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RESUMO: Verificagdo e adequagio das metodologias de analise
espectrofotométrica para a identificagio de clorofila a em amostras de agua.
Um convénio da Prefeitura Municipal de Porto Alegre (DMAE - Departamento
Municipal de Aguas e Esgotos ) com o Centro de Ecologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul foi firmado no sentido de adequar os métodos para a anilise
de clorofila a. Neste trabalho foram testados seis procedimentos, todos utilizando
no minimo 5 réplicas: 1. Concentragio da amostra: foram usados 3 tipos diferentes
de filtros: GF/C (1,20 um) ¢ GF/F (0,65 um); Whatman (fibra de vidro) e Sartorius
(0,45 um) (acetato de celulose). 2. Relagdo entre volume filtrado e tempo de
filtragem: foram testados dois volumes (300 ml e 500 ml). 3. Tempo de estocagem
do extrato: 6 e 24 horas. 4. Duragdo e rotagio de centrifugagio: 5, 10 e 15 minutos /
3000 rpm e 5000 rpm. 5. Alcalinizagdo da acetona 90% com NH4OH. 6. Normalida-
de do HCL e tempo de acidificagio pata concentragio da feofitina, Os resultados
obtidos mostraram que o melhor filtro utilizado foi o de acetato de celulose (Sartorius),
onde se observou o menor coeficiente de variagio (5%) entre as cinco réplicas
testadas. O filtro GF/F apesar de¢ apresentar um coeficiente de variagio alto (26%),
mostrou-se mais rapido no tempo de filtragem, tendo sido entio utilizado nas
etapas posteriores. Em relagdo ao volume filtrado, 300 ml de amostra mostrou-se
o mais adequado. Para o tempo de estocagem do extrato, obteve-se que tanto 6
horas como 24 horas podem ser utilizados. Para garantir baixa turbidez da amostra,
deve-se utilizar uma rotagdo de centrifuga de 5000 rpm durante 10 minutos. A
alcalinizagio da acetona com NH4OH mostrou-se um procedimento dispensivel,
ji que nio foi encontrada diferenca significativa entre sua utilizacio ou nio. A
normalidade do icido pode variar entre 0,5 e 4 N, desde que o tempo de degrada-

¢io da clorofila se complete.
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ABSTRACT: Adjust of the methodologies of spectrophotometric
analysis of chlorophylla in water samples. A cooperation project was made
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with Prefeitura Municipal de Porto Alegre (DMAE - Departamento Municipal de
Aguas e Esgotos) and the Centro de Ecologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul to adequate analyses of Chlorophyll by standard methods. In this
work six assays were tested: 1. Sample concentration: three different kinds of filter
were used; GF/C (1,20 pm) and G¥/F (0,65 im) Whatman (glass fibre) and Sartorius
(0,45 wm) (celullose acetate). 2. Relation with filtrate volume and filtration time:
two volumes were tested (300 ml and 500 ml). 3. Time of extract store: 6 and 24
hours. 4. Time and centrifugue rotation: 5, 10 and 15 minutes/3000 and 5000 rpm.
5. Acetone 90% with addition of NH4OH. 6. HCL normality and time of acidification
to obtain phacophytin. The results showed that the best filter was the celulose
acetate (Sartorius), which presented less variation coefficient (5%) between the
five tested replies. The GF/F filter, despite a great variation coefficient (26%),
show a fast filtration time and for this reason was used in the posterior stages. A
sample volume of 300 ml showed as more adequated. About the time of extract
stored, both 6 and 24 horas could be used. To obtain a small sample turbidity it
shoud be used a 5000 rpm rotation during 10 minutes. The results with the addition
of NH,OH to acetone showed no significative results and this practice could be
dispensable. The acid normality could variate between 0,5 and 4 N.

Key-Words: Chlorophyll, Analitical metodologies, fhytoplanckton.

