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SYNOPSIS

In this review certain basic aspects of techniques established for
primary productivity studies are presented.

Some emphasis has been given to a critical review of techniques
mainly devoted to estuarine and coastal phytoplankton of tropical
waters.

The contents of this paper have been balanced along the lines of
current research in marine primary production but only considering the
basic methods needed to determine the primary production and standing-
stock of phytoplankton. No attempt has been made to include some
sophisticated methods, since the particular aim of the present manual
is to become a useful guide for beginners in the field.

INTRODUGAO

0 interesse nas investiga;SES sobre a produgao primaria tem representado
um impacto sobre os estudos quantitativos referentes a biologia marinha, pois,
as mesmas sao essenciais para as pesquisas sobre as relagses troficas e o
fluxo de energia atraves da rede alimentar nos mares. Como diz Russel-Hunter
(1970): "Consideration of organic productivity in aquatic environments has
both applied and theoretical significance. With the increasing rates of human
population expansion, marine and freshwater productivity will have to play an
increasing part 1in world protein nutrition. Given appropriate 1levels of
research and development, further improvements of existing fishing methods, in
combination with entirely new kinds of exploitation of aquatic productivity,

can provide a greatly increased supply of protein in the next decades".

Atualmente, o estudo da produgao de matéria organica por parte do fito-
Plancton vem se intensificando cada vez mais em quase todo o mundo, principal-
mente em Aareas costeiras e oceanicas (Steemann-Nielsen, 1954; 1955a, b;
Steemann-Nielsen & Jensen, 1957; Steemann-Nielsen & Hansen, 1959; Mitchell-

Innes, 1967 e outros).
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Quando se trata, entretanto, de regioes internas de natureza estuarina ou
de um complexo estuarino-lagunar, marginados por manguesais, os estudos refe-
rentes a produgao primaria sao praticamente inexistentes, podendo-se citar os
trabalhos de (Patten, 1966; Williams, 1966; Teixeira et al., 1969).

Levando-se em conta as caracteristicas peculiares a estas regioes e a im-
portancia que as mesmas representam no mundo aquatico, e ainda o estagio em
que se encontra o pais com relagao aos estudos sobre produgEo primaria, foi
que nos propusemos a realizar este trabalho. A idéia fundamental & a de se
fazer uma sintese de maneira simples e compreensiva de técnicas ja estabeleci-
das, dentro de certos limites, porém, adaptadas para as nossas condigﬁes e
similares, visando possibilitar o desenvolvimento de estudos sobre produgao
primaria.

Incluimos, ainda, uma série de esquemas e fotografias sobre o equipamento
e uma extensa literatura relativa ao assunto, a fim de auxiliar os principian-

tes.

A produgao primaria no mar & quase que exclusivamente ocasionada pelo

fitoplancton-autotrofico.

Quando se discute produgao primaria ou produtividade primaria devemos ter
em mente que as mesmas sao concernentes a avaliag;o da capacidade de um eco-
sistema construir, as custas da energia externa, isto €, energia radiante e

- - - - . - - - - .
quimica, compostos organicos primarios de alto potemncial quimico. Essa produ-
tividade nao deve ser confundida, por exemplo, com produtividade do zoo-
- 3 - . e - - - -
plancton ou dos peixes, wuma vez que ate agora mnao foi possivel definir wuma

correlacao entre essa produtividade e a produgao primaria.

A matéria organica e sintetizada pelas algas planctonicas unicelulares,
sendo que os fatores oceanograficos e fisicos afetam essas algas, tendo uma

influéncia controladora na razao da produgao primaria.

A fotossintese & um processo fundamental da prudugzo primaria, mas nao
devemos confundir os dois processos, uma vez que a produgao primaria nao e
identica a fotossintese, pois o conceito compreende a quimiossintese como
fazendo parte da produgao primaria. Tendo em vista as nossas necessidades,
restringimo-nos fundamentalmente ao fluxo do carbono, levando em consideragao
as diversas linhas da pesquisa atual em produgao primaria marinha. Quando con-
sideramos o processo da fotossintese, falamos sobre a produgao primaria de um
modo geral; entretanto, a respiragﬁo sempre ocorre simultaneamente com a

fotossintese; temos entao: fotossintese-respiragao = produgao primaria aparente.

Ainda com relagao ao termo produgao, devemos dizer que o mesmo tem sido

empregado por alguns autores como sinonimo de "standing-stock'"*. Entretanto,

* - abundancia de organismos do fitoplancton num dado momento expresso em numero de célu-—
las, peso seco ou em termos de pigmentos, por unidade de volume ou por area.
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esse uso erroneo nao pode ser cometido, pois a distingZo € importante, es-—
pecialmente quando comparamos o fitoplancton com outros tipos de plantas ou
com outros niveis troficos. A matéria organica encontrada na populagzo de
fitoplancton €& o resultado da produgso organica durante um certo numero de
dias, enquanto que o termo "standing-stock"™ & o valor instantaneo, da quanti-

dade de materia viva presente por unidade de agua.

METODOS PARA DETERMINAR A PRODUQEO PRIMARIA

As primeiras tentativas para avaliar e medir a produgao primaria do fito-
plancton no mar foram feitas na decada de 1920-30. Atualmente, o estudo da
produgao da matéria organica por parte do fitoplancton vem se intensificando

cada vez mais, pois trata-se de um dos problemas basicos na ciencia marinha.

A produgao primaria, isto e, a capacidade de um determinado ecosistema
produzir material organico de alto potencial quimico a partir de fontes de
energia externa (radiante ou quimica), pode ser medida baseando-se diretamente
na determinagao da fotossintese. Temos neste caso os chamados métodos diretos,

que compreendem tres categorias: pH, 03, e COz.

METODO DO pH - 0 metodo do pH, foi introduzido por Moore (Johnstone et al.,
1924), que calculou a producao primaria tomando por base as variacoes do pH da
agua do mar causadas pela assimilagao e libertagao do CO, através da fotossin-

tese e da respiracao.

A variagao do pH, entretanto, depende do efeito combinado de varios para-
metros, como temperatura, salinidade, fotossintese e respiracao, deposicgao de
ions dos sistemas de buffer, principalmente carbonatos, e das trocas gasosas

com a atmosfera.

Devido as muitas dificuldades que apresenta, esse método tem sido muito
pouco utilizado. Park et al. (1958) construiram algumas curvas de variagao
diurna do pH para a produgao primaria de aguas estuarinas. Verduin (1951
1956), Odum (1957) e Frey & Stahl (1958) representam a maioria dos pesquisado-
res que adotou o método do pH com vistas a avaliacao da produgao primaria no

mar e em lagos.

METODO DO OXIGENIO - Foi introduzido por Gaarder & Gran (1927). Com o de-
correr dos anos foram feitas varias modificagoes, sem contudo alterar os fun-

damentos do metodo.

Em resumo, o método consiste em coletar amostras de agua contendo fito-
plancton natural, colocando-as em frascos, e expondo—as a luz dentro da camada
eufotica, isto €,nas mesmas profundidades de onde foram coletadas as amostras,
ou utilizar alguma forma de incubadora iluminada atraves da propria luz do sol

ou luz artifiecial (Fig. 1).
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Quando se usa a primeira forma, os frascos devem ficar suspensos com o
auxilio de cabos e de um flutuador (Fig. 2). As amostras coletadas sao sifo-

nadas para tres tipos de frascos experimentais:

a) - referencia (ambar);
b) transparentes (incolor) e
e) - pretos (opacos).

- - - . - - 3 bord
0 inicio da operagao e caracterizado pela fixacao da amostra do frasco
tomado como referencia; a determinagao da concentragao do oxigenio dissolvido

desta amostra, nos dara a concentragao inicial (C;).

A diferenga entre esta titulacao encontrada na amostra do frasco transpa-
rente, apos ter sofrido uma exposicao de luz por determinado tempo (Ct)’ da-

nos uma medida da fotossintese aparente (Cyp - C;).
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Fig. 1 - Fotografia de um incubador
utilizado para o processo

da exposigao de amostras a
radiagao solar. 0 gradiente

de energia e simulade peor Fig. 2 - Esquema mostrando dois tipos de incuba-
meio de filtros neutros co- gao: a esquerda o tipo de incubagao "in
locados sobre as amostras, situ" e a direita a incubagao "in situ"

; Gt
conforme mostra a fotogra- simulada (a camada de agua e substitul-
fia. da pelos filtros neutros).
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Esse metodo & contudo mais utilizado para medir a pradugao total. Assim,
a diferenga entre o conteudo do oxigenio dissolvido, encontrado na referencia
(C;) e do oxigénio dissolvido encontrado na amostra do vidro preto (CpJ, isto
e, C; - Cp, mos da uma medida do consumo do oxigenio dissolvido, devido a res-
piracao; supondo-se que este valor seja identico a respiragao ocorrida na
amostra do frasco transparente, basta adicionar ao valor da produgEO aparente
o valor da respiragao, obtendo-se desta maneira wuma medida para a produggo

total:

(Ce - €§) + (Cf = Cp) = (Cp = Cp)

nao se levando em consideragao a ocorrencia de outros processos envolvendo o

oxigenio, como por exemplo, consumos foto-oxidativos. Em resumo, temos:

PRODUQKO TOTAL = PRODUGAO APARENTE (0O, libertado) +

0, dissolvido gasto na atividade respiratoria.

