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Synopsis

Some aspects of the procedures to measure dissolved organic matter (DOM) released

by phytoplankton account for important sources of errors.

These aspects include:

cell damage upon filtration of samples, residual inorganic '“C in the filtrates,
NaH'*C053 ampoule contaminations and the low radiation activity proper to the

released samples.

Some experiments on these procedural problems were carried out
and their effects on the released DOM were evaluated.

A procedure to use control

samples to avoid errors in the technique of DOM analysis by the liquid

cintillation counter is deseribed.

Experiments on the validity of stocking

preserved filtrates of natural plankton populations and algal cultures were also
carried out for long periods prior to the radioactivity measurements.

Introdugao

Pode-se situar o inicio do estudo da ex-
cregao de materia organica dissolvida
(MOD) pelo fitoplancton no comego do se-
culo, com o trabalho de Putter (1908a,
clt. 4n: Jprgensen, 1976). Verificando
as necessidades nutricionais de varios
invertebrados filtradores marinhos,
Putter admitiu que eles seriam incapa-
zes de processar o grande volume de agua
necessario para obter o alimento sufi-
ciente. Parte do alimento, portanto,
deveria vir da MOD. O autor, em traba-
lho subsequente (1908b, cif. in:
J¢rgensen, op. cif.), inferiu, basean-
do-se em medidas de MOD na agua do mar,
que somente uma porcentagem muito peque-
na de carbono assimilado pelo fitoplanc-
ton era incorporada as celulas e que o
restante era liberado para o meio. Con-
tudo, as tecnicas usadas pelo autor para
a medida de MOD deram resultados erro-
neos, muito altos (Ehrhardt, 1977), su-
perestimando a excregao do fitoplancton.
Posteriormente, Krogh & Keys (1934) es-
tabeleceram uma metodologia mais precisa
que a utilizada por Putter. Baseando-se
em medidas de MOD nos oceanos, poste-
riormente, Krogh (1934a,b) concluiu ser
impossivel que organismos planctonicos,
durante o seu crescimento, eliminassem
materia organica para o meio. Essa con-
clusao, tao bem fundamentada, e traba-
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lhos como os de Krogh, Lange & Smith
(1930) e Myers & Johnston (1949) = que
mostraram que, em culturas de clorofi-
ceas, a liberagao de produtos extracelu-
lares nao era maior que 57 do carbono
total assimilado - fizeram com que os
pesquisadores nao se interessassem pela
excregao do fitoplancton até o final da
decada de 50. Nessa epoca, trabalhos
como os de Braarud & Foyn (1930, cift.
in: Fogg, 1958), que mostraram liberagao
de ate 30% do carbono assimilado em cul-
turas de Chlamydomonas sp, passaram de-
sapercebidos.

Com a introducao da metodologia dos
tragadores radioativos, fazendo-se uso
do 14C nas medidas de produgao primaria
(Steemann-Nielsen, 1952), e com o aper-
feicoamento das técnicas de analise da
agua do mar na década de 60, foram rei-
niciados os estudos da excregao do fi-
toplancton.

Fogg (1958) adaptou esse metodo do

C ao estudo da excregao com medidas
feitas em detectores Geiger-Muller. A
introdugao da tecnica de detectores de
radiacao com solugoes cintiladoras (li-
quido cintilador) por Anderson &
Zeutschel (1970) permitiu alcangar sen-
sibilidade maior na determinagao quan-
titativa da MOD excretada pelo fito-
plancton.

Para a quantificacao da excregao por
esse metodo, existem duas tecnicas ba-
sicas: a) fotooxidacao por luz ultra-
violeta da MOD excretada, com posterior
captagao do “CO, por hiamina em 1iqui-
do cintilador (Armstrong et af., 1966
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Thomas, 1971; Berman & Holm-Hansen,
1974); b) medidas diretas da radioati-
vidade de aliquotas dos filtrados adi-
cionadas ao liquido cintilador

(Anderson & Zeutschel, op. cif.). Na
primeira a MOD marcada exls-
tente no volume total dos filtrados &
transformada em '“CO2 por fotoox1dagao,
incorporada pela hiamina, adicionada ao
1iquido cintilador e, depois, medida a
sua radioatividade. Na segunda tecnica,
sao utilizadas apenas aliquotas dos fil-
trados. Este detalhe faz aumentar a
precisao da primeira, em relagao a se-
gunda. No entanto, a fotooxldagao da
MOD e a captagao do '%C0,, necessarias
no prlmelro caso, requerem condlgoes es—
peciais que tornam a tecnlca de d1f1c11
utilizacao em trabalhos no "campo" ou
quando um grande numero de amostras deva
ser analisado. Uma vantagem da segunda
tecnica e que ela envolve, apenas, a
acidificacao e o borbulhamento dos fil-
trados, na preparagao das amostras para
as medidas de radioatividade. Outra
vantagem, & que as amostras podem ser
contadas quase que imediatamente apos
terminada a incubagao.