INTRODUCAO

A extracio e medida da clorofila é um procedimento com muitas etapas, que
pode ser realizado de diferentes maneiras. Torna-se mais complicada pela presen-
¢a de muitos tipos de clorofila (a, b, ¢, d) e feopigmentos com similares picos de
absor¢io em anilise espectrofotométrica. Existe uma variedade de problemas na
metodologia utilizada para estimar a concentragio de pigmentos do fitoplancton
em ambientes aquiticos tanto de dgua doce quanto de igua do mar. Rai (1980) cita
alguns problemas na determinagio da clorofila como a quebra da célula durante a
extra¢io com solventes, o conteido de dgua ligado a possibilidade de oxidagio
enzimdtica ou hidrélise, a acidificacio, entre outros.

Os métodos e o material a serem utilizados sio amplamente discutidos. Al-
guns autores ressaltam a eficiéncia de diferentes solventes como a acetona 90%, o
metanol e o etanol na extragio de pigmentos de certas algas, particularmente
membros de cloroficeas e cianoficeas. Algumas técnicas de maceragio tém sido
utilizadas para a obtencio da completa extragio, segundo Marker (1972).

Nusch & Palme (1975) compararam acetona, metanol ¢ etanol observando a
maior eficiéncia de etanol e metanol e menor de acetona 90%. Embora o metanol
seja considerado um agente extrator mais potente, ainda nido tem sido usado em
larga escala como a acetona 90%, a despeito de que algumas algas como Cladophora
¢ Vaucheria s6 podem ser extraidas em metanol.
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No sentido de adequar a metodologia ja padronizada para a anilise de cloro-
fila a e feofitina aquela usada pela Divisio de Pesquisa do DMAE foi firmado o
convénio entre Prefeitura Municipal de Porto Alegre e o Centro de Ecologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Este convénio buscou avaliar 0s pro-
cedimentos de anilise de clorofila a atualmente em uso na Divisio de Pesquisa
desse Srgio, verificar alternativas que garantissem a reprodutibilidade e precisio
nas analises e propor uma metodologia adequada is caracteristicas das amostras
analisadas e as condigdes técnicas do laboratério.

METODOLOGIA

As coletas de agua para rodas as etapas do projeto foram feitas no Reserva-
torio da Lomba do Sabio, DMAE, no municipio de Porto Alegre, com galio de PVC.
Estas amostras foram processadas inicialmente seguindo-se o método da absorgio
espectrofotométrica de Richards & Thompson (1952). O solvente utilizado em
todas as etapas dos testes foi acetona 90%.

O cilculo da concentragio da clorofila a baseou-se em Golterman et al.
(1978).

A anilise estatistica dos dados foi feita através da utilizagio dos testes de
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, teste t ¢ Anova apresentados em Zar (1974).

O exame da metodologia de anilise seguiu as etapas a seguir descritas:

Teste da Concentraciio da amostra (Filtragio)

Foram testados 3 tipos diferentes de filtros em 5 téplicas para minimizar o
efeito da turbidez nas leituras do espectrofotémetro, eliminar problemas de
heterogeneidade amostral, minimizar erros de manipulagio e verificar a uniformi-
dade da porosidade dos filtros:

l.1a. Filtro de fibra de vidro com porosidade aproximada de 1,20 um, tipo
GF/C - Whatman;

1.1b. Fiitro de fibra de vidro com porosidade 0,65 pum, tipo GF/F -Whatman;

1.1c. Filtro de acetato de celulose com porosidade 0,45 um, matca Sartotius.

As amostras foram filtradas logo que chegaram ao laboratério, num volume
de 300 ml cada uma, no escuro. O filtro foi mantido em acetona 90% em tubos de
ensaio no refrigerador a 4 °C por vinte e quatro horas. Apobs, os filtros foram
macerados e devolvidos aos tubos de ensaio para centrifugacio durante 10 minu-
tos com uma rotagio de 3.000 rpm em temperatura ambiente.

Ap6s a centrifugacio, retirou-se o sobrenadante de cada tubo de ensaio,
completando-se o seu volume em baldes volumétricos de 10 ml para posterior
leituta em espectrofotémetro marca ZEISS modelo PM2K.

Teste da Relaciio do volume filtrado da amostra e tempo de duraciio da filtragem.