P. total ganho em (, + perda em (

P
P. total = Cy + C; + C; = Cp
P. total = C; - Cp
Devemos, entretanto, levar em conta que nos mares e lagos, alem da Tres-

piragao das algas e bactérias autotrofas, ocorre também a respiragao dos vege-
tais heterotrofos e dos organismos componentes do zooplancton, que podem con-

tribuir com uma parcela muito grande a respiragao total.

0 emprego do metodo do oxigenio nas condigoes de campo, possibilita-nos
avaliar a taxa da produgao total pelos organismos autotrofos do fitoplancton,

assim como a taxa da respiragao de todos os organismos presentes na amostra.

Concluimos, portanto, que esta tecnica nao possibilita a avaliagso da ver-—
dadeira produgao aparente ("net production"). Os valores obtidos através do

método do oxigenio fornece-nos os seguintes resultados:

PRODUCAO TOTAL NAS PLANTAS - RESPIRAGAO EM
TODOS 0S ORGANISMOS = PRODUGAO APARENTE DE
UMA COMUNIDADE

L J

A relagao produgao primaria aparente : produgao primaria aparente de uma
comunidade, pode apresentar um minimo de variagao até valores extremamente

altos.

Discussao da téenica do oxigenio — As medidas do oxigenio dissolvido podem
ser feitas quimicamente pelo método de Winkler ou atraves de determinagoes
eletroquimicas. Na grande maioria das pesquisas realizadas sobre produgao pri-
maria utilizando-se a técnica do "oxigenio", adotou-se o método de Winkler,
pelas vantagens que o mesmo apresenta quanto a precisao (* 0,02 mg/l) e pelas

facilidades e simplicidade de aplicacao do mesmo as condigoes de laboratorio.
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A precisao da técnica do "oxigenio" nao depende apenas da precisao anali-
tica da titulagao, mas também, de inumeras outras fontes de erros que podem

ocorrer.

S " ~
Uma das causas de erros mais frequentes pode ser a formagao de bolhas nos

frascos durante a incubagao.

A maneira mais facil de evita-la, segundo Steemann-Nielsen (1958), & a de
colocar os frascos abaixo da superficie, a 1 m de profundidade (ha um aumento
de 10% na pressao) onde nunca foi verificada a formagao de bolhas. A produgao
de bolhas de ar, segundo Steemann-Nielsen (1958), deve-se ao aumento da tempe-
ratura durante o curso da experiencia. Um dos modos mais praticos para evitar
esse problema talvez seja o de coletar amostras em grandes volumes, agita-las
fortemente a fim de remover a supersaturagao antes de encher os frascos a

serem usados na experiencia.

Em aguas extremamente ricas em fitoplancton a utilizagao deste método & as
vezes 1impossibilitada, pois, quantidades significantes de iodo podem ser
absorvidas pelo material oleoso do fitoplancton, mascarando o resultado; con-—
tudo, segundo Strickland & Parsons (1960) a ocorrencia de tal fato sera muito

rara no ambiente marinho.

Em aguas extremamente pobres, a técnica apresenta pequena sensibilidade
para medidas de experimentos de curta duracao (pois, a produgcao & muito
baixa), e em experimentos de longa duragﬁo, surge o problema relacionado com o
crescimento das bactérias, quando a agua esta dentro dos frascos. Este método
nao pode ser aplicado para regioes com densidades de fitoplancton expressas

por concentragoes de clorofila-a mais baixas do que 1 mg/m?3.

Ao colocarmos as amostras de agua no interior dos frascos, as bacterias
tendem a uma grande proliferagao devido ao grande aumento das superficies
solidas, agora presentes (ZoBell & Anderson, 1936). A taxa da respiragao pelas
bactérias pode alcangar as vezes ate cerca de 0,2 mgO,/l por dia. De acordo
com experiencias e consideracoes teoricas (Steemann-Nielsen, 1954) a fotossin-
tese na superficie das aguas tropicais mais oligotroficas e da ordem de
0,03 mg0O,/7 por dia. Nesta regiao teriamos, portanto, uma superestimativa (se

usarmos o método do oxigenio) de cerca de 0,17 mg0O,/l por dia.

Esta conclusao so & absolutamente valida, entretanto, se considerarmos uma
taxa de crescimento bacteriano maior em Cp do que em (., porque se o cresci-
mento das bactéerias for o mesmo em Ciy e Cp, nao teremos entao 1introduzido

erros sistematicos.

Segundo Steemann-Nielsen (1952), grande parte do decréscimo de oxigenio no
interior dos frascos pretos seria devido exclusivamente a respiragao das bac-
terias, sendo de se notar que devido ao efeito bactericida da radiaggo solar,
o consumo de oxigEnio nos frascos transparentes seria menor do que nos frascos
pretos. Este fato, se confirmado, implicaria na obtengﬁo de valores superesti-

mados na avaliacao da fotossintese total.
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Experiencias realizadas por Buchbinder et al. (1941), utilizando-se de
varias linhagens de estreptococus, demonstraram o efeito letal da radiagazo
solar direta e indireta sobre as culturas. Miller & Schad (1944) traba-
lhando com meningococus, observaram tambem o efeito bactericida da 1luz

solar.

Entretanto, Vaccaro & Ryther (1954), Jones et al. (1958), Pratt & Berkson
(1959) demonstraram que os efeitos da radiagao solar ou dos antibioticos pro-
duzidos pelo fitoplancton sao insignificantes. Strickland & Parsons (1960)
afirmam que havendo um "efeito" semelhante em (; e (), nao ha introducao de

erros sistematicos.

Temos que levar em conta, entretanto, o seguinte fato: se ha respiragao
adicional semelhante nos dois tipos de frascos (pretos e transparentes) a
medida que obtivermos para a fotossintese aparente sera uma subestimativa da

mesma ordem da respiragao adicional devido ao "efeito dos frascos".

Pratt & Berkson (1959) baseados nas suas experiencias, estimaram que
as bacterias sao responsaveis por 42,5 a 62,57 da respiracao total, usualmente

atribuida ao fitoplancton (em experimentos de longa duragao).

Concluimos, portanto, que todos os experimentos que sofrerem os "efeitos

dos frascos" devem apresentar resultados erroneos para a respiragﬁo e
- -~ -

para a fotossintese aparente, enquanto que a fotossintese total mnao e

afetada.

Algumas experiencias sobre o problema do efeito da respiragao bacteriana
no estudo da produgZo primaria foram realizadas na regiao de Cananéia
(Teixeira et al., 1965). As técnicas usadas nessas pesquisas possibili-
taram o estudo da: 19) - relacao entre a variagao sazonal e o efeito bacte-
ricida da radiagao solar; 29) ~- o balango do oxigenio em condigoes naturais
e durante a inibigao do crescimento da flora bacteriana. Todas as experiencias
realizadas durante o inverno, caracterizaram—se por resultados negativos,
quanto ao efeito letal da radiagao solar sobre o crescimento das bacterias.
As experiencias realizadas durante o verao, entretanto, demonstraram enfati-

camente o efeito bactericida da radiacao solar sobre o crescimento das

bacterias.

Embora relativa e indiretamente, ficou evidenciada a influencia das bacte-
rias na respiragio da populagao natural. Nas diferentes etapas das expe-—
riencias foi verificado, por comparagao, que a taxa de consumo do oxigenio

aumenta com o crescimento das bactérias e tambem a adigao de estreptomicina a

agua resultou num menor consumo de oxigenio (Fig. 3)x

Baseados nos resultados dessas pesquisas, podemos concluir que a in-
fluencia direta da radiacao solar como agente bactericida nao pode ser genera-

lizada, pelo menos em se tratando de ambientes naturais (Tab. I).
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TABELA I - Comparaqao relativa entre o crescimento das bactérias
expostas a radiagao solar (A) e no escuro (B). Ao
maior numero de bactérias/ml corresponde o valor 1007%
(seg. Teixeira et al., 1965).