Entretanto, uma questao tem sido le-
vantada por varios autores (Arthur &
Rigler, 1967; Steemann-Nielsen, 1975;
Williams & Yentsch, 1976; Bul'Yon, 1976;
Sellner etaf.,1976). A excregao de MOD
€ realmente um processo natural e normal
em células saudaveis do fitoplancton?
Ou a radioatividade observada nos fil-
trados seria apenas um produto das téec-
nicas metodologicas? Esses autores (op.
cit.) poem em duvida as altas taxas de
excrecao encontradas por diversos pes-
quisadores e apresentam a hipotese de
que isso se deva, principalmente, a me-
todologia rotineiramente empregada e a
choques causados por variagoes ambien-
tais durante o processamento laborato-
rial das amostras.

Nas duas técnicas de quantificagao,
os autores (op. ci{f.) apontam como im-
portantes fontes de erro, principalmen-
te, a ruptura de celulas durante a fil-
tragao, o '“C inorganico nao eliminado
completamente pelo processo de borbu-
lhamento e as contaminacoes das ampolas
de NaH'® COa por outros compostos radio-
ativos organicos, que permaneceriam nos
filtrados apos o borbulhamento. Estes
problemas, aliados a baixa cuncentragao
radioativa das amostras de excregao,
superestimariam a excregao.

tedr ‘thu,

Estes aspectos sao avallados neste
trabalho, procurandOﬂse atraves de um
refinamento da tecnica ut111zada, mini-
mizar os erros inerentes as medidas da
MOD proveniente da excregao do fito-
plancton.

Metodologia basica

Na maior parte dos testes realizados,
foi usada agua do mar letrada adi-
c1onando~se tragos de NaH'"CO3 e/ou
gllcerol- . Em outros, foram empre-
gadas culturas unialgais de Phaeodactylum
Pulcornutum, Skeletonema costatum e
Tetraselmis sp, mantidas em meio
Guillard-f (Guillard & Ryther, 1962).

Para a filtragao das amoatras (apos a
incubagao em presenga de NaH'*C03, no
caso das culturas de algas), preparou-se
um conjunto de filtradores para proces-
sar seis amostras, simultaneamente. Es-—
te conjunto consta de seis filtradores
Millipore-XX1004700, ligados em serie,
por um tubo metalico (Fig. 1). Foram
utilizados filtros de membrana Millipore
HA de 47 mm de diametro, para facilitar
a filtracao das amostras sob baixa pres-
sao de vacuo e reduzir a eventual ruptu-
ra das celulas. A pressao empregada foi
de 1/3 de atm.

O pH dos filtrados foi, em geral, a-
justado para 2,8 a 3,0, com HC1 - 10N,
salvo no caso em que a finalidade do ex-—
perimento era verificar o efeito do pH.
Apos as filtragoes, adaptou-se, as man-
gueiras que ligavam os kitasatos ao tubo
metalico, ponteiras de vidro (pipetas
tipo Pasteur), que foram imersas nos
filtrados, para borbulhamento (Fig. 2).
Este foi feito por um periodo de 30 mi-
nutos, com ar filtrado em algodao. Para
a captagao do 1%c0, formado, ligou-se os
kitasatos a um frasco-lavador com solu-
gao de NaOH-10N. Terminado o borbulha-
mento, o pH dos filtrados pode ser rea-
justado para o valor original da amostra,
mas testes preliminares mostraram ser
desnecessario esse procedimento.

Aliquotas de 10 ml dos filtrados fo-
ram retiradas em duplicata e transferi-
das para frascos de C1ntllagao, aos
quais foram adicionados 10 ml do liquido
cintilador Instagel (Packard).

