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METODOE ECOLOGICOS APLICADOS AOQ ESTUDD DO PERIFITON

SCHWARZBOLD, A.

Uma revisio dos métodos ecoclégicos aplicados ao
perifiton @& apresentada. Sdc discutidas as diferentes
terminologias utilizadas para designar os compartimentos
dag comunidades de organismos aderides ou agregados da
regifo litor@nea de lages ou de leitos de rios. Os matodos
de coleta, remoglo e tratamentos das amostras do epifiton,
epiliton, epipelon e epipsamon sic apresentados de forma
individualizada para cada amblente. Procedimentos
metodolégicos, especificos para substratos naturals e
artificiais s8o descritcs para cada caso. Enfase malor fol
dada acs métodos de estudo da biomassa e producdoc primdria,
com c¢itagdo da literatura disponivel para os demais
estudos.

ABSTRACT — ECOLOGICAL METHODS FOR THE STUDY OF PERIPHYTON

A review of emcological methods for the study of
periphyton is presented. The different terms used to
identify the compartments of agregatted and attached
communities from tha littoral zones of lakes and river beds
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are discussed. Methods for sampling, remotion and treatment
of epiphyton, epiliton, epipelon and epipsamon are shown
individually. The same procedura is used +to distinguish
between methods applied for natural and artificial
substrates. Emphasys is given to methods for the studies of
biomass and primary production with citations of the
available literature for other studies.

INTRODUCAD

C termo perifiton {(Periphyton) fol utilizado pala
primeira vez por BEHNING (1928B) para demignar os organismos
gque colonizam substratos de cbras introduzidas pelo homam
em rios, ao realizar estudos no rio Wolga. Uma razcivel
lista de termcs, antes mesmo do termo perifiton, para
designar os diferentes enfogues do estudeo das comunidades
colonizadoras de wviaries tipos de substrato, pode ser
encontrada na literatura. O termo genérico mais apropriado
& "hufwuchs", em alemio, proposte por Seligo em 1905
(BEHNING, 1928; ROLL, 1929) e gue nioc encontra um similar
em cutra lingua. Perifiton passou a ser o termo mais
consagradeo, mesmo tendo sido modificado © seu sentido
original aoc longe dos anos, sendo atualmente aceito para
definir um microhabitat, conforme considera WETEZEL (1983a):
"complexa comunidade de microbiota (|bactérias, fungos,
algas, protozoarics e animais), detritos orgénicos [
inorginicos, gue estdo aderidos a um substratoc natural ou
artificial, vive ou morto".

Gradualmente foram sendo consagrados novos termos,
universalmente aceitos, gue especificam estudos perifiticos
na dependéncia de um determinado substrato submarso,
inicialmente propostos por Sramek-Husek em 1946
{(SLADECEOVA, 19562) :
= epifiton (epiphyteon) = perifiton epifitico: comunidade
gue cresce sobre substrato de plantas, vivas ou mortas;
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- epiliton (epllyton) = perifiton epilitico: comunidade gue
crasce sobre substratcs rochosos; sic mais comuns em
ambientes loticos.

Sic de Sramek-Husek também o8 termos epihalon
{virios subatratoa)l e espizoon {gubstrato animal}, mas gque
sio pouco usados. Uma proposicio para "aufwuchs® verdadeiro
e "Aufwucha® falso dasignando organismoe aderidos (aéssels)
e organismos livres depandentes dos primairos
pseudo-parifiton) respactivamente. Tem menor utilizacio,
mesmo porgue, via de regra, & dificil separar as duas
formas metodologlicamente. ROUND {1964, 1965) wutilizou o8
termos epipelon e epipsamon descrevendo astudos da
microflora gue se desenvolve sobre sedimento orglnico e de
argila e, a organismos bastante especificos gue vivem ou se
movem sobre areia ou entre suas particulas,
respectivamente. Nesse gentido o bentos passa a Be refarir
soments acs animais gque se movem sobre a superficie do
gsedimento. WETZEL (19B1) cita Behre, gque em 1956 utiliszou o
termo metafiton para designar um grupoc da algas dJue 8@
encontram agrupadas na regido litorinea sem estarem
agregadas ac perifiton e sem serem planctSnicas. Esse termo
tem santido de sinonimia com ticopléncton e pseudopliancton
utilizados por Waumann j& em 1931 e pseudoperifiton por
§ladeckova em 1960 (WETEZFL, 1581).

Todos esses termos tendem a criar confusfo no s8seu
emprago davido &s sincnimias e mudancas do seu significado
ao longo do tempo. Importante 4 0o fato de gue a regido
l1itorSnea @ muitc hetarog@nea, ariando muitos microhabitats
e dificultando, scbremcdo, amostragens significativas. Como
separar, por amostragem, O vardadeiro perifiton do
pseudoperifiton, o ticoplBncton do fitoplincton, & guase
sempre imposslivel, principalm&nti guando o objetive & medir
estogues, biomassa, fluxos e producio.

Por issoc & utilizada, neste trabalho, uma forma
mais explicita de designacgdo, referindo-se aos organismos
com o8 adietivos apropriados gque definem o= substratos
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sobre os gquaig eles &se encontram, conforme proposicioc
original de Round (WETZEL, 198l1) como seqgue: a} algas
perifiticas, b) algas epiliticas, c) algas epipélicas, d)
algas eplpsflmicas ou, no caso de outreoe organismcos, como
protozofirios epifiticos, bactarias epifiticas ou, ainda, de
outro tipo de substrato. B usual a expressic "comunidade™
perifitica para pe referir aos animais associados (NOSEE &
OERTEL, 1983; BERECZKY et alii, 1983), as populacbes de
algas (KLARER & HICKMAN, 1975; BROWN, 1976; ROOS, 1983a) ;
com medidas incluindo a mailoria doe organiesmos perifiticos
presentes (PIECZINSKA, 1964; DICEMAN, 19747 MARKOSOVA,
1979) e populacdes que participam de processos de "grazing"
@ predagdc (HUNTER & RUSSEL-HUNTER, 1983; ROOS, 1983h).

Quando o substratoc @ epifitico, comumente & apenas
citada a espécie macrofitica colonizada (CLAPS, 1984, 1987;
HEIJS, 1985; HOWARD-WILLIAMSE =&t alii, 1978} bem como
substratos artificiails imitando substratos naturais (MORIN,
1986) .

A revisdo mais abrangente da terminclogia
utilizada e seu significado pode ser encontrada em ROLL
{1939) e SBLADECKOVA (1962).

Neste trabalho, guando se trata de métodos sobre
medidas de produgio priméria e plgmentos
fotossintetizantes, os critérios sd0 baseados nas
propoeigdes de nomenclatura de Round (WETEEL, 1981); nas
amostragens {(coletas) e medidas de estogque de biomassa
(peeo seco e peso seco sem cinzas) o= critérics hbasgelam-se
em WETZEL, 1983a) porgue, neste caso, ndc @& possivel
separar metodologicamente o0s diferentes componentes do
perifiton e suas massas participam obrigatoriamentes das
mensuractes.

Discussées criticas dos métodos apresentados sdo
escassas, ao contrarioc do plincton onde a literatura &
farta, a metodologia & melhor padronizada e a amplitude dos
erros & & mais conhecida.

S8&8c apresentados aqui, com @&nfase, os métodos
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sobre produgdo primiriam e biomassa, com relacgho acs
diferentes substratoa. Métodos dos demals estudos, como
populacgSes animais e das anflises guimicas t&m citadas
algumas fontes apenas e, de gue modo tais estudos devem ser
inseridos numa anflise global do perifiton no ecossistema
aguiitico.

DISBCUSSAD SOBRE TIPOS DE SUBSTRATOS

Moebius em 1883 propds originalmente uma nova
técnica para obtengio de animais microschpicos
principalmente de ambientes marinhos, expondo laminas de
microscépic, seguido de Eny, em 1884, que expSs placas de
vidro em posigio horizontal e vertical, dentro de cilindros
de vidro preenchidos por &gua e pedagos de macrbfitas
aguBticas colonizadas por algas. Eles objetivavam estudos
gualitativoes de fauna & flora do poluido porto de Hamburgo
(Alemanha) (SLADECKOVA, 1962). Hentschel em 1916 foi quem
primeiro utilizou lEminas de vidro e outros tipos de
substratos para estudos tanto gualitativos guanto
guantitativos do perifiton (SLADECKOVA, 19%62).