R s Tempo. de Maio - 1962 Novembro - 1953
0o exposigao

(h) A-1 B-1 A-2 B-2 A-3 B-3
1 2 4,00 6,00 | 2,80 11,00 0,40 8,40
2 3 4,20 4,80 0,30 11,50 0,23 8,90
3 5 7,50 6,70 0,29 4,50 0,11 3,20
4 7 5,00 8,00 0,85 9,00 0,21 1,00
5 14 7,50 9,00 0,88 0,68 6,80 -
6 24 80,00 38,50 4,30 100,00 0,73 47,00
7 35 65,00 100,00 4,60 79,00 2,00 52,00
8 44 100,00 75,00 1,20 84,00 0,68 31,00

33100“ ,fH\\ » Em laboratorio, trabalhando-se

com culturas puras, parece nao haver
duvida quanto ao efeito letal da ra-
diagao solar sobre o crescimento das
bacterias (Buchbinder et al., 1941;
Miller & Schad, 1944; Jgrgensen &

50 .
Steemann-Nielsen, 1960), mas estas
condigoes sao muito diversas das que
realmente ocorreram na natureza. Dei-
xa de existir,por exemplo: interacao
entre o fito e o zooplancton de wum
0- lado e com as bactérias do outro; o
T T T T T T T T T T 1 gybstrato tambem & diferente, logo,
0 4 B8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 = . ~ . F
tambem as interagoes bioquimicas e
horas
- - - -
biofisicas devem ser diferentes.
e ——-¢ = Consumo de ml
%(C ) OQutro fator que deve ser levado
3 & S o
o——o =Consumo de 0, (em’/I) + em conta e a variagao das condigoes
estreptomicina (30mg/I) ambientais atraves das diversas epo-
cas do ano, pois, nao so os fatores
Fig. 3 - Grafico mostrando o consumo fisicos e quimicos apresentam dife-
relativo de oxigenio em po- .
pulagoes naturais de planc- rengas quantitativas e qualitativas,
ton em condigoes experimen-— _ ) -
tais. Ao maior —consumo de como a propria composigao das popu-
0; corresponde o valor de taan t . d s .
106t (dados de Pelxelfi ot agoes naturais dos organismos vivos
al., 1965). varia. A propria populacao bacteria-

na apresenta diferencas considera-

veis, quer sob o ponto de vista
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especifico, quer sob o fisiologico. As pesquisas realizadas em Cananéia, evi-
denciaram consideraveis diferengas quantitativas e qualitativas no que se
refere as populagaes do plancton e das bacterias nas diferentes epocas em que

foram realizadas.

Provavelmente, alem do efeito bactericida da radiaggo solar, outros fato-
res podem e devem intervir de maneira a reduzir ou a estimular as atividades

bacterianas.

0 proprio efeito bactericida da radiagao solar deve variar atraves das
diversas epocas do ano, e das diversas horas de um mesmo dia, pois, a distri-
buicao da energia espectral da radiagao solar esta sujeita a variagao causada

pelo angulo e altitude do sol e, também, pelas condigses meteorologicas.

O problema parece ser de grande complexidade e merece que novas pesquisas
sejam levadas a efeito, nas diversas eépocas do ano, como também, nos mais

diversos ambientes e nas diversas horas de um mesmo dia.

Resumo da teenica do oxigenio -

C; = Concentragao inicial de oxigénio antes da incubacgao.
C¢g = Concentraggo de oxigenio na garrafa transparente depois da incubagﬁo.

p Concentragﬁo de oxigenio na garrafa preta depois da incuhaggo.
PRODUGAO TOTAL = oxigenio total produzido pela fotossintese = Cy - Cp.
RESPIRAGAO = oxigenio total consumido pela respiracao = Ci = Cps
PRODUGAO APARENTE = produgao total — respiragao = Cp = C;.
Significado da téenica do oxigenio - O limite da precisao do "método do
oxigenio" depende naturalmente da sensibilidade da técnica de medir o oxigenio
dissolvido, na maioria dos casos, a tecnica de Winkler (com ou sem modifica-
coes), e da natureza das condigoes ambientais em que se estiver realizando as

medidas.

Strickland & Parsons (1960), assumindo um Pg de 1,2 e uma precisao de
0,05, acha que o minimo de fotossintese que pode ser medida pelo "método do
oxigénio" & cerca de 20 mgC/m?, com uma unica titulagao, ou cerca de 15 mgC/m?,

usando-se duplicatas.

Um grande numero de pesquisas realizadas com o "método do oxigenio" teve
resultados nao significantes «com relagao a produgao primaria, principalmente
as realizadas em regioes caracterizadas por densidades de fitoplancton com

concentragao de clorofila-a menor do que 1 mg/m?.

Rabinowitch (1945) wutilizando-se destes dados para calcular a produgao de
matéria organica nos mares, obteve valores hoje considerados exorbitantes
(numa ordem de 10 vezes). Rabinowitch (op. cit.) estimou que os vegetais exis-
tentes sobre a terra fixam anualmente 1,9 x 10'° t. de carbono, enquanto os

vegetais marinhos fixam 15,5 x 10'% t. de carbono.
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METODO DO C!* - Steemann-Nielsen (1951, p. 684), chamou a atengao dos pes-
quisadores sobre a aplicagao do C'" aos estudos da produtividade marinha, e em
1952 estabeleceu a técnica geral de bordo, que foi posteriormente mudada em
certos aspectos por varios autores, sem contudo modificar a essencia da

téecnica original.

Na técnica do C'"%, a incorporagao do tragador na matéria organica do fito-
plancton durante a fotossintese & usada como uma medida da taxa da produgao
primaria.

Conhecendo-se o conteudo do CO; total da agua experimental e adicionando-
se uma quantidade definida de %C0O, na agua, pode-se calcular o carbono assi=
milado pelo plancton depois do experimento. Basta apenas multiplicar a quanti-
dade do C'"* encontrado, por um fator correspondente a razao entre o CO; total

da agua e o 1%c0, total adicionado no inicio do experimento. Assim, temos:

ipm (F. transp.) - ipm (F. preto) . 1,05 X I COp
ipm adicionado tempo

Producao =

A relativa simplicidade desta tecnica e principalmente sua grande sensibi-
lidade tornaram-na mundialmente wutilizada para medir a produgao primaria no

mar.

Téenica geral = Uma descrigao detalhada da téecnica do C'"* empregada em
medidas de produgﬁo primaria pode ser encontrada em artigos dos seguintes
autores: Steemann-Nielsen (1952); Doty (1955); King et al. (1957);Jitts et al.
(1957); Steemann-Nielsen & Jensen (1957); Vollenweider (1969); Sestak et al.
(1971).

Em linhas gerais, podemos considerar as seguintes fases na aplicagao da

técnica do C!'*:

a) - coleta do material
b) - inoculasﬁo“com (12l
¢) - exposigao a luz;
d) - filtrgggo;

e) - remogao do C!“ na forma inorganica;

f) - dessecamento dos filtros;

g) - medida da atividade dos filtros e calculos.

a) - Coleta do material - O material deve ser coletado em aparelhos de

coleta de plastico (Fig. 4) uma vez que os coletores de metal, poderiam inter-
ferir no processo de fixagao do cl, pela libertagao de determinados ions. As
coletas das amostras sao feitas obedecendo-se a varios criterios, porem,
usualmente a maioria dos pesquisadores baseia-se na penetragﬁo de luz dentro
da camada eufotica, ou seja, desde a superficie (= 100%Z) até a uma profundi-
dade onde a luz tenha sido atenuada para 17. O volume de uma amostra deve ser
suficiente para encher no minimo 3 frascos experimentais e para se determinar
alcalinidade e pH, contagem de plancton, determinagao de pigmentos, alem de

outros possiveis fatores adicionais.
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Fig. 4 — Coletor de amostras de plastien, tipo "garrafa de Van Dorn", pronto para imergi
nas aguas.
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£ recomendado coletar primeiro toda a agua das amostras das varias profun-
didades e transferi-las imediatamente para os frascos experimentais, colocan-
do-os no interior de uma caixa escura. A exposigao de amostras coletadas na
camada eufotica inferior a radiagoes de alta intensidade deve ser evitada,

pois, poderia causar danos as mesmas.

b) Inoculagao com C'* - Uma vez coletado o material inoculam-se os frascos
com uma solugao de NasC'"03. Devemos usar pipetas tipo "Pasteur" esterilizadas
ou seringas de plastico esterilizadas (tipo "Plastipak") para evitar a fixacgao
do c!*. Pela experiencia, torna-se familiar a quantidade de C!" (atividade)
que se deve adicionar aos frascos, de maneira que produza uma radioatividade

moderada na amostra de plancton.

A atividade resultante no final do experimento depende de numerosas varia-
veis, como por exemplo, a taxa de crescimento, a demnsidade do plﬁncton, a
duragEO da incubaggo, a quantidade filtrada etc. Para aguas de moderada pro-
dutividade, uma adigao de 1-3 uCZ/100 ml de amostra, com 4-6 horas de incuba-
cao & suficiente. Para aguas de baixa produtividade, uma adigao de 10-20
UCZ/100 ml de amostra, com 6-8 horas de incubagao também e suficiente para a
obtengzo de boas amostras. O volume da amostra de plancton a ser usado deve
ser determinado experimentalmente a fim de evitar a ocorrencia do fenomeno da
auto-absorcao (Fig. 5). Uma vez inoculados, os frascos sao levados para o
oceano, a mesma profundidade de onde vieram, ou entac, o que e mais viavel,

para tanques experimentais (método simulado).