Nesta etapa, optou-se pela utilizagio de filtros de fibra de vidro de baixa
porosidade, tipo GF/F e de acetato de celulose marca Sartorius ambos com 50 mm
de diimetro.
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Para o filtro de fibra de vidro (GF/F) foram filtrados 300 ml, 500 ml e 1000 ml de
dgua com 5 réplicas para cada volume e para o filtro Sartorius foram filtrados 300 mi

e 500 ml. O método de anilise seguiu a etapa anteriot.

Teste do Tempo de Estocagem do Extrato

Optou-se pela utilizagio de filtros de fibra de vidro tipo GF/F de diimetro
de 50 mm. O experimento mediu a possivel influéncia do tempo de estocagem
sobre a degradagdo da clorofila no extrato. Este permaneceu na geladeira, no
escuro, a 4 °C durante 6 e 24 horas com 8 e 7 réplicas para cada tempo, respecti-
vamente.

Teste da Duracio, Rotaciio e Temperatura da Centrifugaciio

Foi realizado em duas rotagdes diferentes sendo elas 3000 rpm e 5000 rpm
em trés tempos: 5, 10 e 15 minutos na rota¢io de 5000 e 10 minutos na rotagio de
3000. Para testar a temperatura foi utilizada uma centrifuga refrigerada a 4 °C onde
o tempo de centrifugagio foi de 15 minutos a 5000 rpm; 5 réplicas para cada
tempo foram utilizadas.

Teste da Alcalinizagio da Acetona 90% com a utilizacio de NH LOH

Foram testadas em 5 réplicas a utilizagio da acetona 90% com adicio de
NH,OH cujo pH foi de 8,0 e em outras réplicas, acetona 90% sem a adigio de
NH,OH cujo pH foi de 6,0.

Teste da Normalidade do HCI e Tempo de Acidificaciio para a obtencio da

feofitina

Para o teste da acidificagio do extrato utilizou-se o volume de 0,2 ml de HCI
nas concentragbes de 0,5N, 1N, 2N e 4N em cubetas de 1 c¢cm de passo éptico.
Também foram utilizadas 5 réplicas para cada normalidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste 1. Concentracio da Amostra (Filtracio)

Os resultados desta primeira etapa sio apresentados nas tabelas I e I1. Nés
observamos que o filtro GF/C aptesentou o maior coeficiente de variagio (28%) e
uma menor média (1,97 pg/L) para os valores de clorofila . Estes resultados
podem indicar que o filtro GF/C nio retém eficientemente as algas contidas na
amostra, além de apresentar baixa uniformidade de porosidade. Os filtros GF/F e
Sartorius apresentaram maiores médias de concentracido (3,46 e 3,32 mg/1., res-
pectivamente) indicando uma maior eficiéncia na retengio das algas da mostra. A
anilise estatistica dos dados mostrou que houve diferenca significativa entre os
resultados do filtro GF/C e os demais filtros. GF/F e Sartorius nio apresentaram
diferenca entre si. A partir destes resultados podemos inferir, para esta primeira
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etapa, que o meclhor filiro a ser utilizado em anailises de clorofila é o de acetato de
celulose marea Sartorius ou similar, com 0,45 um de porosidade porque, embora
nido se tenha obtido a maior média de concentracio de clorofila, obteve-se maior
precisio dos dados. A unica restri¢io a0 seu uso ¢ o fato de entupir rapidamente
quando a amostra ¢ turva, limitando o volume filtrado. Estes resultados mostram
que se o pesquisador decidir trabalhar como filtro GF/F (26% de coeficiente de
variagao) em detrimento do Sartorius (5%), este trabalho deve ter mais de uma
réplica para que a média dos valores de clorofila seja representativa.

Edler (1979) e Wetzel (1990) recomendam que se use o filtro GF/F porque
retém particulas maiores do que 0,7 um.

Tabela [. Resultados de clorofila a para as amostras de agua coletadas no reservatorio
da Lomba do Sabao. Teste da concentracdo da amostra.

Tipo de Filtro N Clorofila (ng/1) CV ({05
{min.-mdx.) e média
GFIC 5 {1,15-2,67) 1,97 28
GF/F 5 (2,26-4,52) 3,46 26
Sartorius 5 {3,01-3,39) 3,32 5

Tabela II. Resultados da analise da concentracido de clorofila a nos filtros GF/C, GF/F,
Sartorius (Teste de Tukey).