Depde antioc numerosos estudos passaram Ba Ssar
realizados mediante utilizagioc de substratcs artificials,
principalmente por zobdlogos, botinicos e microbiologistas,
introduzinde algumas modificagdes na depandéncia dos
objetives de cada trabalho. Eram pois, inicialmente,
estudos realizados por hidrobiolegistas.

Varios tipos de substratos artificiale passaram a
gser utilizados a partir de entdc: madeira, cerfmica,
cortica, plasticos diversos e, diferentes técnicas de
exposigic foram introduzidas. Neste sentido a literatura &
vasta e a mais abrangente revisdoc fol realizada por
SLADECKOVA (1962).

A partir de estudos guantitativos (e mesmo
gualitativeos) entrou em discussfo a validade do uso ou ndo
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de substratos artificiais em substituicSoc aos substratos
naturais e continua controvérsia se estabeleceu. Comparando
substratos naturais vivos com os mesmos, mortos, antre
diferentes espécies de macréfitas aquAticas emergentes,
YOUNG (1945) encontrou diferancas entre ales, pelc
lavantamentc feaito d4da comunidade formada por algas e
animais. Atribuiu estas diferancas i modificacio da
gualidade fisica da superficie colonizada do substrato gque,
scofrendo penetracic das hifas dos fungos & medida gu aentra
em senescéncia e morre, facilita a colonlzacic das demais
espécies. Mediante o cobrimento de peguenas pedras e
cascalhos por um filme de colddic MARGALEF (1948/1949)
obteve resultados gue recomendam tal método em aestudos da
comunidade epilitica. A exposigdo para colonizacdo da
substratos artificiais eintéticos, alam de vidro,
gradualmente passocu a ser introduzida, como acrilico por
GREENDA & BREHMER (1960) & KEVERN at alii (1966) .
Comparando resultados da analise da populacoes de
diatomdceas entre substrato artificlal de acrilice com
substratos naturais de Efodea e Fontinafis TIPPETT (1970)
ancontrou significativas diferengas tanto em nimero ds
células comoc em espécies.

Uma avaliacaoc do método de exposicic de liminas de
vidro para estimativa da producSc de algas aderidas foi
realizado por CASTENHOLZ (1960, 1961} baseado
Principalmente em populacdes de diatomAceas e ralacdes com
pesc seco & pes0o seco sem cinzas. Estabeleceu taims relacdes
utilizando material coletado de pedras (epiliton). Suas
ocbservagSes mais importantes estio nas ralagSas
floristicas, indicando algumas seletividade de substrato.
Conclui também que a posigdc horizontal de 18minas em Aguas
calmaa de lagos, acumulam atéd 12 vezes mais matarial
perifitico do gue na posicdo vertical. Na posicao
horizontal a face superior pode variar de 50% a B58% em
cinzas, enquanto na face inferior as cinzas 880 formadas
quase gue exclusivamente pelas frustulas de diatomiceas.
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Artigos recantes t@m rancvado, palos ERUE
resultados, as controvérsias., Ceomparando resultadoe da
produgdoc priméria e biomassa epifitica gque cresce sobre
Potamogeifon Aichardsoni a plantas plasticas
mor fologicamente gimilares CATTANED & KALFF (1979) naoc
cbhtiveram difarencas significativas, mesmoc tendo side
constatada uma peguena excrecdo de fosforo do substrato
natural. Estes resultados nfo aceitam a hipbtese, a priori,
de gue haja significante beneficic das algas gue crescem
sobre um substratoc de macrofita. ROBINSON (1%983) guestiona
a utilizacdo de substratos artificiais nalguns estudos de
perifiton epifitico por considerar as macrSfitas submersas
& amergentes um substrato na@c inerte.

Discusedes em bases tedbricas gue podem servir de
apoio &s especulagfes sobre interacdes entre algas aderidas
x subetrato, encontram-sea em WETIEL (1981, 1983b).

A decisfo sobre gual o tipo de substrato gue deve
ger utilizado; se este deve ser natural ou urtifiqllls e O
artificial deve ou ndo simular o natural e, gqual a melhor
posicioc do substrato artificial, deve preliminarmente ser
precedida de amostragens e medicOes comparativas, aplicando
testes de significiAncia entre cs resultados. De gualguer
modeo, alguns detalhes importantes devem sempre ser levados
em consideraclo:

a - grau de rugosidade da superficie de colonizagio do
substrato artificial em relagio ac substrato natural;

b = possibilidades técnicas de remocSoc do perifiton;

c - adeguacido do tipo de subetrato ac estudo visador

d = puperficie minima colonizada gue permita uma amostragem
adegquada, principalmente gquando se trata de analises
miiltiplas e de cunho ecolbgico;

e - preocupagao com a homogeneidade;

f - locallzacso dos substratos artificiais {gquando
utilizados) junto acs estandes de macrofitas aquiticas
ou ao sedimento ou ainda em relagdo & correnteza nos
ambientes loticoas;
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g = posiclo do substrato artificial, smendo els laminar
thorizontal, wvertical ou obliquo);

h - tempo de exposicdo ideal e conhecimento do tempo de
colonizacgio do substrato natural, quandoc necesglria a
comparagio antre eles.

Quando um estudo objetiva conhecer o efeito da
atenuacdo da luz sobre o perifiton, na coluna da agua, s&Ao
indicadas coletas de material que coloniza macr&fitas
aquidticas emergentes com folhas ou talos da tecidos
razoavelmente resistentes A remo¢do {por raspagem P. ®a&x.),
como peclolos ou pediinculcos de ninfeiceas, folhas ou talos
de cipericeas e gramineas. Para corpos de Agua que sofrem
significativas oscilagdea de nivel substratos da plantas
emergentas gque ndoc tenham mecanismos de flutuagio, podem
nio ser adequados, Neste caso a scluclo estd na introduc#o
de substratos artificiaisg Suspansos por flutuadores ou
subatratos naturais de tipos biolbgicos de macrS5fitas
agquidticas de ramos ou folhas flutuantes como Fichhoandia
d@zureda, facilmente encontrados em canais, remansos de rics,
lagoas marginais e Areas alagiveis de regides tropicais.

Em todos o8 tipom de substratos .anteriormente
mencionados, & possivel determinar 4 sua Area cclonizada,
com usc de paguimetro, através do ecalculoc da superficie
lateral de um cilindro (ex,: peciolo de ninfefceas) ou de
areas de retingulos em 18minas de vidro, acrilicea ou
acetato de celulose,

Em substratos de macrofitas agquiticas submersas,
com folhas geralmente muito fendidas e frigeis, normalments
se apresentam 2 problemas:

a - baixa resist&ncia meclnica dos seus tecidos,

dificultando a remocic do perifiton:

b - dificuldade de medir a area colonizada, MNeste caso a

alternativa & mensurar o substrate pelo seu volume ou sua

biomassa (como peso fimido ou Pes0 saco), mas que dificulta
comparacdes dos resultados obtidos sobre substratos em gque

foram fmitas medidas de Area cnlnﬁizuda {ver figura 3), A
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mesma dificuldade se apresenta gquando se realizam colatas
de perifiton gue coloniza substratos de ralzes de
macrS5fitas flutuantes como Eichhoania chradsipes, Pistia
straficsifes ou folhas modificadas de Salvinda.

Doe substratos naturais de macr5fitas aguiticas
emergentes ou enraizadas de folhas flutuantes, s80
coletados segmentos (pequenca cilindros) de talos de
peciolos colonizados (figuras 3 e 4), com o cuidado de
controlar o seu estadio de desenvolvimento ] as
profundidades de coleta. Via de regra sio coletados virios
segmentos, separados € preservados conforme o tipo de
anfilise desejada. A mnajoria dessas plantas podem sar
cortadas rente ao sedimento e depols separadas em virlos
segmantos,

Para estudos em gue se objetiva sucessdo e
estidics de colonizaglo, podem ser utilizadas partes
submersas de substratos naturais gque tenham crescimento
horizontal junte & superficie da &gua e gue possam s=er
marcadas & medida gue crescem e sdoc colonizadas, como em
Eichornia azurea.