GOODW
Estagao-] s
Profundidade-5,0m
s
0
~ A A °
< 400,04 I | F e
5 [ I #
s o
£ |
2 /|
E 200,04 ,/ l I
/ B B
/
0,0

00 250 500 750 1000 1250 1500
Amostra (ml)

Fig. 5 - Grafico mostrando a determinagao experimental da ocorrencia
do fenomeno da auto-absorgao em amostras de plancton marcado

Y T = 2 2
com C'*. A regiao A' A4 - B' B, foi escolhida como volume

ideal para ser utilizado como rotina em medidas de produgao
primaria (segundo Teixeira, 1969).
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c) Exposigao a luz = O método mais usado para experimentos "in situ” & o
da suspensao das amostras por um fio de nylon ou correntes, presos a um flu-
tuador (Fig. 2). Sempre que possivel, deve-se prender os frascos transparentes
a suportes metalicos, o que além de proteger os frascos, permite uma melhor

exposigao dos mesmos a radiagao solar (Fig. 6).

F{ig. 6 - Fotografia mostrande um dos tipos de suporte para_frascos ex-
perimentais utilizados para o processo da incubagao "in situ”
, (segundo Phonlor, 1968).

Nos casos onde nao ha possibilidade do emprego do método "im situ", devem
ser usados '"tanques experimentais" com temperatura constante, semelhante a do
local onde foram coletadas as amostras (Fig. 7). Procura-se reproduzir nos
"tanques" o que acontece no oceano: as amostras sao algumas vezes colocadas
num disco que gira continuamente procurando dar wuma certa agitacao ao
plancton, como ocorre no mar. Para simular a atenuagao da radiagao solar pelas
diferentes camadas de agua, sao usados filtros meutros que reduzem a quanti-
dade de luz mas nao a qualidade. 0Os filtros neutros podem ser construidos
usando-se telas de nylon pintadas de preto com diferentes porosidades, ou, com
superposicao de diferentes camadas. Outro tipo de filtro neutro pode ser cons-
truido utilizando-se wuma serie de filmes Kodak (tipo Verickrome Pan 120-125
ASA, ou mesmo, filtros neutros Kodak, oferecidos comercialmente) expostos dife-—
rencialmente a luz e a seguir revelados. Escolhidos os melhores, os mesmos
devem ser montados entre duas placas delgadas de vidro coladas com Araldite

para evitar qualquer influencia do meio exterior.
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0 tempo de duragao da exposigao a luz nao deve exceder a 10 horas, prefe-

rencialmente entre 4-6 horas, para evitar a ocorrencia de perdas de carbono

marcado,

Parsons,

Fig.

fotossintetizado do interior das celulas para o meio (Strickland &

1960; 1965).

d) Filtragao - Terminado o
tempo de exposigao a luz, os
frascos devem ser imediatamen-
te recobertos com um plastico
preto e opaco e em seguida,
levados para o laboratorio pa-
ra a filtragao das amostras o
mais rapido possivel, nao se
devendo adicionar formalina as
amostras para evitar assimila-
¢ao de C'* por meio da fotos-
sintese. Ha evidencia de que a

formalina pode causar a des-

7 - Fotografia de um incubador utilizado truig}'m das células mais fra-
para o processo da exposigao de . . -~
amostras a uma fonte luminosa arti- geis do fitoplancton e por
ficial (= incubasao simulada). Alem 5
conseguinte a perda de mate-

do incubador, veem-se os dois tipos
de frascos utilizados para as expe-

S A ciag: rial fotossintetizado (Tundisi

& Teixeira, 1968) (Tab. II).
As amostras devem ser filtra-
das em série, simultaneamente,
observando-se sempre a mesma
ordem com relagao aos pares de
cada 1intensidade, e o tempo
para a filtragao nao deve ex-

ceder a 5 min.

TABELA II - O efeito da formalina sobre a fotossin-
tese (fixagao com formalina a 47 prepa-
rada de acordo com Strickland & Parsons,

1965) .

Tamgnho das Amostras tratadas Amostras sem
celulas com formalina formalina
(u) (ipm) (ipm)

25 2.612 4.116
25 2.368 3.994
50 3.544 4.574
50 3.880 5+.126
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No final da filtragao, os filtros devem sofrer sucgao ate seca-los total-
mente a fim de evitar a formagao de cristais de sais e, logo a seguir, guarda-

dos num dessecador.

Os filtros geralmente usados sao do tipo "MF - Millipore" do tipo HA (com
poros de diametro igual a 0,45 U), e os filtradores (suportes para os filtros)
podem ser construidos de plastico, de vidro, ou de metal, desde que plasti-
ficados internamente. Os filtros nao devem ser submetidos a pressoes maiores
que 0,5 atmosfera, para evitar eventuais rupturas das céelulas mais frageis de
organismos do fitoplancton, com conseqﬁente perda de C!* (Tundisi & Teixeira,

op. cit.) (Tab. III).

TABELA III - O _efeito de diferentes pres-
soes positivas sobre as célu-
las de tamanhos diferentes.

oo | i, | mme e
2 replicas) ()
1,0 244 25
s | B :
2,0 led 25
e) - Remogao de C'* na forma inorganica - O C!'"* na forma inorganica deve

ser removido depois da filtragao. Deve-se evitar a lavagem dos filtros com
solugaes fracas de acido, pois as mesmas, podem causar perda de material
marcado pela destruigao de células frageis. O melhor método para remogao do
cl* sem provocar alteraQSes sobre os organismos, e o de se colocar os filtros
numa cuba fechada na presenga de HCl concentrado, que se volatiliza e ataca o
carbono de tal maneira, que todo o C!* na forma inorganica e removido pela

perda do CO;, assim:

CaCO; + 2HCl ----- + CaCly + COp + H,0

f) - Dessecamento dos filtros - Como o CaCl, formado absorve agua, colocam-
se os filtros num dessecador, retirando-se apenas mno momento em que Serao

levados para contar a radioatividade dos mesmos.

g) - Medida da atividade dos filtros e calculos - Para poder calcular a
quantidade de C'" assimilado pelas algas durante qualquer experimento, & fun-
damental que se conhega a atividade das solugoes empregadas, medidas em impul-
sos por minuto, com relagao aos equipamentos de cada laboratorio. Na maioria

dos laboratorios usa-se fazer apenas uma determinagao relativa da atividade,
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pois a determinagao da atividade absoluta necessita de equipamento e pessoal
altamente especializado no assunto (o que nao & o caso da maioria dos oceano-
grafos-biologistas). Mesmo para se determinar a atividade relativa, exigem-se
cuidados e técnicas especiais, sobretudo quando se trata de C!* que & um
radio-isotopo de baixa energia (E = 0,156 Mev), sendo necessario fazer-se a
corregao dos resultados das contagens devido a absorgao das particulas no

interior da propria amostra (Franca, 1961).

Varios métodos tem sido usados para converter o C!*, componente do mate-
rial soluvel, como o carbonato de sodio, para material insoluvel, como o car-
bonato de bario. Estes métodos tendem a ser restringidos apenas para pesquisas
que tenham como escopo medidas relativas, pois, para medidas absolutas pode-se

incorrer em erros ate 30% (Vollenweider, 1969).

0 método a ser descrito, foi desenvolvido por Steemann-Nielsen (1952), com
algumas modificagoes por nos introduzidas na parte experimental, baseados no

metodo adotado por Doty & Oguri (1959).

Procedimentos radioquimicos - A preparagao das amostras radioativas soli-
das e obtida por espalhamento uniforme de suspensaes de material insoluvel, no
caso o carbonato de bario, obedecendo as seguintes fases: uma subamostra da
soluggo radioativa (parte de uma ampola) & diluida e adicionado NaCO3; como
carreador; adicionando-se em seguida BaCl,, resulta um precipitado que & ime-
diatamente transferido para filtros '"Millipore" (tipo HA-branco de 25 mm de
diametro) previamente pesados numa balanga (por exemplo, Sartorius tipo 2462).
As radiagoes emitidas pelo nuclideo carbono-14, podem ser determinadas por
meio de um detector "Geiger-Muller" de janela terminal de mica, ou de um "gas-

flow" (sem janela).

Para corrigir a auto-absorgao, devem ser construidas algumas curvas
baseadas nos resultados obtidos pela preparagao de uma serie de amostras com
espessuras diferentes. Estas amostras sao obtidas pela adigao de diferentes
quantidades do carreador para um mesmo volume de sclugao radioativa. Para se
obter a curva, basta colocar a contagem observada como fungao do peso do

precipitado por unidade de area.

Esta curva de corregzo pode ser utilizada para converter a contagem obser-
vada para uma contagem "sem peso". Para calcular a atividade da solugao
radioativa original em numero de impulsos por ml a uma espessura '"sem peso",
basta conhecer o volume da amostra original e a diluicao realizada inicialmen-

te. A determinagao grafica se faz por meio de uma extrapolacao.

