ser empregado
bomba a vacuo manual (Nalgene, por exemplo) (Figura 1), ou mesmo seringas de injecéo, faceis de
adquirir em farmécias por todo Brasil, para tanto basta conectar uma pequena mangueira ligando a
saidalateral do kitasato a seringa.

- Todo processo de filtragdo devera ocorrer o mais brevemente, preferencialmente no mesmo
diada coleta. Caso afiltracéo ocorra somente no dia seguinte, manter todos os frascos de col eta sob
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baixa intensidade luminosa e temperatura, no interior de uma geladeira, mas este procedimento
deve ser adotado unicamente em caso extremo e nunca como rotina.

- O volume empregado no processo de filtragdo devera ser compativel com o volume
empregado na construgdo da escala de cores, do mesmo modo, que todos os demais volumes
empregados na sequéncia da andlise. No processo de filtracéo preferencialmente adotar 1 litro como
volume padréo, dai a necessidade de coletar ao menos 3 litros de &gua, pois cada galdo deve ser
analisado em réplica, restando mais 1 litro na necessidade de repeticéo.

- Apos afiltracdo manter os filtros sob papel absorvente, por exemplo, rolos de papel toalha
multiuso, encontradas em supermercados em pacotes de 2 rolos com 60 toal has, mas dé preferéncia
para os totalmente brancos. Cubra os filtros com papel toaha protegendo-os da intensa luz direta.

- Antes de guardar cada filtro em envelopes confeccionados com a folha de aluminio (Figura
2b), dobré-los, sec&-los nas toahas de papel, de modo a eliminar a maior por¢éo de dgua possivel,
sem, contudo, perder o material retido. O melhor modo para preservar os filtros até o momento da
andlise é manté-los congelados em freezer a pelo menos -20°C.

- No Quadro | sdo apresentados sugestOes de procedimento para extragdo dos pigmentos,
particularmente empregando choque térmico (quente/frio).

- Para criar a cartela impressa com a escala de cores para uso em bancada e em atividades de
campo foram testados alguns procedimentos. Inicialmente a cartela constituida na Figura 5 foi
impressa em impressoras jato de tinta e a laser, mas as cores geradas ndo sdo representativas da cor
apresentada no arquivo. Desta forma, a0 menos para impressoras de uso nas atividades comum de
escritério, estas ndo devem ser consideradas para imprimir a cartela. Uma alternativa empregada
com maior sucesso foi aimpressado em papel brilhante da Figura 5 como fotografia (15x10).

Quadro |: Sugestdes de procedimentos par a extracéo do pigmento

colocar cadafiltro a ser analisado em tubo tipo falcon de 15 m;

aferir o volume do tubo a 10 ml com adic¢éo de etanol 90%;

envolver os tubos com papel aluminio e numera-los, mantendo-os protegidos da luz direta;

fechar os tubos e colocar fita crepe natampa dos mesmos, desta forma evita-se a evaporagéo do solvente;

colocar os tubos em béquer coberto com papel aluminio em banho-maria a temperatura de 78°C durante 5 minutos (controlar a

temperatura da &gua com termémetro de mercUrio, pois temperaturas muito elevadas degradam a clorofila);

depois deste periodo provocar choque térmico colocando os tubos em outro béquer com gelo imerso em uma bacia também

cheiade gelo, por 5 minutos,

v’ posteriormente, levar os tubos cobertos com papel aluminio a geladeira por um periodo de 24 horas e s6 entéo efetuar o
contraste com a cartela de cores;

v' os procedimentos apresentados sdo suficientes para romper a parede celular do fitoplancton e liberar o pigmento, no entanto,
neste procedimento alternativo de baixo custo, é conveniente seguir a extragdo. Assim, momentos antes do contraste com a
cartela de cores macerar o filtro e espremé-lo para remover a0 maximo os pigmentos contidos no filtro de algoddo. O volume
final devera ser aferido a10 ml e se necessario adicionar etanol 90%, atemperatura ambiente;

v em todas as etapas do procedimento de extragdo evitar contato do filtro e extrato com aluz intensa.

ANANENENEN

AN

Fontes: Lorenzen (1967), Nush (1980), Marker et al. (1980), Sartory; Grobbelaar (1984), Wetzel; Likens (1991)
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