A atividade da materia organica par-
ticulada e da dissolvida (excretada) foi
medida em espectrometro de radiagao B
(Sistema detector com solugao cintilado-
ra) Packard, mod. Tri Carb C-2425, man-
tido numa sala refrigerada a 20°C.
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A eficiencia de contagem, calculada padrao de 0,7%.
pelo método do padrao externo do apare- As ampolas de NaH'"CO3; foram padroni-
lho (Wang & Willis, 1965), variou de 78 zadas da seguinte maneira: uma ampola foi
a 837 nas medidas dos excretados e de diluida em 50 ml de solugao Bray (Bray,
85 a 90% naquelas da materia organica 1960) com Hyamina 10x (Packard) a 10%.
particulada. As amostras dos filtrados Dez subamostras de 1,0 ml dessa solugao
foram contadas durante 100 minutos, ou foram transferidas para frascos de cin-
no minimo 10.000 impulsos, para assegu-  tilagao, contendo 9,0 ml de solugao
rar um erro padrao menor que 2%, ao ni- Bray. Foram preparadas 10 replicas para
vel de p = 0,05. Os filtros foram con- cada ampola e contadas 4 vezes cada uma.
tados ate 40.000 impulsos, com um erro A eficiencia de contagem foi de 90%.

Fig. 1. Conjunto para filtragao simultanea
das amostras.

Fig. 2. Conjunto de filtragao mostrando a
posicao dos kitasatos durante o
borbulhamento dos filtrados.
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Resul tados e discussao

Os experimentos realizados sao, a se-
guir, apresentados e seus resultados
discutidos.

Eliminagao do **C-inorganico dos filtrados

Para se testar o tempo de bozbulhamento
e o pH otimo para a eliminagao completa
do 14C inorganico dos filtrados, foi
feito um experimento semelhante ao de
Smith Jr. (1975).

A solugao de NaH'"CO3 foi adi-
cionada a 1100 ml de agua do mar fil-
trada. Foram retiradas, desta, cinco
subamostras de 200 ml, que tiveram o seu
pH ajustado com HC1l- 10N para 2,0, 2,5,
3,0, 3,5 e 4,0, respectivamente. Em se-
guida, cada uma delas foi borbulhada du-
rante 5, 10, 15, 30, 60 e 180 minutos.
Ao final destes tempos, foram retiradas
aliquotas para contagem do '‘C-inorgani-
co residual, por cintilagao

Na Tabela I, sao apresentados os re-
sultados das cinco subamostras em numero
de desintegragoes por minuto (DPM), em
relagao ao tempo de borbulhamento. Como
se ve, com 5 minutos de borbulhamento e
valor de pH 1gua1 ou sugerlor a 3,5, a
eliminagao do e inorganico nao & total.
Smith Jr. (op. cif.) encontrou um tempo
otimo de 5 - 10 minutos e um pH otimo de
3,0. Para garantir a completa elimina-
cao do '“C inorganico, sugere-se o uso
do tempo de borbulhamento de 30 minutos
e abaixamento do pH dos filtrados para
2,8 = 3,0.

Chama-se a atengao para a atividade
relativamente alta das amostras, quando
comparadas com o Bg (amostra controle
com agua do mar sem NaH'“CO3), mesmo
depois de 180 minutos de borbulhamento.
Este problema sera abordado adiante.

Solugao eintiladora

A solugao cintiladora ideal & a que a-
. - - - .

cusa o maior indice de merito (M), de-

finido como M = E.V, onde

E € a eficiencia de contagem e

V & a porcentagem da amostra aquosa
incorporada pela solugao cintila-
dora (Brandsome, 1970).

Ainda a solugEo cintiladora, mais a
amostra, devem formar emulsao homogenea
em temperatura exequivel de trabalho,
isto e, possivel de se obter em sala com
um condicionador de ar comum, se o medi-

dor de radioatividade nao dispuser de
sistema refrlgerador. A estabilidade da
emulsao agua - liquido cintilador esta
relacionada com a temperatura e dela de-
pende, também, a eficiencia das conta-
gens. Por exemplo, a solugao Tolueno-
PPO-dimetil POPOP-BioSolv necessita de
uma temperatura de 8,5°C para incorporar
2 ml de agua salgada (Anderson &
Zeutschel, 1970).