Detalhes técnicos -
Medidas da atividade especifica da ampola do C'*:

i. 0,004 mol de NaHCO3;

ii. 0,02 mol de Na,COj;
iii. uma ampola diluida com a solugao ate completar 25,0 ml;
iv. 2 moles de NaOH mais 1 mol de NHyNOj3;

v. 0,5 mol de BaCl;.
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Num frasco graduado de 100 ml devem ser pipetados, na seguinte ordem:

19) 50,0 ml da solugao n9 ii;

29) 1,0 ml da solugao nQ iiij;

39) 2,4 ml da solugao n9 iv;

49) _4,0 ml da solug¢ao nQ v, agitando-se a seguir lentamente:

59) Agua destilada atée totalizar 100 ml. '

Esta suspensao deve ser filtrada sobre filtros "Millipore" (tipo HA-

branco - 25 mm) e nao em filtros de papel tipo SS5-589, wutilizados principal-
mente pela '"Agencia Internacional para medidas de carbono-14". Antes de se
operar o processo da filtragao, um determinado numero de filtros "Millipore"
deve ser colocado num dessecador com silica-gel e vacuo, durante 24 horas para
evitar o maximo de hidratagzo, sendo entao pesados com uma precisao de

0,1 mg.

A filtragao deve ser realizada por meio de sucgao, obedecendo a seguinte

ordem:

a) o frasco & fortemente agitado com o precipitado de BaCOg3;

b) retira-se 10,0 ml1 do conteudo que e colocado no filtrador* sobre o
filtro "Millipore" (tendo-se o cuidado de lavar as paredes do funil do
filtrado com agua destilada, de maneira que nao se altere a superficie
da area filtradaj

c) o filtro mais o precipitado devem ser colocados num dessecador por
24 horas, pesados novamente, _realizando—se a seguir a contagem. Esta
deve ser feita com uma precisao de 1% (10.000 impulsos).

Devem ser preparadas 5 amostras para cada ampola, sempre de maneira iden-
tica. Alguns filtros, nos quais & adicionada apenas agua destilada, servirao

como controle para se aferir quaisquer mudancas devidas aos proprios filtros.

Para cada filtro pesa-se o BaCOs; filtrado, como mgBaCO3;/cm? e a atividade
como impulsos/min subtraindo-se a radiagao de fundo e padronizando-se as amos-—
tras. A auto—absorgio para a quantidade de BaCOa,’cm2 em questao, e corrigida
atraves da curva de auto—abscrgzo; para que os valores obtidos por este método
sejam equivalentes ao método biologico, deve-se subtrair do resultado (ipm/

ampola) um valor igual a 317 (Steemann-Nielsen, 1965).

Determinagao da curva de auto-absorgao (Fig. 8).

Sao empregadas as seguintes solugoes:

i. 0,1 mol de NaOH + 0,1 mol de NHyNO3;

ii. 0,05 mol de Na2C03; _ .
iii. uma ampola diluida com agua destilada ate completar 100,0 mlj

iv. 0,1 mol de BaCl;.

* - a fim de diminuir os fenomenos de adesao do carbonato as paredes dos suportes dos fil-
tros, deve-se passar uma camada bem fina de silicone nos mesmos.
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consecutiva, a fim de precipitar o BaCOj3, pelo aumento do peso total,

Em 7 tubos de ensaio devem ser

pipetadas

as solugoes (i-iv), em ordem

manten—

do-se entretanto, a atividade especifica (ver Tab. IV).

% da Atividade Maxima

Impulsos fmln./cmz

a determinagao da atividade
e 14
especifica do C 7.

quimica do C'* na
(em meio alcalino):

Precipita

%EO
forma de BaC!

02

Na,c!*0; + BacCl, Ba'%CO; + 2 nacCl

TABELA IV
Tubos de | ; (14y | ii (ml) | iii (ml) | iv (ml)
ensaio
1 10 0,1 0,5 2,0
2 10 0 53 045 2,0
3 10 0,5 0,5 2,0
4 10 0,7 0,5 2,0
5 10 1,0 055 2,0
6 10 2,0 0,5 4,0
7 10 3,0 0,5 4,0
2
mg BaCO; /cm
woﬂ' 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 As pequenas quantidades da solugio
% ] ii sao medidas por meio de uma micro-
] \\\\ bureta tipo '"monostat™. A solugao iv
1 deve ser pipetada vagarosamente,segui-
"
2 da de agitacao. Os filtros "Millipore"
o - =
2 \‘“hum. assim como o processo da filtragao
“ e a contagem da atividade de cada
amostra, devem receber identicos cui-
dados aos descritos no experimento
1woﬁ\\ anterior.
800 -
] 1Y=1J00 imp/nun/cmal
600 - Com os dados obtidos constroi-se
] uma curva em papel "semilog" com
4004 .
‘hhhh“rnh__ih mgBaCO3/m? na abscissa e impulsos por
min menos a radiagao de fundo/cm? na
2004 ordenada. Esta curva sera extrapolada
para 0 mgBaCO3/m?® (Y¥), e a ordenada na
curva sera computada em porcentagem de
100 -
0 10 20 30 ap S0 gp 0 ;n 50 100 Y IEstas porcentagens serao colocadas
mgBan[cmz em graficos num papel "semilog", cons—
truindo-se uma outra curva, com por-
Fig. 6 - Curva da auto-absorgao para centagens e mgBaCO03/m? na abscissa.

Esta curva sera utilizada para a cor-

regcao dos dados referentes a determi-

da atividade especifica das

8).

nagao

ampolas (Fig.
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Caleulos relativos q determinagao da produgao primaria por meio do ('Y -
As medidas da produgao primaria podem ser calculadas empregando-se a seguinte
equagao:

- atividade aparente (I) % concentracao do CO, total (III)

atividade disponivel (II) periodo de incubagido % Kl:z
ou,
GeC il - %pm dg amostra 1 CO, 12
gC/h/ ipm disponivel - tempo de incubagao X =7 % 35 X F1,2 (OIV)

ou simplificando-se, temos:

F, _F
P X K = mgC/h/m?

horas de incubagao

(I) = ¢'"* assimilado = (niimero total de impulsos) —(radiacao de fundo) X 1,06%;
(1) = gl dispogfvel = c'* adicionado (pode ser expresso como atividade
relativa a amostra "sem peso" se apenas medidas relativas sao tomadas
em conta, ou como HCurrie X eficiencia do contador segundo uma deter-

minada geometria);
(II1) = Cc!2? disponivel = alcalinidade total X pH % 12 = mg!?C/l ou x E%i X l%;
(IV) = K4 correqio para o fator relativo ao volume da amostra; ex.: se 100 ml

foram flltrados de um frasco experimental de 250 ml, e 1,0 ml de solu-
gao contendo C!* foi adicionado, o fator sera igual a 249/100 = 2,49;

K fator dimensional, para converter por exemplo, de mg/l para mg/m?
ou mg/m?.

Discussao sobre a interpretagao das medidas de produgao do fitoplaneton
pelo método do C'* - Um dos pontos mais discutidos com respeito a técnica do
carbono-14, € quanto ao problema se a mesma mede a produgZo aparente ou a

produgao total.

Ryther (1956) afirma que a técnica do carbono-14 mede a produgzo aparente,
enquanto que Steemann-Nielsen & Jensen (1957) afirmam que com apenas a intro-

ducao de algumas corregoes, a tecnica do C'"* mede a produgao total.

Em principio, a fotossintese real podera ser medida pelo metodo do

carbono-14, apenas nas seguintes condigoes:

a) quando a taxa de assimilagao do C!'"* for exatamente igual a do C'?;
b) quando todo C!* for incorporado somente pelo processo da fotossintese;

¢) nenhum C'"* assimilado deve ser perdido por meio da excregao ou da auto-
115e durante a incubagao, ou pela ruptura das células durante a filtra-
cao;

d) nenhum c** a591m11ado deve ser perdido pelas interrelagoes da fotossin-
tese com a respiracao.

% - fator relativo as corregoes devidas a: fixagao no escuro + respiragao + discriminagao
isotopica.
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Na pratica, nenhuma destas condigoes é completamente satisfeita, e para
que se possa calcular a fotossintese total, os dados naturalmente obtidos,

devem ser corrigidos.

Corregoes para os dados do carbono-14 -

0 efeito do isGtopo - Teoricamente, devido ao maior peso molecular do
c'*0,, cerca de 4,57 mais pesado do que o C'?0,, a assimilagao do cl*0, deve

ser proporcionalmente mais lenta do que a do c*20,.

Steemann—-Nielsen (1952) wusou um valor igual a 6,07 para a corregao do

efeito isotopico.