Um modelo gue permite a exposiclio de substratos
artificiais miltiplos, gque se prestam simultaneamente para
{a) coletas gque visam estudos miltiplos e simultineos; (b)
coletas a diferentes profundidades e (c) coletas de
acompanhamento de sucessfo e sazonalidade, pode ser wvisto
na Fig. 1. As l8minas, neste caso, =8c de acetatoc de
calulose, mantidas na posic8o wvertical.

Liminas de acetato de celulose passaram a ser
utilizadas como substratos artificiais, pelas varias
vantagenas gue apresentam, em parte baseadoc em HO (1%76,
1979} : resista@ncia meclnica, tolerincia &s variactes de
temperatura na &gua, boa transparéncia, resisténcia &
maioria dcos Alcoois, soliivel em cetona, solivel em dioxanc
para contagem em cintilacdo liguida, possibilidade de
produzir diferentes graus de rugosidade na suparficie
colonizada, facilidade de manipulacgic para exposicio,
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Figura 1 - Modeloe de substratos artificlais de scetato de celulose, adequado pars es-
tudos ecolégleos miltiplos e para exposicac a diferentes profundidades,
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facilidade de corte & perfuragic e, facilidade de remocao
do perifiton por métodos meclnicos como raspagem. Mesmo am
se tratando de material orginico de composic8o semelhante a
substincias orginicas naturails, permanece discutivel a
gquestioc da seletividade e a validade da comparagdc aos
gsubstratos naturals. As facilidades de manipulagic e de
fracionamento para andlises diferentes, além das ja
c¢itadas, recomendam o acetato de calulose para estudos
parifiticces miltiplos.

TECNICAS DE EXPOSICAO DE SUBSTRATOS ARTIFICIAIS

As tacnicas variam com o0& tipos de substratos
utilizados, com os objetives dos estudos, com O tipo de
ambiente aguatico e, com as caracteristicas hidrolégicas
das massas de Agua onde sa reallza a exposigio.

Por se tratar de estudos guantitativos, OB
substratos devem sempre possuir formato gue facilite medir
sua Area e, apresentar superficie de adesfo gue permita a
remocio de todo perifiton.

Em ambientes l&nticos, geralmente ricos am
perifiton na regido litord@nea, muitas técnicas foram
descritas. Utilizando léminas de microscopia, elas podam
ser presas A cortiga ou borracha na posiclio vertical (Fig.
2a @ 2b) ou simultaneamente nas posi¢gdes horizontal e
vertical (Fig. 2¢ e 2d); diferentes rolhas ficam suspensas
a diferentes profundidades num eixc por sua vez presc a um
flutuador, baseado em SLADECKOVA (1962). Esta técnica a
recomendada para estudeos da influenciada extingado da luz na
coluna da Agua, além da verificacio dos efeitos segundo as
posicdes horizontal e vertical na deposicdo de particulas
do seston. CASTENHOLZ (1960, 1961) e MEIER et alii (1983}
d8c muita import@ncia A posigdc das l&minas do substrato.
GODINHO-ORLANDI & BARBIERI (19B3) utilizaram um suporte
fixo com liminas suspensas lateralmente a diferentes
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profundidades (Fig. 2e). Esta taéacnica sd pode sar utilizada
para curtos periodos de exposigdo, porque via de regra as
dguas sofrem sensivels oscilagfes de rnivel a a estaca prasa
ao fundo ndo acompanha estas oscilacgSas.

Um modelo gue permite miltiplas coletas
simult8neas, utilizando léminas de acetato de celulose &
visto na Fig. 1.

Em ambientes loticos & antiga a técnica de
exposigio de ldminae de vidro. Uma forma pratica, simples &
radpida & encaixar as l8minas numa caixa de microscopia e
expor na Agua corrente, em posiglo e local gue simule as
condigdes do perifiton epilitico (SLADECKOVA, 1962).

A cobertura de pedras, ou cascalhos de fundo de
amblentes léticos, por um filme de colddic foi sugerida por
MARGALEF (1948/1949). A técnica do 'filme de colddio' foi
descrita pelo mesmo autor, e considera gue esse material
simula o proprio substrato epilitico, por ele recoberto
lcolédioc & uma nitrocelulose empregada na fabricagao de
vernizes). GRZENDA & BREHMER (1960) prenderam ac funde do
leito um bloce onde afixaram uma sarie de l8minas de
acrilico em posigdo horizontal. Todo bloco teve sua
profundidade requlada segundo a variacie do nivel da agua
(Figura 2f). Um meodels simplea foi desenvolvido por
WATANABE (1985) prendendo uma folha de polietilenc ao redor
de um cilindro de PVC, suspensoc na coluna da &gua por um
flutuador, ao analisar ambientes l16ticos impactados através
de estudos da comunidade perifitica (Fig. 2g).

TEMPO DE EXPOSICAD

& duracglo da exposigio wvaria com © tipo de
ambiente, a regiio geogrifica, a caracteristica da agua, a
epoca do ano e, principalmente, com o objetive da
investigacgio,

Quando o estudo objetiva a eceolonizagdo inicial,
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Figura 2 - Tipos de substratos artificlels, propostos por diferentes autoren: 2@ abd
2d, montados de limines de microscopia para amblentes lonticosy 2f, de serl
1ico para ambientes lotieos; 2g, de poliecileno para amblentes loticos By
ih, parm medidas de produgho primaris (modificads de varios sutores).
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poucos dias ou até 1 semana s3o suficientee (MORIN, 1986).
Estudos de comparagdo entre difearentes substratos podem ser
efetuados com expeosicio de poucas semanas. DELBECQUE (1983)
comparou diferentes substratos wivos ocom 2 gemanas da
exposighAo; PANITE (19B0) expdSs vArios tipocs de mubstrate
durante 4 semanas. Estudos da sucessic da comunidade
perifitica exigem um periede maie longe, na dependéncia do
tipo de substrato. Para estudos de colonizacao por
bactérias, poucos dias sfo por vezes suficientes (bactérias
@ fungos s8c ploneiroce em ambientes ricos em matéria
orgénica)l mas um pericdo mals longe se faz necessirio
gquando o énfoque & a decomposigic. Estudos envolvendo
populagdoes animais, como formas jovens de insetos aguiticos
que se encontram associados ac perifiton, necessitam de
substratos expostos durante alguns mesas, porgque estes
organismos atuam como consumidores das algas, ou ainda,
como predadores (ROOS, 1983). A estrutura dessa comunidade
80 pode ser compreendida a partir de coletas de amostras
gue representem uma colonizagcao madura com tendéncia &
estabilidade, se antes disso o substrato, ele prépric, ndo
entrar em senescéncia e decompcsiglo. Esta tampo pode
atingir um pericdo de 1 aneo, dependendo das aspécies
macrofiticas utilizadas como substrato.

Em estudos de biomassa e produgdc, um gradual
ineremente & alcancado ac longo do tempe de colonizaglo.
Cabe estabelecer o tempo ideal para efetuar as medidas,
varidvel de 30 a 90 dias.

Tempos de exposic¢doc de substratos para medidas em
ambientes impactados wvariam am funcao dos estudos
pretendidos e da caracteristica e intensidade do impacto
(WATANABE, 1985; LOBO & BUSELATO-TONIOLLI, 1985) , o  gue

devara ser decidido caso a caso,

COLETA, TRANSPORTE E REMOCAO

Amostras do epifiton sd8oc coletada Junto com
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fragmentos colonizados do substrato da planta. A
transfer@ncia desses fragmentos colonizados deve sar feita
com muitoc cuidado para o frasco de coleta contendo Agua
filtrada de proprio local de coleta, na maioria das
anilises, ou solugdoco especlfica de preservagio, para
estudos com organismos. Tanto a &gua, gquanto a solugio de
preservagio, devem cobrir completamente a amostra para néo
provocar o ressacamento.