Grupo Identificagio Clorofila (ug/L) Grupo
Meédia 132
1 Filero GF/C 1,97 \
2 Filtro GF/F 3,46 A
3 Filtro Sartorius 3,32 A
* = Diferenga significativa {p = 0,05). . = Sem diferenca significativa
Valor Tukey (3,12) = 3.77 s =0.385

Teste 2 - Relacfio do volume filtrado da amostra e o tempo de duracio da filtragem

Para o filtro GF/F, os resultados da tabela 111 mostraram que, aumentando-se
o volume da amostra e em conseqiéncia o tempo de filtragem, os valores das
médias de clorofila a diminuiram. Desta forma, embora a analise estatistica nio
mostrasse diferencga significativa entre os 3 diferentes volumes e seus distintos
tempos de filtragem, pode-se decidir pela utilizagio do menor volume, ji que os
coeficientes de variagio de cada volume foram bastante proximos. A questio que
poderd limitar a filtragio de menores volumes ¢ quando as dguas em estudo apre-
sentam baixas concentracdes de algas, levando a leituras espectrofotométricas nos
limites inferiores de detec¢io da absorbincia. Neste caso, serdo as caracteristicas
do espectrofotébmetro e da amostra a analisat que irio definir o volume a filtrar.
Nusch (1983) comenta que em caso de dguas oligotroficas é necessirio usar cinco
litros em determinagdes espectrofotométricas. E, dguas eutrdficas um litro ou me-
nos € suficiente para obter-se uma absorbdncia razoavel. Ainda, se o volume a ser
filtrado tem muitos sélidos suspensos, pode-se usar um filtro de 5 2 10 cm de
diametto.
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Para o filtro Sartorius, observou-se uma diminuigio bastante grande do valo-
res de concentragio de clorofila a quando os volumes e seus consequentes tempos
de filtragem aumentaram. A andlise estatistica mostrou diferenca significativa entre
os dois diferentes volumes, ou seja, 300 ml e 500 ml. Este resultado é explicado
pelo grande coeficiente de variacdo obtido para aquelas amostras cujo volume foi
de 500 ml e que levaram bastante tempo para serem filtradas. Neste tempo, certa-
mente a clorofila 2 foi degradada, diminuindo suas concentracdes.

Embora este teste e o anterior tenham demonstrado que o filtro do tipo
acetato de celulose Sartorius foi o melhor indicado em decorréncia de apresentar
menores coeficientes de variacio se comparado ao filtrto GF/F, sabe-se que o
grande nimero e o tipo de amostras analisadas pela Divisio de Pesquisa do DMAF.
necessitam de uma maior rapidez e praticidade de filtragem. Neste caso o filtro
Sartorius apresenta o inconveniente de entupir rapidamente e o filtro GF/F nio
apresenta este problema. Desta forma, nos testes seguintes foi utilizado o filtro do
tipo GF/F ¢ o volume filtrado das amostras foi de 300 ml na tentativa de obter-se
ainda menores coeficientes de variagio para os resultados de clorofila # quando
usado este filtro.

Tabela Ili: Resultados de clorofila a para as amostras de agua coletadas no reservatério
da Lomba do Sabao. Teste da relagao do volume filtrado e o tempo de duracao
da filtragem.

Tipo N Volume Termpo
de Filtro filerado de filtragiio Qorofila (ugfL) CV({%)
(ml) (minutcs) (min.-nedx.) média
GF/F 5 300 2 (2,26-5,27) 3,76 29
5 500 5 (1,804,29) 3.35 28
5 1000 2h20 (1,58-3,16) 2,64 25
Sartorius 4 300 1h10 {5.27-8,28) 6,77 18
5 500 . 3h45 (1,35-6,33) 4,11 46

Teste 3 - Tempo de Estocagem do Extrato

Edler (1979) afirma que o tempo de estocagem dos filtros nio pode ultrapas-
sar mais do que oito horas e Nusch (1980) diz que a estocagem de filtros em
acetona e etanol pode ser possivel por quatro dias, 2 4 °C no escuro, sem substan-
cial perda de pigmento.