Mais recentemente, Buchanan et al. (1953) e Sorokin (1960), comparando as
atividades especificas (ipm/concentragao de carbono) em celulas de Secenedesmus
com as atividades especificas do meio, seguindo por varias semanas o cresci-
mento no meio marcado, chegaram a conclusao de que a atividade especifica das
algas foi 6,5% menor do que a do meio. Atualmente, considera-se razoavel admi-

tir-se um valor de 5% para a discriminagao isotopica.

Assimilagao do carbono-14 por processos nao fotossintéticos - Durante a
incubagao das algas com o C!", uma certa quantidade de C!" sera assimilada por

outros processos independentes da fotossintese.

Steemann-Nielsen (1952) subtraia 1% da radioatividade encontrada no fito-
plancton em luz de saturagao, para corrigir a assimilacao nao fotossintética.
Em culturas de algas puras e em bom estado fisiolbgico, a fixagao no escuro &
cerca de 1% (Brown et al., 1949); entretanto, sob condigoes de extrema defi-
ciencia de nitrogenio, a assimilagao no escuro, em culturas, pode alcancgar até

37%Z das culturas iluminadas (nos frascos) (Steemann-Nielsen & Kholy, 1956).

Em populagoes naturais a fixagﬁo no escuro pode ser maior, chegando a
valores de 92 da assimilagcao na luz, quando nas camadas superficiais e ate

acima de 30% para as amostras de aguas profundas.

Em vista destas variagoes, e aconselhavel sempre fazer-se a corregao

baseada em valores experimentais e nao aplicar uma corregao padrao.

Quanto ao efeito do "dark fixation", foram realizadas varias medidas em
populagoes naturais por Teixeira, Tundisi e colaboradores (1965-1970), das
quais podemos apresentar alguns dados encontrados em aguas costeiras, mar alto
e também em regioes estuarinas e lagunares (Tab. V). Estudos mais recentes

sobre a matéria foram realizados por Morris et al. (1971).

A fixacao do CO, no escuro, da-se principalmente pela incorporacao do CO,
nos grupos carboxila durante a respiracao e a fermentacao (constituintes

intermediarios).

Ha incorporagao do CO, nos grupos carboxilicos; vemos, portanto, que o
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TABELA V - Valores relativos a fixagao do C'* no escuro,
encontrados em diferentes regices ambientais.

Fixagao de C!'* no escuro
Natureza Loeal Ep?ca (%)
ambiental estacional
minimo medio maximo
01947 'N Verao
8,0 27,0 38,0
[a] L} - ]
Aguas 48056 "W (fev.-mar.) 2 *
equatoriais P— ~
07 391N Verao 17.0 39 .0 56.0%
42031'W (fev.-mar.) ’ 4 ¥
Verao
_ 7,0 26,0 50,0%
Eguas 23°30's CEe¥, muat.) ’
de enseada 450907 'W e tas
(julho) 3,0 17,0 42,0
o 5,0 12,0 23,0
; ST 25006's | (Ian-~fev.)
estuarinas 47954'W
Levaing 6,0 10,0 18,0
(julho)
* — excepcionalmente foram encontrados alguns valores maiores ou
iguais a 100% na superficie.

CO, nao & um gas "inerte" para os heterotrofantes e sabe-se hoje, que varios
exemplos de assimilagao do CO, por processo nao fotoqu{mico ocorrem em grande

numero de bactérias, em algumas plantas superiores e animais.

0 caso mais simples de fixagao do CO2 por carboxilagao & o da sintese do

acido formico (em solugao alcalina):

_0 0
Hy + COp —==—— >+ H - C H - C
NoH \oH

acido formico

Outro exemplo de fixagao biologica do CO, por carboxilagao, pode ser dado
atravées da reagao de Wood & Werkman, onde o CO, & fixado por varias espeécies

de bactéerias.

CH3.CO.COOH + (C0p ==—==mmmm—m———————— > HOOC.CH,.CO.COOH

acido piruvico e acido oxalacético

As carboxilagaes biologicas sao essenciais para o crescimento e respira-
¢ao, pois, contribuem para a sintese dos acidos: fumarico, succinico e oxala-
cético, que tém importancia fundamental na respiragao (e talvez na propria
fotossintese). Aléem da fixagao biologica do gE independente dos processos
fotobiologicos, ha ainda uma certa fixagao de cl* por processos de adsorgao

nas particulas do meio ambiente (processos fisicos).
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Perdas de carbono-1li por excregao e devido a ruptura das celulas durante a
filtragido - Do C'* assimilado durante a incubagao e convertido em materia or-

ganica marcada, alguma porgao desta pode ser excretada para o exterior da

celula.

Similarmente, se uma celula contiver matéria organica marcada e a mesma

morrer ou sofrer uma ruptura durante a incubagﬁo, ou a filtragao, parte da
- f - . - -

radioatividade sera perdida. O método do carbono-14 subestimara a fotossintese

total segundo um valor igual a radioatividade perdida no caso citado.

Embora a maioria dos pesquisadores nao leve em conta este efeito, recente-
mente Allen (1956) e Guillard & Wangersky (1958), demonstraram que quantidades

apreciaveis de carbono podem ser excretadas pelas algas.

Usando o C!%, TFogg (1958) mediu a excregzo e a fotossintese em populagaes
naturais de dois lagos da Suécia. Depois da incubagao com o C!'* Zn situ e da
filtragao, ele removeu o excesso de carbono radioativo (c!%0,) do filtrado. O
residuo foi extraido com etanol e a seguir testado quanto a radioatividade. Em
todas as amostras, alguma radioatividade foli encontrada no extrato. Fogg (op.
cit.) expressou esta atividade do filtrado, como uma fracao daquele retido
pelo filtro. Em amostras de superficie de um lago eutrofico, a atividade
excretada foli somente de 27 do retido no filtro, enquanto que, a 10 m, houve

um aumento para 8 e 217 no frasco preto que Serviu como controle.

Em regioes oligotroficas foram sempre encontrados valores um pouco

maiores.

Estes resultados mostram que a excregao pode ser afetada pela intensidade
luminosa, uma vez que ela aumenta com a profundidade, e tambem devido a defi-
ciencia de nutrientes, verificada nos ambientes oligotroficos. Com relagao
aos efeitos da deficiencia, Guillard & Wangersky (1958) encontraram quantida-
des maximas de carbohidratos extracelulares, em culturas velhas de flagelados

marinhos.

Similarmente, radioatividade excretada (que passa atraves dos filtros
"Millipore") foi encontrada em culturas velhas de Dunaliella primolecta, mas

nao em culturas jovens (Lasker & Holmes, 1957).

Perdas de carbono-14 no processo respiratério - A aplicagao de um fator de
corregao para a respiragao que ocorre juntamente com a fotossintese, e
bastante incerta. Esta corregao e dependente da taxa de respiragao com relagao
a fotossintese total. Para algas em boas condigoes fisiologicas, incubadas em
altas intensidades luminosas, a respiracao é cerca de 107 da fotossintese.
Como a intensidade diminui abaixo da saturagéc, a razao da fotossintese para a
respiracao também diminui. A relagao F/R também decresce, assim que as celulas

se tornam deficientes em nutrientes.
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Em populacoes marinhas naturais, a respiragao foi de 157 ou menos da taxa
de fotossintese no seu ponto de saturagao, em 907 das 78 determinacgoes feitas

por Steemann-Nielsen & Hansen (1959), nas aguas da Groenlandia.

E possivel que, na natureza, a respiracao raramente exceda a 507 da fotos-
sintese, desde que, se considerarmos a presenga de 12 horas com iluminaggo, a
fotossintese deve ser o dobro da respiragzo para equilibrar a perda do carbono
pelas algas durante a noite. De outra maneira, as populagoes do fitoplancton

nao persistiriam (Steemann-Nielsen & Kholy, 1956; Strickland & Parsomns, 1960).

Outro fator que deve ser tomado em consideragao para a corregao da respi-
ragao, e a interrelagao entre fotossintese e respiragao (Rabinowitch (1956)

estuda este assunto).

A natureza das interrelagoes fotossintese-respiragao (seja a inibigao da
respiracio, reutilizagao do CO, respirado etc.) e de interesse para o fisiolo-
gista; o ecologista que trabalha em produtividade com o método do C!'* neces-
sita apenas saber a magnitude da corregao que deve aplicar para determinar a

fotossintese total.

Steemann-Nielsen (1955a) e Ryther (1956) realizaram algumas pesquisas
aplicaveis a este processo. As perdas de C!* de algas previamente marcadas
foram medidas na luz e no escuro. Steemann—-Nielsen (op. cit.) marcou Chlorella
por 1 h e por 30 min, e transferiu as celulas para um meio nao radioativo. Du-
rante periodos de incubagao superior a 7 horas ele encontrou uma quantidade de
carbono marcado libertado na luz, apenas de 30 a 407 daquele libertado no
escuro. Ryther (op. cit.) trabalhou com Dunaliella por varios dias num meio
contendo C!*. Transferiu depois para um meio nao radioativo e incubou, a
seguir, na luz e no escuro por 24 horas. Nas iluminadas nao houve libertagao
de C!'* das células. Estudos mais recentes realizados com o espectrometro de
massa e isotopos de carbono confirmaram os resultados obtidos por Steemann-
Nielsen (op. cit.), isto e, que a libertacao de CO, nao & completamente inibi-
da pela luz. Brown & Weis (1959) mostraram que 2a produgao de CO» por Ankistro-
desmus foi inibida cerca de 507 pela luz, e que esta inibigﬁo era independente
da intensidade luminosa. Resultados similares foram obtidos usando-se culturas

de Ochromonas (Weis & Brown, 1959).