A transfer@nclia de substratos artificiais para o=
frascos de coleta & facilitada, via de regra, pela Eimples
peparacidc de cada unidade amostral, por esxemplo ldmina, de
seu suporte de exposigdo. Cuidado especial deve ser tomado
durante esma transfer@ncia para o frasco, afim de que naoc
se percam materiais nao aderidos ao substrato,
especialmente em estudos com l&minas expostas na posiclo
horizontal, ricas em particulas depcsitadas.

Nos experimentos "in situ” ou na preparagaoc das
anilises de laboratfric, a remocdo da camada perifitica
pode ser feita por raspagem, agitagdo, wvibracgic ou outro
meio. Separagido por agitacdo, precedida de hidreolizacao por
seolugdo FAA (10:7:2:1 = 95% etanol: Agua, formalina: Acide
acético glacial) em estudos taxondmicos e de contagem foram
utilizados por GOUGH & WOELKERLING (1376) e HO (1979).
Contudo CATTANEO & KALF (1980) consideraram a agitacao
método pouco eficiente. Por outro lado, a solugdco FAA nao
pode ser empregada em estudos de produgac e biomassa.

A raspagem felta com 1l8minas (estilete, por
exemplo) & indicada para’ certos substratos artificiais e,
nos naturais que apresentem superficies e tecidos
resistentes & ag8oc mecd3nica para raspagem. Tacidos de
macr&fitas aguaAticas submersas como Caboemba e Mynlophyffum,
bem como de raizes e rizdides de plantas flutuantes sd
permitem uma efetiva remogio por outros meéetodeos, podendo
ser utilizada escova ou pincel em estudos de massa, <om O
cuidade de ndo romper e incluir tecidos do substrato, gque
podem alterar significativamente os resultados.
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Em estudos de taxonomia e contagem, a remogZo de
epifiton pode ser feita por acdo meclnica (raspagem,
agitaclo, wvibraclo), apfs acdo gquimica com soclugdc FAA,
agio enzimaAtica, abaixamento do pH ao redor de 4,7 ou
formas combinadas {(DELBECQUE, 1985). O meemo autor sugere a
utilizagdo de EDTA a pH 4,0 para guelar & remover materiais
depositados na amostra, come o caAlcio.

A microscopia de varredura ("Bcanning electron
microscopy”] & um método excepcional para observacdes da
arguitetura da comunidade epilfitica, devido ao seu podar de
resclucdo, profundidade de campo, e possibilidades de
mudanca de dngulo &6tico. O problema desse método estd no
cuete e dificuldades de preparac8oco da amostra. B8Sobre
preparacdoc da amostra deste tipo de material wver ALLANSON
11973}, CROSS et alii (1977) e DELBECQUE (18985).

Dificuldades de remocio do perifiton de seu
subetrato & uma das principals razdes gue levam a
utilizacdo de substratos artificiais. Contudo tal técnica
nio tem sido encorajadora guando se trata de comunidades
epipélicas e epipsBmicas, sendo indicada, neste caso, a
coleta de varios 'cores' de pegueno di8metro, dos gquais
possam ser removidae delgadas camadas do sedimente, para
anAlise {ROBIWSON, 19823).

Em ambientes dea Aguas rasas, ag amostras
eplliticas e epipsBEmicas podem ser obtidas, introduzinde no
sedimento tubos de PVC ou acrilico de Area aproximada de 60
cem?, deantro do gual se coloca outro tubo, de vidro, de
aproximadamente 0,5 cocm de diﬁmutrﬂ: conectado por um tubo
plastico a um frasco de coleta (0,5 & 1,0 1), por sua vez
conectado a uma bomba de vicuo manual (EATON & MOSS, 1966}
HICKMAN, 1969). A retirada da camada epipélica e epipsimica
& feita movimentande o tubo de vidrec interno, até recolher
a espessura desejada, por sucg¢do, na Area interna do tubo
maior. Descriglo detalhada da retirada da camada epipélica
e epipsimica e posterior remocdio e separacdc & feita por
EATON & MOSSE (1966).
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Para coletas de amostras do epiliton, em especial
de ambientes ldticos, também He apresentam algumas
dificuldades. MARGALEF (1548/1949%) wutilizou filme de
eolf&dic revestinde cascalhos, previamente esterilizados,
gque constitul um substrato artificial simulando um natural.
Acetato de celulcse dissolvido em cetona também pode ser
utilizado, recobrindo cascalhos e formando um fino filme de
colonizacio.

FPara eastudos de produclo podem ser wutilizados
cascalhos inteiros, colonizados. O wvolume & facilmente
determinado, margulhandc © cascalho em proveta volumétrica
com fgua gue cubra inteiramente o objeto mergulhado.

Para remover perifiton de substratos fixos e de
sedimentos de ambientes 15ticos HAMALA et alii (1981)
desenvolveram um amostrador acoplado a uma bomba
peristiltica. Um tubo de didmetroc conhecido & preso ]
superficie a amostrar e nc seu interior uma escova de nylon
remove o perifiton gque & sugado pela bomba peristiltica e
transfarido para um frascoe coletor. VArias amostras 8sé&o
recolhida do mesmo local de coleta, observando-se mesmas
condicbes de correnteza & profundidade, para manter uma
maior homogensidade amostral. Um coletor de caracteristicas
semelhantes fol desenvolvido por HUDSBON & OLIVER (1983},
acopladc a uma bomba de vacuo manual, Estes tipos de
colatores s& poderdo ser utilizados em ambientes de Aaguas
rasas.

MEDIDAS DE MASSA E PRODUCARC PRIMARIA

virios matodos podem ser utilizados para medir a
produclo primidria do perifiton. Estdo apoiados nas mesmas
bages tedricas dos estudos do plancton.

Para evitar confusdes, BAC inictalmente
apresentados alguns conceitos bésicos e terminologia a
partir dos guais sdo aplicados os métodos e efetuadas as
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medigSes. Revisdo e discussfic mais ampla desses conceitos
podem ser encontrados em WESTLAKE (1963), BTEEMANN-NIELSEN
(1965}, TUNDISI & TUNDISBI (1976) e WETZEL (1981).

Biomassa & o peso de toda matéria viva de uma Area
ou volume em um tempo instanti@nec dado. B um estogque num
dado momento (= "standing-stock"). ProdugSc & o pesc de
matéria orginica formada durante um determinado intervalo
de tempo, mais as perdas havidas durante o periodo. B,
portanto, o incrementoc de biomasea ac longe de um periodo
de tempo, mais as perdas havidas por respiracio, excrecao,
morte ou pastejo (= "grazing®"). A matéria orglnica formada
& o produto da fotossintese {(ou guimicssintese) de maneira
que os métodos utilizados na =sua medigdo, se apolam em
diferentes parimetros gue expressem esses estogues ou

incrementos: contagem e volume celulares, Pigmentos
fotosseintetizantes, pesc fresco, peso saco (com cinzas ou
livre de cinzas), contelido energético, ATE, carbono

orginico, oxigé@nio liberado, carbono fixado etcoc.

A produgBo primiria bruta & a taxa de produclio de
nova matéria orgiinica, inecluinde a usada ou perdida durante
o intervalo de tempo medido,

A producdo primiria liguida {ou produgdo aparente)
& a taxa bruta de nova matéria org3nica, menos as pardas
devidas aos Processos da respiracio = aXcregao,
principalmenta.

E comum, ainda, o emprago do termoc preodutividade
como sendo a taxa maxima possivel em um sistema am
condicoes i1deais. Muitos autores utilizam o termo
produtividade como sendo expressic de mesmo significado de
produgdoc e o wuso indistinto de ambos tem aumentado a
confusdo. Neste trabalhc & empregado o terme producglo
conformg definigio acima, isto '@, a taxa de nova mataria
orgénica formada (incluinde a utilizada no proprioc
metabolismo) num certo intervalo de tempo.
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Madidas de Massa

Massa & toda matéria contida numa Area ou volume
gue pode ser determinada representando um estogque
instantinec. Em ambientes terrestres e mesmc na mailoria dos
casos dos ambientes aqufticos, & possivel separar os
organismos por variados métodos de separaglo, mensurando
sua biomassa. Esta biomassa pode ser expressa em peso
fresco, peso seco & ainda, peso seco sem cinzas.