Atualmente, existem disponiveis, co-
mercialmente, solugoes cintiladoras ja
preparadas, com grande poder de incor-
poracao de amostras aquosas, como Aquasol
(Beckman) e Instagel (Packard). Solu-
coes com relativo poder de incorporagao
e de custo menor, podem ser preparadas
com Triton-x-100 (Patterson & Greene,
1965; Turmer, 1968). No presente tra-
balho, foi utilizada a solugao Instagel.

Tabela | - '*C-inorganico residual (em
DPM) em relagao ao tempo de
borbulhamento e ao pH dos
filtrados; médias de 2 ré-
plicas e 4 contagens cada

Tempo de pH dos filtrados

borbulhamer to 2.0 2,5 3.0 3.5 N0

(minutos)

- i 134 i N 134 1hh 162
1o i36 136 132 133 135
15 131 131 133 131 136
30 131 132 130 135 138
LT] 130 128 131 134 136
180 128 128 131 133 133

Bg (somente dgua do mar) = 65 DPH

Atividade adiciorada = h7.087.950 OPN/200 ml

VoLume da aliquota dos giltrados

Devido a baixa atividade que a MOD ex-
cretada geralmente apresenta, e conve-
niente que o volume utilizado dos fil-
trados seja o maior possivel. Porem,
estes devem ser incorporados pelo Ins-
tagel, formando uma "mistura homogenea"
e estavel.

De acordo com Turnmer (op. cit.), pre-
parou-se uma serie de frascos de cinti-
lagao com 10 ml de Instagel e uma quan-
tldade flxa (1,0 ml) de solugao Glice-
rol-'*C em Agua do mar filtrada e este-
rilizada. A atividade desta solugao
era de 0,0006 uCi/ml. A variacao dos
volumes na serie de frascos, de 1,0 a
10,0 ml, foi feita com agua do mar fil-
trada.
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As contagens (em numero de desinte-
gragoes por minuto-DPM) variaram com o
volume adicionado de agua do mar. Es-
sa variagao ocorreu entre 2,5 e 5,0 ml
(Fig. 3). Nessa faixa, nao ocorre in-
corporagao completa da agua pelo Insta-
gel, havendo formagao de duas fases.
Para os demais volumes, considerando-se
o erro de 0,77 de contagem das amostras,
repetiu-se o valor de 1332 DPM, cor-
respondente a ativiaade ad1c1onada de
0,0006 uCi. A partir de 6 ml, a incor-
poracao da agua pelo Instagel e comple-
ta, A atividade das amostras com 10 ml
de agua foi, praticamente, a mesma obti-
da nas amostras com 1 ml de agua. Nes-
tas, a eficiencia de deteccao foi de
907 .
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Variacao da eficiéncia de conta-
gem (x), do nimero de impulsos
por minuto, |PM (0), e do nume-
ro de desintegragoes por minu-
to, DPM (®), com o volume da a-
1Tquota da égua do mar adicio-
nada. Atividade adicionada
(Glicerol - '“C = 1332 DPM).

Efeito da temperatura

A emulsao de Instagel com agua do mar na
proporgao de 1:1 (v:v) apresentou-se di-
ferente em varias temperaturas testadas.
Entre 2 e 12°C, ela & translicida, em
forma de gel consistente, mantendo-se
com unica fase por ate 60 dias; entre 12
e 22°C, seu aspecto e opalescente e o
gel @ mais fluido que nas temperaturas
anteriores, mantendo-se estavel, sem se-
paragao de fases por varias semanas; de

22 a 30°C, torna-se de coloragao leito-
sa, mais fluida, e a separagao de fases
ocorre rapidamente.

Reprodutibilidade das neplicas

Para se verificar a reprodutibilidade
das replicas, considerando a variagao

de volume da MOD marcada, efetuou-se

o seguinte teste: preparou-se uma serie
de frascos de cintilagao com 10 ml de
Instagel e volumes variaveis (1 a 10 ml)
de uma solugao de glicerol-'“C, em agua
do mar (464 DPM/ml). Para cada volume,
foram preparadas cinco replicas. Na

Figura 4, sao _apresentados os coeficien-
tes de variagao das cinco repllcas (me-
dia de duas contagens para cada repllca)
e os coeficientes de varlagao de seis
contagens de uma so replica de cada vo-
lume de gllcerol—1 C (MOD marcada), es—
colhida ao acaso. Como se pode verifi-

car, os valores dos coeficientes sao
maiores na faixa onde ocorre a formagao
de duas fases.
0,014+ .
=
o
4
g .
w 0007 . PR
a .
E .
3 0,002
i
(=]
Y 0,014+
: x
0,007+ L
x
X x x =
0,002
T T T T 1 T T T 1 T
1 2 a 4 L] & T ] 9 10
VOLUME (m1 ]
Fig. 4. Coeficientes de variagao das con-

tagens de cinco réplicas de cada
volume (x) e de seis contagens de
uma so replica de cada volume

(®) da amostra de agua do mar com
glicerol-1%C.