Se nenhum C!"0, (da respiragao) for perdido, 1isto e, for reutilizado na

- - - -
fotossintese, o metodo medira a fotossintese aparente.

Se apenas uma parte do CO2 (da respiragao) for reutilizado, o método
medira um valor equivalente entre a fotossintese total e a aparente. Em expe-
rimentos realizados com culturas de Dunaliella (culturas jovens e velhas) ,
Teixeira, 1969 (dados nao publicados), chegou 3s seguintes conclusoes: em

culturas jovens encontrou 21% do CO, libertado no escuro e em culturas na fase

estacionaria, 37% (Fig. 9).
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Experimento - B (cultura velha) ==---+ 2 h em Cl* iy
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Fig. 9 - Experiencia realizada em Dunalifella sp. Partes (I) e (II).

0 aspecto crucial da corregao para a respiragao é a relagao F/R; os proces-

sos da interrelagao entre fotossintese e respiragao sao de menor importancia.

Na Tabela seguinte
correcao para respiracgao

fotossintese total.

temos um exemplo

podem ser utilizados,

em que dois conjuntos de fatores

para obter—-se valores

de

para a

Um dos conjuntos de fatores e calculado considerando-se uma completa foto-

inibicao da libertagao do
junto e calculado

1955a) .

te quando F/R for menor do que 2.

considerando-se 607

c'“0, (da respiragao) (Ryther, 1956).

da foto-inibigao

0 outro con-

(Steemann—-Nielsen,

Devemos notar que a diferenga entre os dois fatores &€ excessiva somen-

1955a)

F/R 100% de foto-inibigao 60% de foto-inibigao
(seg. Ryther, 1956) (seg. Steemann-Nielsen,

20,0 1,05 1503

10,0 1,10 1,06

5,0 1,20 112

3,0 1,33 1,20

2,0 1,50 1;30

1,5 1,67 1,40

1,0 2,00 1,60
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Resumo das conclusoes sobre o significado dos métodos do oxigenio e do
earbono-14 - 0 processo da fotossintese consiste de um complexo de reacgoes de
natureza fotoquimica e quimica, que nem sempre apresentam interrelagoes fixa-
das entre si. Baseados nestes fundamentos podemos deduzir que os métodos do
"oxigénio" e do "carbono-14" ao medirem a taxa das diferentes reagoes, poderao

produzir resultados discordantes.

A mudanga na concentragao do oxigénio que ocorre em uma amostra de agua, é
resultante da produgao de oxigénio através do processo da fotolise da agua que
ocorre nos organismos clorofilados, e o consumo de oxigénio na respiracgao
pelos organismos fotossintetizantes e nao fotossintetizantes. A quantidade de
oxigenio produzida em contato com a luz e, portanto, uma medida da fotossin-
tese aparente quando se tratar de uma cultura pura de algas clorofiladas, ou
sera uma medida da fotossintese aparente de uma comunidade quando se tratar de
uma populagﬁo natural. Em experiencias de curta duragao, a quantidade de oxi-
genio consumida num frasco paralelo preto, pode ser adicionada 2 quantidade
produzida no frasco transparente para dar uma estimativa da fotossintese
total. Isto, supondo-se naturalmente, que a taxa da respiragao permanega a
mesma nos dois tipos de frascos experimentais. Porém, isso nem sempre & cor-
reto, quando se trata de amostras de populagoes naturais (Steemann-Nielsen,
1952; Teixeira et al., 1965). A fotossintese total, determinada pelo método do
"oxigenio", & uma medida da taxa da conversao da energia radiante para energia
quimica potencial num ecosistema, quando se aplica o método com determinados
cuidados e em ambientes nao poluidos, com potencial de produgao relativamente
alto. Temos, entretanto, que levar em conta, determinados casos em que Se pode
dar esta conversao, atraves da fotofosforilagao ciclica sem que ocorra liber-
tacao de oxigenio (Arnon et al., 1958) e tambem, a fotossintese, devido as
bactérias que nao envolvem o processo da fotolise da agua, processo esse quan-—

titativamente pouco significante em aguas oxigenadas.

Quando se emprega o metodo do C'"*, o mesmo & suprido como bicarbonato, que
ao ser assimilado pelos organismos podera integrar-se em varios tipos de rea-

coes, nem todas ligadas ao processo da fotossintese.

Se o carbonato de calcio for acumulado, como por exemplo,nas carapacgas das
Coccolithophoridaceae, pode-se eliminar o mesmo, atraves de uma exposigao da
amostra aos vapores de acido cloridrico concentrado, restando apenas a radioa-
tividade residual que representa a fixacao na matéria organica. O processo da
fixacao na matéria organica pode ser devido as reagoes de carboxilagao no
"escuro", envolvendo escassamente qualquer ganho de energia quimica potencial,
ou pode estar associado com grande acumulo de energia qufmica potencial em

- - - - 3 -
compostos organicos, resultantes da fotossintese ou da quimiossintese.

As reacgoes de carboxilagao no "escuro'" sao especialmente ativas em popula-

goes constituidas por organismos em mas condigoes fisiologicas.

Outro problema que deve ser também considerado, €& que a mesma quantidade

de €!'" fixado fotossinteticamente, pode apresentar diferentes ganhos em ener-
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gia quimica potencial, de acordo com o produto sintetizado, como por exemplo
carbohidratos, proteinas ou gorduras, e isto dependera das condigoes fisiolo-

gicas das algas e da viabilidade de nutrientes.

A interagao entre o processo da respiragao e da fotossintese & bastante
complexa, pois os produtos da fotossintese podem ser usados preferencialmente
durante a respiragao e em experimentos com duracao superior a 24 horas, a perda
de C!* fixado atraves da respiracao pode ser apreciavel (Vollenweider &
Nauwerck, 1961). Baseando-se nos fatos ja discutidos, conclui-se ser muito
dificil dizer com certeza se o método do C'" mede a fotossintese aparente ou
total, ou mesmo, o intermediario entre as duas. A fixagao do C'" a partir do
bicarbonato pode nao dar uma verdadeira medida da fixacao do carbono total, se
tambéem ocorrer a assimilagao de compostos organicos concomitantemente. Ha uma
grande evidencia de que a foto-assimilagao dos compostos organicos pelas algas
pode algumas vezes ser apreciavel (Wright, 1964; Wiessner & Gaffron, 1964;
Sen & Fogg, 1966). A fosforilagao e a fixagao fotossintéticas do nitrogenio
dao como resultado um aumento da energia quimica potencial, sem necessaria-
mente nenhuma fixacao concomitante de carbono, mas os efeitos nao sao geral-

mente muito grandes.

Finalmente, devemos atentar para o fato de que na técnica convencional, a
mesma atem-se em determinar apenas o radiocarbono fixado nos organismos reti-
dos pelo filtro "Millipore", portanto, somente a fixacao na matéria particula-
da & medida, logo a fotossintese total sera logicamente subestimada segundo
a mesma quantidade dos produtos soluveis da fotossintese 1libertados das

celulas.

Comparagoes feitas entre os métodos do oxigenio e do C!* quando se utili-
zam culturas em laboratorio ou com amostras concentradas de fitoplancton natu-
ral, usualmente mostram grande concordancia com um quociente fotossintetico
(P.Q. = A0,/-ACO;) ligeiramente maior do que a unidade. O quociente fotossin-
tetico pode variar de I, quando os carbohidratos sao os principais produtos,
até um valor igual a 3,0, quando os lipideos estao sendo sintetizados [o quo-
ciente respiratorio (R.Q. = ACO,/-A0,) e igual a unidade, quando os carbohi-
dratos sao respirados e menor do que a unidade, isto &, cerca de 0,7 quando as

gorduras sao respiradas].

Entretanto, pode haver grandes discrepancias entre os resultados dos
métodos do oxigenio e do C!"%, principalmente quando as células forem
expostas a altas intensidades luminosas, ou entao, em Sopulagaes naturais nao
concentradas (Antia et al., 1963). Tem sido indicado que estas discrepancias
surgem principalmente devido a fixagao do c!'* atraves das reagoes da carbo-
xilacao e da libertagao dos produtos extracelulares da fotossintese (Fogg,
1963) .