Nesta etapa do estudo a analise estatistica dos dois diferentes tempos de
armazenagem do extrato nao mostrou diferenga significativa sendo que se pode
optar por proceder na leitura das amostras em 6 ou 24 horas sem prejuizo dos
resultados finais. A tabela IV mostra médias préximas e iguais coeficientes de
variacio,

Tabela IV: Resultados de clorofila a para as amostras de dgua coletadas no reservatério
da Lomba do Sabio. Teste do tempo de estocagem utilizando-se o filtro GF/F.

Nimero Tempo Clorofila (ug/L) CV (%)
de réplicas (min.-m:ix.) média

8 6hs (10,54-16,19) 12,70 15
7 24hs (8,28-14,69) 12,96 15
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Teste 4 - Duraciio, Rotagiio ¢ Temperatura da Centrifugacio
A utilizacio de centrifuga refrigerada provocou o congelamento do precipi-
tado sendo que, no momento da transferéncia do sobrenadante para o baldo
volumétrico, o precipitado soltou-se provocando o aumento da turbidez no extrato
final. Este fato causou erros de leitura e consequentemente maus resultados evi-
denciados pelo alto coeficiente de variagdo que foi de 52% (tabela V).
Ja os resultados apresentados pela centrifugagio em temperatura ambiente
(25 °C) de 3000 e 5000 rpm ¢ em diferentes tempos mostrazam baixos coeficientes
de variacio e médias muito préximas. A anilise estatistica dos dados demonstrou
que ndo existiram diferengas significativas entre estas varidveis medidas. Neste
caso, para que os resultados de turbidez sejam baixos, 10 minutos e 5000 rpm sio
ideais.
Tabela V: Resultados de clorofila a para as amostras de dgua coletadas no reservatorio
da Lomba do Sabdo. Foram utilizadas 5 réplicas (N). Teste do tempo de duragao.
temperatura e rotacio da centrifugacdo do extrato.

N Tempo  Rotagio Clorofila (ug/L) CV (%) Temp.
(min.) rpm (min.-m4x.) média °C)
5 10 3000 (13,18-14,69) 13,93 4 25
5 5 5000 (13,93-15,82) 5,06 5 25
5 10 5000 (12,43-16,95) 14,24 13 25
5 15 5000 (12,05-14,69) 12,95 12 25
5 15 5000 ( 9,79-28,25)- 14,83 52 4

Teste 5 - Alcalinizaciio da acetona 90% com a utilizacdo de NH,OH

Esta etapa testou o efeito da adi¢do do NH4OH a acetona 90% para se evitar
a degradacio ripida da clorofila. Cinco réplicas receberam acetona 90% alcalinizada
cujo pH foi de 8,0 e ourtras cinco réplicas receberam acetona 90% com pH de 6,0
inalterado.

A andlise estatistica dos dados demonstrou que nio houve diferenca significativa
entre as réplicas com pH 6,0 ¢ pH 8,0 o que pode ser observado na tabela VI

Desta forma, embora a tentativa de evitar ou diminuir a degradagio rapida da
clorofila aumentando-se ¢ pH da acetona nio tenha demonstrado ser necessiria, 2
escolha do melhor pH pode ficar condicionado também ao menor coeficiente de
variagio obtido, ou seja, 9%.

Tabela VI: Resultados de clorofila a para as amostras de agua coletadas no reservatorio
da Lomba do Sabao. Teste da alcalinizagio da acetona 90% com NH ,LOH.

Ndmero pH (lorofila (ug/L) CV (%)
(min.-mdx.) média
5 6,0 (13,33-19,60) 16,90 17

5 8,0 (14,69-18,30) 16,36 9
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Teste 6 - Normalidade do icido e tempo de acidifica¢do para a obtenciio da feofitina

A acidificacio do extrato de clorofila converte a clorofila em feopigmentos.
A feofitinizacio pode ser feita diretamente na cubeta, antes de levad-la ao
espectroforémetro. Os produtos da degradagio da clorofila como a feofitina ou
outros pigmentos, interferem com medidas espectrofotométricas. Estes produtos
da degradacio podem interferisr na leitura da absorbincia. Em aguas naturais, se-
gundo Nusch (1980), a concentragio da feofitina pode ser maior do que a concen-
tragio da clorofila.