Com estudos perifiticos a express@c blomassa &
inadequada, pois boa parte do material removido do
subetrato & composto por particulas inorglnicas gque se
depositaram scbre a camada perifitica. Estas particulas nao
podem ser separadas por métodos simples de remoglo e
posterior determinaglio gravimétrica.

Panno Seco

Total de massa perifitica removida do substrato e
mecada em estufa a 65°C (aproximadamente por 48 a 72 horas)
até atingir peso constante. A medida & feita por
gravimetria em balanga de 4 & 5 decimails quando a separagao
ocorre por filtros de fibra de vidro e, 3 decimais guando a
separacic for de malores guantidades em frasco de alumina
ou ocutro.

Os procedimentos priticos para obtencdc do peso
seco podem ser visualizados na Fig. 3. Quando =e trata de
gubstratos artificiais, pode-se ter um procadimento
alternative, on seja: os substratos s8oc pesados |apos
secagem a §5%C) antes da exposigio "in situ". Assim, apds a
coleta, ndo & necessArio remover o perifiton, secando-se e
pesando-se todo o conjunto e subtraindo o peso inicial
(gsubstrate) do peso final (perifiton).

Acerca da temperatura de secagem, MEULLEMANS &
HEINES (1983) utilizam 70°C, o que pouco difere de 65°C,
Temperaturas de 85°C a 105°C n#e edoc recomendadas, pois
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Figura 3 - MHagrams das erapas setodoligicas para o estudo do peso seco (PS), cintas e relacoes com a biomassa,
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comega a haver perda por volatilizacgao.
Pasc Seco Sem Cinzas

Por combustio a 550°C durante 2 horas, toda
matéria orglnica & eliminada, restando material inorglnico,
ou cinzas. A diferenga entre o pesc inicial (peso seco} e
pesc apbe a combustéo, conetitul o peso seco livre de
clnzas.

0s frascos utilizados na combustdc (filtro de
fibra de vidro, cadinho de cerdmica ou alumina} devem ser
previamante calcinados a 480°C e pesados (Ver procedimentos
conforme Fig. 3).

A relacdc entre peso seco e peso 8BCO livre de
cinzas & uma importante informagdoc scbre a presenca de
particulas inorginicas depositadas no epifiton e epiliton,
Mo epipelon e epipsamon esta ralagdc diz respeito ao
propric sedimento ao gual estd associado.

Taxa de Acumulacio

CASTENHOLZ (1960), SHORTREED & STOCKNER (1983) e
SHORTREED et alii (19B4) calcularam a taxa de acumulacio,
dividindo o peso seco 1ivre de cinzas pelo nimero de dias
de exposigdo de substratos artificiais.

Taxas de acumulacic sfc uma estimativa de producao

total do perifiton, pois nele, via de regra, estio
incluidos ocutros organismoe, além das algas. Eata taxa sd 8
possivel obter, sabendo-se o tempo {em dias) de
colonizagao. Os resultados apresentam valores
super-estimados gquandoc se depositam scbre o geubetrato
materiais aldctones orgidnicos, gue, de qualguer modo,
também es8c perifiticos pegundo WETEZEL (1983a) . Em
substratos naturaie & possivel estimar a taxa de

acumulacio, conhecendoc-se a fenclogia da macrofita aguAtica
colonizada, ou seja acompanhando e datando o inicio da
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colonizacio dos seus Orgdocs de renovo.

Mo epiliton basta limpar as rochas ou cascalhos e,
a partir dal, acompanhar a colonizagioc. No epipelon a
epipsamon a forma males adeguada & a exposigdoc de substratos
artificiais.

Discussfes sobre métodos de estimativas de massa
em diferentes ambientes perifiticos sac encontradas em
ROUND & HICKMAN (1971).

Clorofilas e Feoplgmentos

Varios tipos de clorofilas ocorrem em algas e nas
plantas em geral. A mails importante & a clorefila a,
seguida pelas clorcofilas b e ¢. Estas clorofilas podem
degradar-se em meio Aacido ou de forte radiagio em
temperatura ambiente (GOLTERMAN et alii, 1978), rompendo o
anel de porfirina da clorofila. Os produtos dassa
degradacic sioc feofitinas cujo espectro de absorcio esti
muito proximo das respectivas clorofilas. Na naturaza
encontram—-se estes produtos de degradacéo e, sua
determinacio guantitativa terd gue sar feita nas amostras
madiante acidificacio, afim de evitar erros grosseiros na
guantificagio das clorofilas.

As medidas dae clorofilas s3o importantes na
anilise do perifiton; raprasantam uma forma da
guantificagio da massa de algas no perifiton total.
Permitem astabelecer Indices, como o iIndice autotréfice
{IA), relacionando quantitativamente a mussa autotrofica
fotaoesinteticamente ativa com as demais massas,
representadas por bactérias, fungos, protozoariocs, pegquencs
animais, restos orginicos em degradagic e material mineral
depositado.

h concentracio de cleorcfilas pode ser determinada
por método colorimétrico ou espectrofotométrice e, por
fluorimetria.

Solventes de extracgdo — Em colorimetria -
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espectrofotometria a leitura g5 podera ser feita de extratoc
da amostra. A cetona 90% (vol/fvol) @ o solvente orginico
mais utilizado. Metanol 99% e etanocl também san utilizados,
havendo muitos trabalhos gue discutem a eficiéncia de
extragdo dos diferentes solventes. Metanol e atanol
regqueram maiores cuidados de utilizacio, por entrarem
facilmente em combustic e provocarem explos@o, J& gque a
extracioc & feita a temperatura amblente e sarem muito
volatels, principalmente o metanocl.

Espectro de absorgio — Pico da absorcio da
clorofila a ocorre entre 663 nm e 665 om, que &
praticamente a mesma faixa espectral da feofitina a, obtida
com adicio de Beido; em pH baixo ocorre a remocgdo do Mg da
molédcula da clorofila, gue se degrada em feofitina do masmo
egpactro.

0s comprimentos de onda de 645 mm e 630 nm
representam picos de absorgdo para clorofilas b e ¢,
respactivamente.

0 comprimento de onda de 730 nm representa uma
falxa de absorcSo de uma ampla gama de substincias
dissclvidas ou dispersas numa amostra @ onde praticamente
n3c hd absorpgAo de pigmentos foteossintezantea cujos valores
de leitura devem ser subtraldos dos valores de leitura dos
plgmentos.

peterminacio por espectrofotometria

Extragiao e« calculos — Para determinagio das
clorofilas a, b e c & adguada a equagic de STRICKLAND &
PARSONS (1968) que inclui no cdleculo os fatores egpecificos
de absorgioc para cada um dos comprimentos de onda acima.
Experimentos envolvendo comprimentos de onda e produtos da
degradagdc das cloreofilas sob efeito da acidificacdo foram
realizados por RIEMANW (1978). Em ROUND & HICKEMAN (1971}
8o diszcutidos métodor de estimativa de produgéo primaria
envolvende varios tipos de substratos.
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Fara efeito deste trabalho, o= procedimantos
estdo, em parte, baseados em MARKER (1972) e HO (1979) na
determinacg@o da cloreofila a do epifiton. A extracdo & feita
em laboratdrioc em condigSes de baixa luminosidade, nas
seguintes etapas (Ver procedimento na Fig. 4):

a - remover o perlifiton transferindo o© material para um
beker e enxaguando o substrato com dgua destilada, para
recuperar o residual;

b - filtrar a amostra removida em filtro de fibra das wvidro
(WHATMAN GF/C ou similar), a vAcuo ndc supericr a 0,5
atmy

¢ = transferir o filtrc para tubos de centrifuga e colocar
cetona 90% {(ou metanol 99% ou etancl) até cobrir todo
filtro;

d - tapar o tubo e colocar em geladeira por 24 horas se for
com cetona 30%; se for metancl 99% ou etanol, guardar
durante uma noite no escurc & temperatura ambiente (ha
autores gque aguecem a amostra até o inicio da
ebulicio) ;

& = macerar ou agltar vigorosamente a amostra para rompar
eventuals células ainda intactas;

f - centrifugar a 3.000 rpm durante 10 minutos e apds,
transferir o sobrenadante para balSes volumétricos de
10 ou 15 ml, completando o volume;

g = ler cada amostra a 7850 nm e 663 nm no
espectrofotdmetro, para clorofila as

h = adicionar 0,1 M de HCl na proporcio de 0,1 ml/25 ml do
extrato [RIEMANM, 1978), neutralizando apés alguns
minutos com Cacﬂ3 2 novamente centrifugar e ler a 750
nm @ 663 nm, para determinagio de feofitina.