De um modo geral, esta estabelecido que o método do c!'* & bem mais sensi-
vel do que o método do oxigenio, e € o unico que pode ser empregado satisfato-

riamente em aguas de natureza oligotrofica.
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APENDICE

Com a finalidade de complementar os estudos sobre a produtividade prima-
ria, inserimos como um apéndice a descrigao de uma técnica que possibilita ao
pesquisador obter uma visao geral do fitoplancton, sob o ponto de vista quan-—
titativo. Por ser a mais Precisa, e relativamente simples, & universalmente
aceita a determinagao da clorofila-a, como sendo o melhor meio de se avaliar
quantitativamente o material fotossintetizante do fitoplancton. Dos varios
metodos existentes, escolhemos o de maior viabilidade para o nosso meio,

dentre os métodos de maior precisao.

DETERHINACKO QUANTITATIVA DE PIGMENTOS POR ESPECTROFOTOMETRIA - A técnica
aqui apresentada, segue as recomendagoes de Creitz & Richards (1955), com a

introdugao de algumas modificagoes feitas por Strickland & Parsons (1965) .

Em substituigio ao método de Richards & Thompson (1952), & mais wusado
atualmente, para separar-se os organismos da agua, o método de filtragao por
meio das membranas do tipo "Millipore", ou mais recentemente, com o filtro de
la de vidro (Whatman: GF/C).

Preparagao da amostra:

19) Toma-se uma certa quantidade de amostra (de 0,5 a 5,0 Z,conforme a na-
tureza da agua), adicionando-se 1,0 ml de uma suspensao de carbonato de magné-

sio, de preferencia nos ultimos 100 ml de amostra que estiver sendo filtrada.

A adigao do carbonato € para evitar a acidificagao da clorofila, evitando

desta maneira a sua transformagcao em feofitina.

29) Apos a filtragzo, remove-se a membrana do suporte e, com cuidado,
recorta-se o filtro ao redor da area util de filtragao, diminuindo desta
maneira o "branco". Quando se usa o filtro de vidro, praticamente nao aparece

o problema do "branco", alem de ser menos dispendioso.

39) Dobra-se cuidadosamente a membrana, colocando—-a imediatamente no inte-
rior de um tubo graduado de centrifuga de 15,0 ml. Se usar "M.F.", adicionar
aproximadamente 8,0 ml de acetona a 90%Z;fechar o tubo e agitar fortemente para
dissolver a membrana. Quando usar o filtro de vidro, adicionar 10,0 ml de ace-
tona a 90% e agitar vigorosamente. Introduzir o tubo (recoberto com papel pre-
to), num dessecador com vacuo e colocar num "freezer" por cerca de 20 horas.
Durante o periodo de extragao, os pigmentos sao muito fotossensiveis, dai os
cuidados em se evitar qualquer exposigao a luz direta.

49) Remover o tubo do "freezer", deixa-los em repouso ate adquirir a

temperatura ambiente, e adicionar acetona a 90%, até completar 10,0 ml por

"M.F." e 12,0 ml por filtro de vidro. Centrifugar o conteudo durante 5-10 min

com 3.000-4.000 rpm.
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em uma cuba espectrofotome-

59) Decantar a camada superficial do liquido
de

10 cm de extensao ("path lenght"), com capacidade de 10,0 ml

Se empregar 12,0 ml de acetona com o filtro de vidro, mul-

trica de
liquido, ou menos.
tiplique a extingao do valor por 1,2, a fim de normaliza-lo aos valores espe-
rados de 10,0 ml de extrato.

69) Sem demora, medir a extingao da solugao, usando os seguintes compri-
mentos de onda: 665, 645, 630 e 480 mp e 510 mpy, caso sejam aplicadas as
equagoes de Richards para os carotendides. Em adigao aos comprimentos de onda
utilizados, uma leitura deve ser feita em 750 mu e este valor subtraido das
densidades opticas em 665, 645 e 630 mg. O uso da d.o. 750 mpu serve para

corrigir os erros devido a turbidez da agua. Esta correg¢ao pode eliminar erros

acima de 50%, quando se empregam cubas de 10,0 cm e valores baixos de d.o.

Para determinar a concentragao das clorofilas numa amostra de 1 I de
volume (v) usando-se extratos de acetona com volume de alguns ml (v), usamos a

seguinte equagao:

(a,b, ou ¢) _ C (a,b,c) x v

mg cl fi
4 orofila — % v

onde:
. 3 c
mg pigmento/m?® = v
C, & o valor obtido das seguintes equacgoes:
R = Richards;
P.S. = Parsons & Strickland;
H.J. = Humphrey & Jeffrey;
E = valores de extingao nos comprimentos de onda indicados, medidos
em uma cuba de 10 ecm.
k. C (clorcfila-a) = 15,6 3555 - 2,0 EGHS = iy8 Esao
P.S. C (clorofila-a) = 11,6 Eggs - 1,31 Egys - 0,14 E¢so

H.J. C (clorofila-g)

13,7 Fees - 2,16 Egys - 0,19 Egag

R. C (clorofila-b) 25,4 Eges — 4,4 FEggs - 10,3 Egs3q
Pole € (clorofila—b) = 20,7 Egys - 4,34 Eges — 4,42 EFeszo

H.J. C (clorofila-b) = 22,2 Egys - 3,88 Eggs - 4,72 Fgaq
R. C (clorofila-e) = 109 Egso = 12,5 FEggs - 28,7 Egys

Pe8iy: @ (clorofila-c) = 55 Eagu . 4,64 5555 - 16,3 ESHS

H.oJ. C (clorofila—c) = 54,6 5530 o 6,00 EGES - 13,7 Esus

R. € (carotenocides vegetais) = 7,6 (Eygo - 1,49 Egiq)
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Aparelhagem e equipamento:

1) Equipamento para filtragao: suporte para filtros tipo miliporo (AA - HA)
de 47 mm ou Whatman (GF/C) de 45 mm.

2) Frascos de 300 ml para lavagem.

3) Tubos graduados para centrifugacao de 15 ml de capacidade, tendo tamp as
de vidro ou de polietileno.

4) Cubas espectrofotometricas de pequeno volume, de 10,0 cm de '"path

lenght", mas podendo conter 100 ml de solquo, ou menos.

Reagentes espectatis:

Destilar acetona, cerca de 17 de seu peso, tanto de carbonato de sodio
anidrico quanto de sulfito de sodio anidrico. Retire uma fragao fervente a

temperatura constante de mais ou menos 55,5°C.

Pipetar 100,0 ml de agua para um frasco graduado, no qual se adiciona

acetona para atingir o volume de 1.000 ml.

A acetona redestilada deve ser conservada fechada hermeticamente em fras-
cos de vidro escuro, e os 907 do reagente preparado em pequenas dquantidades
para uso (um litro de cada vez). O frasco deste reagente deve ser sempre

mantido quase cheio.

Suspensao de carbonato de magnésio:

Adicionar aproximadamente 1,0 g de carbonato de magnesio, finamente pulve-
rizado, para 100 ml de agua destilada em um frasco Erlenmeyer bem arrolhado.
Agitar vigorosamente o frasco para homogeneizar a suspensao imediatamente

antes de usar.

PROCESSO DO FRACIONAMENTO - Além da tecnica da clorofila achamos tambem de
igual necessidade, descrever o método wutilizado para se fracionar o fito-
plancton, pois, ¢ fundamental o estudo da distribuigao por tamanho das celulas
do fitoplancton quer sob o ponto de vista estatico ("standing-stock'") ou
din3mico (produgao da matéria organica). O fitoplancton, sob o ponto de vista
de tamanho, pode ser dividido em dois grandes grupos: o microfitoplancton, cons-
tituido por células maiores que 50 u, e o nanofitoplancton, por células meno-
res que 50 p. Para se fraciomar o fitoplancton (= separar o micro do nanofito-
plancton) basta que se separe as celulas de diferentes tamanhos atraves de um
meio mecanico, como por exemplo, filtrando-se wuma amostra de fitoplanctoen
atraves de redes ou filtros, cujos poros apresentem um diametro de 50 u. As
duas fragoes (a retida e a filtrada) podergo, a seguir, ser estimadas em
termos do numero de ceélulas, ou de pigmentos, ou ainda de impulsos radioativos
quando se utilizar um radionuclideo como tragador. Para que o leitor possa
melhor visualizar a tecnica na pratica, apresentamos um esquema mostrando as

fases do metodo do fracionamento (Fig. 10).
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Fig. 10 - Esquema mostrando as diversas fases da técnica utilizada para o fracionamento do

fitoplancton.

Fy = Filtro @iliparo tipo H.A. adaptado a um conjunto de porta-filtros (filtra-
dor a vacuo).

F; = Rede de nylon com poro de 50 U de didmetro adaptada num tubo de PVC.
A = Retengao de todo o plincton.
B = Retengao do pl3ncton nao retido em Fa, isto e, do plancton < 50 M.

€ = Retengao do plancton retido em F, isto &, do plancton > 50 .
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