Neste estudo a utilizacio de diferentes normalidades do HCl e o tempo de
acidificagio nio apresentou diferenga significativa estatisticamente (tabela VII).
Portanto desde que o pH final seja dcido para obtengdo da feofitina qualquer
normalidade deste pode ser utilizada.

Tabela VII: Resultados de clorofila a para as amostras de agua coletadas no reservatorio
da Lomba do Sabao. Teste da Normalidade do HCl e Tempo de Acidificacao
para a obtengéo da feofitina.

N Normalidade Tempo orofila (ugfl) CV (%)
HA (N) de leitura (min.mdx.) média
4 0,5 imediato (9,04-10,54) " 9,69 8
4 0,5 + 1 min (8,66-10,54) 9,60 9
4 0,5 +3 min (8,28-13,18) 10,07 22
5 1 imediato (7,91-10,54) 9,50 ]
5 1 + 1 min (8,28-11,30% 10,09 11
5 1 +3 min (8,66-11,30) 10,01 9
5 2 imediato (9,41-11,67) 10,63 9
4 2 + 1 min (10,17-10,54) 10,35 2
4 2 + 3 min (9,04-10,54) 9,79 7
2 4 imediato (9,41-10,54) 9,97 8
2 4 + 1 min (10,17-11,67) 10,92 9
2 4 + 3 mnin (9,41-10,54) 9,97 8
CONCLUSOES

O filtro de acetato de celulose marca Sartorius mostrou-se ideal para a anali-
se da clorofila 4, porém quando amostras que possuem sélidos em suspensido em
excesso forem analisadas pode-se utilizar o filtro GF/F desde que, para isto, sejam
utilizadas réplicas. O volume filtrado de 300 ml foi suficiente neste estudo por
tratar-se de ambiente eutréfico. O tempo de estocagem em geladeira do extrato
tanto de 6 horas como de 24 horas foi adequado, podendo-se aceitar a utilizacio
de intervalos entre os dois tempos testados.

Para garantir uma baixa turbidez o tempo e a velocidade de centrifugagio
foram de 10 minutos e 5000 tpm. A adi¢io de NH,OH mostrou-se desnecessaria e
a normalidade do icido cloridrico para a obtengio da feofitina pode variar entre
0,5 N e 4 N. A leitura apés a acidificagio deve ser feita apds 1 minuto ji que neste
intervalo de rempo houve um aumento nos valotes de concentragio de clorofila «.
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Cuidados especiais na rotina de andlise de clorofila e feofitina em laboratdrio:

1. A filtragem da amostra coletada deve ser feita com filtro GF/F ou Acetato
de Celulose Sartorius, no escuro. O filtro retitado deve ser colocado em um tubo
de ensaio com um volume de 8 ml de acetona 90% e mantido a 4 °C por 6 a 24
horas. Para cada amostra é aconselhdvel a utilizagdio de pelo menos 1 ou mais
réplicas.

2. A maceracido da amostra deve ser feita em gral de potcelana com auxilio
de pistilo e todo macerado deve retornar para o tubo de ensaio lavando-se o gral
com acetona 90% para evitar o desperdicio de material, tomando-se o cuidado de
completar 0 volume da acetona no tubo de ensaio até 10 ml

3. O volume do sobrenadante deve ser completado para exatos 10 ml com
acetona 90%, utilizando-se balio voluméttico de mesmo volume. No momento da
transferéncia do sobrenadante do tubo de ensaio para o balio volumétrico deve-se
verter o conteido vagarosamente até o precipitado evitando-se assim, a mistura
deste para minimizar a turbidez. Se o volume ultrapassar 10 ml retira-se o exce-
dente e utiliza-se esta notacio no cilculo do resultado final.

4. As leituras devem ser feitas em espectrofotdmetro nos comprimentos de
onda de 665 nm e 750 nm (turbidez), utilizando-se 2 cubetas préviamente calibra-
das, zeradas com acetona 90%.
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