08 mesmos procedimentos de leitura a 645 nm e 630
nm sdo feitos para determinacdo de clorofila b e ¢ e, neste
caso aplicandec a egquagdc de STRICKLAND & PARSONS {1968).

B indispensavel, ainda, medir a superficie lataral
ou volume ou ainda biomassa, do substratoc colonizadso pela
amostra, para tal medida entrar na equagio.
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A equacgdo indicada para medir clorofila a

deecontando o valor de feofitina a & baseado em MARKER

(1972)
onde:
ClLas=
Ab -
AR =
L1 ]
1 -
s =
3,0 =
12,5 =
10 =

a HO (1979), utilizando metanol 99% como solvente:

€l a= 3.0 (Ab - Aa) * 12,5 (v/1) * (l0/8)

conteddo de clorofila a em mg/m?;

abasorbincia a 663 nm, subtraida da aebsorbiincia a 750
nm, antes da acldificacglor

absorbincia a 663 nm, subtraida da absorbiincia a 750
nm, apds a acidificacglior

volume do solvente (cetona ou metancl) em ml;

passo 5tico da cubeta esspectrofotométrica usada, em
omy '
area colonizada do substrato, em cm; se a medida do
subatratoc for volume, 5 seri substituldo por vV (ml)
ou g (massa em grama de biomassa);

fator relativo & alteracdc na absorbBncia a 663 nm
para a concentragdo de clorecfila a e baseado no
fator dcido mAximo de 1,5;

fator baseado no coeficiente de absorgio especifico
de clorofila a em metanol & etanol;

fator de conversfo unitiria de ugfcm® para mg/m?
{vilido somente para unidade de superficie do
seubstrato) %.

Utilizando cetona 90% como Bolvente, oCorram

alteractes nos fatores (MAREER, 1972) e a eguacglo passa a

|8r:

Cl a= 2,43 (Ab-pa) * 10,48 * (v/1) * (10/5)
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sendo 2,43 baseadc no fator 8cido miximo de 1,7.

Na regldc do azul, entre os comprimentos de onda
de 440 nm a 410 nm ocorre absorbincia com picos maicres do
que as 663 nm - 665 nm, mas vArias interfer@ncias ocorrem
nessa banda e leitura sem neutralizaglo Iintroduz erroe
significativos.

Para melhor compreensdo das questdes metodolbgicas
anvolvendo plgmentos fotossintetizantes e seus produtos da
degradagio, principalmente guanto a equacdes e coeficientas
especificos das determinagdes, & indicado o trabalho
aintese de MARKER et alii (1980).

peterminaglo por fluorimetria

Clorofila pode ser medida por fluorescéncia. B um
métode altamente sensivel, prestando-se para amostras com
baixa estimativa de pigmentos {(GOLTERMAN et alii, 1978). As
medidas podem ser feitas do extrato ou com células "in
vivo™ através de potente fotomultiplicador.

Nas medidas "in wvivo" a amostra @& bombeada
diretamente através do fluvorSmetro, o gque para algas
parifiticas & um obstdcnlo. Este método 85 poderd ser
aplicado sa for removido o perifiton e ressuspensoc em um
carto volume de Agua a ser bombeada. Outreo obsthcule & a
dificuldade em dispor de fluorSmetro. As técnicas de
fluorimetria foram descritas por Yentsch & Menzel em 1583
(GOLTERMAN &t alii, 1978) e LORENZEN (1966).

MARKER et alii (1980) discutem e comparam oOS8
resultados dos métodos aspectrofotométricos e
fluorimétricos aplicados ao fitopli3ncton, mas gue também
gdo vilidos para o perifiton.

Medida do Trifosfato de Adenosina (ATP)

A medida do ATP & um método de estimativa de
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biomassa de células vivas. No perifiton ela & aplicavel
para relacionar as atividades celulares das associacles
entre algas, bactérias e detritoa (HOLM-HANBEN & PAERL,
1972) e estimativa de bicmassa. Diferentes estudos tem
demonetrado gque o contedde de ATP nos organismos representa
0,40% do conteiido de carbonc crglnico celular. Isto
significa gue, multiplicando o valor medido de ATF por 250,
pode-ee estimar o valor do carbono orginice celular, gue
aproximadamente representa o conteilde do carbono do seston
(COP), mas no perifiton representa uma estimativa mencs
sagura, por ocorrer mals carbono orgianice de deposigidoc
aldctona.

De outro lado conteido de ATP relata importante
informacdo =obre o estado fisioclégico dos organismos
(ANTONIETTI, 1983).

0 principic da determinacioc da concentracio de ATF
& o da bioluminiscéncia desenvolvido por Seliger & Mc Elroy
em 1960 (HOLM-HANSEN & PAERL, 1972), baseado na reacioc de
oxidagio da luciferina (reduzida) em presenca da enzima
luciferase e Hg2+, onde ATP libera uma ligacdo energética
formande ADP (HOLM-HANSEN & PAERL, 1972).

A preparagdc da amostra pode ser feita por
diferentes técnicas, com extragdo do ATP das células. CLARK
et alii (1978} descrevem e cCcOmparam resultados das
saguintes técnicas de extracdo: a) destilagio por cetona
90% com evaporagdoc a B0°c @ relidratacdo do residuoc com
tampdo TRIS :Haﬂﬂﬂj] apH 7,75 & preservacdo a -15”c anteas
da leitura; b} mistura do extrato de cetona em acido
triclorcacetico (TCA)} e a -15°c eter distilanidro com
centrifugacdoc para separacgic do eter e fase aquosay c)
axtracdo com tampdoc TRIS a pH 7,75 em bhanho a 93%,

Uma té&cnica alternativa com prévia imerséc da
amostra em nitrogénic 1liguide a posterior extragdaoc em
cetona 100% tamponada em NaHCO, foi descrita por ANTONIETTI
{1983} . Ver ainda técnicas de extragdoc em PERKINS & KAPLAN
{1974). '
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A leitura & feita em biocluminSmetro por reacio de
luminiecéncia de chama.

Contagem & Biovolume

Os aspectos taxonOmicos do perifiton ndo slo o
escopo demte trabalho. Contudo, a partir da importante
informagdo gualitativa, a guantificagio ji serd pcesivel, a
partir da contagem scbre uma determinada Area. ObservacSes
diretas e contagens podem ser feltas em substratos de
folhas delgadas comoc de Efodea, praticamente transparentes
ou com brangueamento (DELBECQUE, 1985). Em substratos
artificiais de lEminas de microscoplia & possivel a contagem
direta, raspandc uma das faces colonizadas, desde gue a
colonizac@o nd3c contenha excessiva deposigic de particulas
orginicas e incrgBnicas.

Substratos nao transparantes néo permitem
contagens e cheervacgbes diretas, & excessfo de peguenos
animais associados. Neste caso deverd ser feita a remoglo
do perifiton e preparagiic para microscopla, como para
bactérias, fungos, algas e protozodrioe, ou lupa para
pequencs animais,

Técnicas de preparacio sdo especificas para cada
grupe de organismos e gS serSc feltas algumas consideracdes
neste trabalho. Para algas as mals importantes sclugdes de
preservacio sdc o Lugol, o Transeau @ a FAA, esta com o
objetivo, também, de auxiliar na remocfo pela desagregagdo
das muscilagens de adesfo das células basais.

Pequenos animais poderaoc sar observados
diretamente, sendc especialmente indicades agueles gque
apresentam tecidos de revestimento mole como as hidras. Nos
animais também & peossivel a fixagldo sem remover o perifiton
do seu substrato.

A solucglo Dietrich @ recomandada para preservar
animais gque fazem parte da comunidade perifitica, com a
seguinte composic8o: dlcool 96%, 600 ml; Agua destilada,
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300 ml; formol 40%, 100 ml; &cido acético glacial, 20 ml,
{Prof8 Dr® Maria Angélica Dias, com. pas.).

As técnicas de preparacdoc e contagem de algas
podem ser encontradas em TIPPET (1970}, BROWM & AUSTIM
{1971}, BROWN (1973), SICKO-GOAD et alii (1977), EDLER
{1379} .

Uma forma de contagem adotada para fitoplaAncton
por McHABB (1960) utilizando concentragdc sobre fililtro de
membrana, pode ser adaptada para o perifiton, cuidando de
homogenelzar a amostra em suspensdo e filtrandeo rapidamente
para avitar gue ocorra uma distribuilc8oc agregada schre o
filtro.

Biomassa de algas perifiticas pode ser estimada a
partir do biovolume das celulas. Estes resultados estao
correlacionados com valores de clorcofila e ATP. Junto com
valores de clorofila, sac as Gnicas medidae gue permitem
guantificactes das massas das populagfes fotossintetizantaes
em relagac As demais populagbes, & massa total e, em parte,
dos detritos agregados,.

A transformagdo do volume celular em wvolume de
plasma depende da presenca de vaciiolos (volume de
vaciolos). A partir do volume do plasma celular @ possivel
calcular o carbono celular (EDLER, 1979). Carbono celular &
um valor também obtido, por estimativa, a partir do wvalor
de ATF, contudo somente de celulas ativas.

Na estimativa do biovolume das calulas BA0
aplicadas férmulas esterecméetricas gue se aproximam da
forma das celulas das algas. Para sua aplicagidoc wver
SICEO-GOAD et alii (1977) e EDLER (1979).

Madidas da Producao Primaria

A capacidade de produzir material orginico, a
partir de fontes de energia externa {(radiante ou guimica)
pode ser medida diretamente, baseado na fixacio do carbhono
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na sintese orgiinica, ou liberagic do oxig&nio nos processos
metabSlicos dos organismos.

0O método da medida da variacio do pH, baseado na
aggimilacio ou liberacio do CO0,, poda ser utilizado, mas a
baixa precisfio e a presenca de fons diversos gue interferem
na varlacfo do valor do pH, tem provocado o sau abandono.

M&todo do Oxigénio

E um mé&todo de medida direta da producio priméria,
pela atividade fotoasintética. Fel introduzideo por Gaarder
& Gran em 19%27; sofreu algumas modificagdes no decorrer dos
ancs, mas os principics basicos se mantiveram inalterados
(TEIXEIRA, 1973).

0 método do oxigi@nio fol 4inicialmente utilizado
para medir a producd@o primaria do fitoplincton, tendo sido
posteriormente adaptado para estudos com algas aderidas
{SLADECKOVA, 1962; WETZEL, 1963, 1964, 1965). Para o
fitopl8ncton o método consiste basicamente em coletar Agua
com plBncton, colocando em frascos e expondo & luz por um
intervalo de tempo aproximado de 4 horas. As amostras s3o
transfaridas para 3 frascos especiais, para o oxigénio
dissclvido mer titulado pelo método de Winkler, apds
fixaclio. A amostra do primeiro frasco & fixada
imediatamente apfs a ceoleta, determinandc a concentragio
inicial (Ci). O segundo frasco deverid ser transparente (Ct)
que, com o terceiro frasco, escurc (Cpl, ficaric em
exposicdo por um certo nimeroc de horas e, sendo, apds,
fixado para titulacio.

A diferenga encontrada entre a concentracio
inicial @ a concentracdo final do frasco escuro (Ci-Cp)
dard o valor do consumc de oxigéEnic na respiracdoc dos
organiemos dagquela amomstra. A diferenca entre a
concentracidc final do frasco transparente (apds o tempo de
incuba¢dc) e a concentragic inicial (Ct-Ci) dard o valcor da
produgio liguida (ou aparente) daguela amostra. A producio



- i

bruta @ a diferenga entre as concentragdes final do frasco
claro (Ct) e do frasco escuro (Cp), (Ct-Cp).

O métodeo do oxig@nio, pela titulag8oc de Winkler, &
aplicavel para valores de clorofila a proximos a 1 mg/l.
ConcentragGes muito altas formam bolhas de oxigénioc nos
frascos de incubagio, gue nic podem ser fixados no contaiido
dissolvido) concentragleas muito baixas apresantam
regultados néc significativos devido acs limites do matodo
de Winkler. Para maiores detalhes scbre a utilizacio do
método do oxig@nic, ver WETZEL (1965), TEIXEIRA (1973) =
TUNDISI & TUNDISI (1976). A técnica de titulacioc pelo
método de Winkler & descrita em GOLTERMAN (1978).

Cutro método de determinar a concentragio de
oxigénic de wuma amostra & eletrométrico, atravas de
oximetro (ou oxigendmetro). A vantagem deste método estd em
poder medir os valores das concantragdes inicial a final de
uma mesma amostra, podendo at@ masmo acompanhar as
variagdes das concentragdes a intervalos curtos de tempo
sem inutilizar a amostra, dasde qgque o© sensor asteja
mergulhado no interior do frasco hermeticamente fechado
para impedir trocas gasosas com o meio. A desvantagem do
método estd na dificuldade de manter estdvel a calibracao
do aparelho nos estudos "in situ" e, na menor precisdo da
maioria dos eguipamentos disponiveis, em relacfo ac método
de Winkler. ©O eletrodo de medicdc do oxigé@nioc deverd
possulr um agitador da amostra ("stirrer"), gquando forem
feitas leituras durante a incubacgido.

Ha incubaclo do perifiton, para detarminar sua
produgfio primiria, sic necessirias algumas cbeervacdes:
a4 - substrato vivo s podera ser incluide ne frasco de
incubag@o, se for realizada incubacic paralela de substrato
similar, ndoc colonizado, cujo valor de producdo deverd ser
subtraido do primeiro, mesmo assim sujeito a Erros
significativaos;

b - com substrato vivo © melhor & remover o perifiton, gque
deverd ser homogeneizade |por vibrador) em #gua filtrada do
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mesmo meioc & delxado em repouso no escuro, durante uUma
noite, antes de incubar:y

¢ - substratos artificiaie ou substratos naturais mortos
{desde gque nioco em decomposiglio) poderSoc ser incubados
diretamente com o perifiton, com a vantagem de nioc alterar
& arguitetura das populagdes de algas ou romper cé&lulas
durante a remogiof

d - BLADECKOVA (1962) descreve uma técnica simples de medir
a producgio, prendendo e vedando nose extremos, tubos de
vidro com 2 aberturas laterais ligadas a tubocs de borracha,
em torno de ramos ou talos de macrofitas aguAticas
colonizadas; através das aberturas & possivel trocar a Agua
do meio, por &gua filtrada de mesma origem &, ao final do
pericdo de incubag8o, transferir o incubado para frascos de
Winkler e realizar a fixacio e posterior titulagdo.

A seguir & dado um roteiro simplificado dos
procedimentos para incubagio = medigio do oxigénioc pelo
método de Winkler, por frascos claros e escuros:
a - filtrar em filtros de fibra de vidro tipoc Whatman GF/C,
agua do mesmo local de coleta do perifiton, suficlente
para, no minimo, 3 frascos de incubaclo, antes do inicio da
expasicio;
b - determinar a concentracg8o inicial (Cil) do filtrado, no
momente da incubacdo;
¢ - transferir o substrato colonizado para um framco
transparente com &agua filtrada e incubar na masma
profundidade de coleta; se houver remogdoco de substrato
vivo, a amoatra deverA ser homogeneizada & deixada em
repouso durante algumas horas antes do inicio da incubaclo:
d - mesmo procedimento para um frasco escuro (gue néoc
poderad sofrer gqualguer penatracéc de luz);
& - apos um periodo de incubag8o de aproximadamente 4 horas
de incubagéo, recolher as amostras e fixa-las para
posterior titulacio peloc métodeo de Winkler, conforme
GOLTERMAN et alii (1978).

Os frascos de incubagio poderdo ser de 100 a 300
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ml de volume para titulagio Winkler & de 300 a 500 ml de
volume para determinacio eletrométrica.

Iluatragio da técnica do oxigé&nio na medida da
producio priméria do perifiton aparece na figura 4.

A produgdo primiria, expressa em mgC/m?/h )
calculada segundo a seguinte formula:

mgC/mi/h = {mgﬂzfll * 12/32 % ¥/t % 10000/8

onde:
mgC/m2/h = produgdo de carbono, por m? colonizado, por

hora;

12/32 = ralacdo entre a massa atCmica do carbono a a
massa molecular do oxigénior

v = yolume da amostra incubada em litros;

t = tempo de incubag@o, em horasg

10000 = transformac8o unitadria de cm? para m3;

B = puperficie do substrato colonizado, em cm?.

Matodo do Carbono-14

Os estudos de producdo primaria com utilizacio de
C=14 comacaram com STEEMAN-NIELSEN (1952), no fitoplancton
marinhe. VArios autoree aperfelgoaram a técnica, mantendo,
contude, o primordial da té&cnica inicial.

0 principic da técnica estd em incorporar o
tragador (C-14) na materia organica dos ocrganismos
fotossintatizantes durante a fotossintese, fazendo a
posterior leitura desse carbono assimilado, em cintilacio
1iquida. MNo meio aguitico o tragador utilizado & o
Hquicﬂj. pois o bicarbonate & a forma mais assimilada
pelas algas. O método & relativamente simples, dJdevendo-se
conhecer o contefde do CO, total da &gua e adicionando
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guantidade conhecida de C-14 [HlHI‘EUSI na amostra a
incubar, pole ambos fazem parte da formula do célculo da
produglo.

Fara conhecer aspectos mais detalhados da técnica
de incubaglio por C-14 wver descrig¢Ses de STEEMAN-NIELSEN
{1952), WETEZEL (1965), TEIXEIRA (1973) =& principalmanta
VOLLENWEIDER {(1974].

Com peguenas modificagSes nos procedimeantos e no
cilcule, a técnica & apliclvel ao estudo da produglioc
primiria do perifiton. Como na mailoria dos estudos
perifiticos, as taéacnicas variam em fungSo do tipo de
substrato colonizado. No caso das incubagdes com o proprio
substrato deve haver o culdado de evitar a utilizaglc de
substratos gua absorvam material tracador. HO 11979)
utilizou lSminas de acetato de celulose gue, apds o periodo
de colonizacido foram colocados diretamente nos frascos de
incubacdo. MEULLEMANS & HEINES (1983) removeram o parifiton
apifitico « o homogeneizaram em &gua filtrada, estocando
por uma noite no escuro, nas meamas condigoes de
temparatura d4o meio de coleta.

Técnicas de preparacio das amostras e incubacgéoc do
perifiton epiliticeo a epipélico s8c descritas em
VOLLENWEIDER (1974).

A megulr & apresentada uma rotina para medida da
produgdo primAria com incubagdo "in situ", utilizando
substrato artificial que dispense remogio do perifiton, em
parte baseado em HO (1979%9)1
a = golonizacgio dea laminas no intervalo de dias desejado.
na regldo litor@nea do corpo de agua;

b - preparaclo dos frascos de incubagioc, preferencialmente
de 50 ml a 100 ml, com @gua filtrada do proprio local de
coletaj

c - inoculacdo de 2 a 5 pCi de HaH

oo am cada frasco de

14 ar
incubacio;
d - colocagdo de 1 1lAmina colonizada diretamente nos

frascos & incubagdo por um tempo aproximado de 4 horas;
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@ - transefer@ncia imediata das amostras para uma caixa, no
galc & no escuroc, para impedir a continuacBo da atividade
da produclo ou respiraclo/excracio;

£ - no laboratério, retirada das lEminas e secagem em fluxo
de ar por 1 minuto e colocagho am "vials"™ de cintilacBor o
material restante do frasco de incubagfoc serif filtrado em
filtro de membrana 0,45 ym, a vicuo miximo de 0.5 atm n
innluido no mesmo "vial"p

g = Aaatocagem doa "viale" am "fremrar" atd mclubilizagBo am
enlugin cintiladora;

h - 12 a 24 horas antas da leitura no rintilador, & feita a
dissolucio da amostra em 10 ml de snlucglo ecirntiladora. no
préprio “"vial®,

Exiatem viriam compoalctes da aplucBes
cintiladoras., como por examplo: naftaleno, 120 qi
permablend IIXI (Packard), 5.5 g3 dioxano. atA romplatar 1
litrn.

A molugln Bray &. contudo, a mais utilizada:
naftaleno, 60 gy PPO. 4 g; POPOP. 200 mg; metancl. 200 ml;
etileno glienl 20 ml; dioxano, até romplatar 1 litro.

FPara estudos com excre¢lo ou outrom gue mantanham
Agqua na amomtra & indicada a molucdEc PATTERSON & GREENE:
Renex, & partes) tolueno, 7 partes; PPO. 4 g/l:; POPOP. 100
mg/l.

Para o caro de epifiton, este deve sar ramnvido
previamente & tratade conforme demsrrigcan dJde MEULLEMANS &
HEINES (1983}).

A egquagdn gue calcula a producdo priméria horidria
8 a seguinte, segundeo HO (1979):

P = |CPMc-CPMe) /CPMa * Ct/t * 1,06 * 10000/S

onde ¢
P = producdo primAria hor&ria em mgC/m2/h;
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CPMc = contagem por minuto do frasce claroy

CPMe = contagem por minuto do frasco escuroj

CPMa = contagem por minuto do C-14 adiclionado nas amostras
a daterminado experimentalmente (ver VOLLENWEIDER,
1974) ¢

ct = total da carbono orginico disponivel na amostra a
incubar, em mg/l, calculado a partir dos valorea de
pH, alcalinidade e temperatura {ver GOLDMAN et alii,

1974);

1,06 = correcio do fator isotbpico de 6%, entre C=12 =
C=14;

10000 = fator de conversdo unitdria de cm? em m%)

t = tempo dea incubagdo em horas;

-] = Area do substrato colonizado, em cm?.

ver ilustracdoc da técnica do C-14 na figura 4.

OUTRAS TRCNICAS APLICAVEIS AD PERIFITON
Microscopia Eletrinica de Varredura

Para observagbes scbre a arguitetura do epifiton
ou de substratos artificiais, & recomendada a microscopia
elatrdnica de varredura. A dificuldade dessa té&cnica estd
na preparagio de material celular gue nac podera sofrer
deformacSc, antes do banho com liga de ouro-palédioc. Ver
consideracSes scbre técnicas de preparagic com CROSS et
alii (1877).

Microperfis

Assim como nas Aguas limnéticas, nas camadas
parifiticas também ocorrem gradientes fisicos e guimicos.
Enguantc naguelas as transfer@ncias de materiails mdo
primordialmente por circulagio das massas de @&gua, nestas
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as transfer@ncias ocorrem por difusic molecular, ragulada
Pelos processos auvtotr&6fico-heterotréficos {BEAND-JENSEN,
1983) .

0 microcoemo perifitico pode ser estudadc nos seus
agpectos fisicos e gquimicos mediante uso de microsensores e
microcoletores, como microeletrodos de pH, de oxigénio
dissolvido e de condutividade elatrica, madindo camadas de
pouccs milimetros de espessura, adaptados a parafusos
aspeciais gue controlam a profundidade.

Tais métodos se prestam para ensalos controlados
em laboratbério e, no campo, para cartos substratoas
naturais, em especlial da camada epipélica/epipalmica.
Maiores detalhes dessas metodologias podem ser encontradas
em JORGENSEN et alii (1979) e BAND-JENSEN {1983).
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