Efeito do volume na exatidao das medidas

Outro problema referente a solugao cin-
tiladora, diz respeito a exatidao das
medidas; isto €, se contagens de volumes
diferentes da mesma amostra radioativa
reproduzem sempre a atividade dessa a-
mostra. Essa e uma questao de extrema
importancia, ja que o Carbono-14 & um
emissor puro de particulas B de baixa
energia. Estas podem ser bloqueadas
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pelas m1cropart1culas de agua salgada
em emulsao e, portanto, nao ser efi-
cientemente captadas (Brandsome, 1970).
Isto acarretaria uma sub-estimativa da
MOD total. Para se averiguar este as-
pecto, foi preparada uma série de fras-
cos de cintilagao com 10 ml de Instagel
S quantldades crescentes de uma solugao
de glicerol-'"C em agua do mar (0,025
uCi/ml) . O volume de agua salgada, em
cada frasco, f01 completado para 10 ml,
adicionando-se agua flltrada. Para cada
concentra;ao de gllcerol- “c, foram fei-
tas duas replicas.

Pela Tabela II, observa-se uma rela-
gao linear entre as atividades (em DPM)
e o volume utilizado da solugao marcada.
A variagao media das contagens, conside-
rando-se os resultados em DPM/ml, foi de
0,67%; dentro, portanto, do erro-padrao

de contagem de 0,77%.

Enfim, de acordo com esses testes,
referentes a solugao cintiladora, con-
cluiu-se que a temperatura das amos-—
tras, durante a contagem no cintilador
(considerando-se o aparelho nao refri-
gerado) , nao deve exceder a 22°Cc, para
nao haver a separagao de fases na emul-
sao Instagel-agua do mar. Ainda, devem
ser utilizadas aliquotas de 10 ml dos
filtrados, adicionadas a 10 ml de Insta-
gel. Os volumes menores que 2 ml apre-
sentam o inconveniente de, em amostras

com pequena at;v1dade, _apresentarem con~
tagens muito proximas as do Bg. Além
disso, o fato de serem multiplicados os
resultados (em DPM) por fatores muito
altos para a avaliagao da MOD no volume
total dos filtrados pode aumentar o

erro das medidas.

Preparo dos controles (Bg)

Outro ponto critico do método, esta re-
lacionado com 0 controle, isto &, com o
preparo de "brancos' para a u1ter1or
corregao das contagens espurias
("background" ou Bg), devidas a outras
causas que nao a at1v1dade biologica.
Varios autores tem criticado os al-
tos valores de excregao encontrados em
populagoes naturais e culturas. Esses
valores, seriam decorrentes de contami-
nagao nas ampolas de NaH'"COj; utiliza-

das e tambem do '%C inorganico nao eli-
minado completamente dos filtrados pelo
processo de borbulhamento (Morris etal.,
1971; Thomas, 1971; Nalewajko & Lean,
1972; Herbland & Dandonneau, 1975;
Steemann-Nielsen, 1975; Bul'Yon, 1976;
Sharp, 1977; Wiebe & Smith, 1977).
Estes aspectos sao analisados a seguir,
separadamente.,

Contaminagao das ampolas

Em testes realizados com ampolas de va-

Tabela || - Reprodutibilidade das contagens em solugao cintiladora (Instagel)
com diferentes volumes de uma solugao glicerol-**c (z 0,025

uCi/ml),

em agua do mar (Erro-padrao de contagem = 0 72]

Em ca sc
da frasco com 10 ml 1PN

de Instagel

Eficiéncia de Desvio da

DPM DPH/ml

cantagem (%) media (%)

Solugao de gliceral-t*¢
(m1)

Agua do mar

(m1)

o WO

98188
| 45854

o
o~y

192176
239196
288549
346280
LQILGH
Lhk3g2

485343

49888

81,6 61137
122735

182318

61137 1.0
go,n B1367 ("
80,0 60773

79.8 240822 60206
719.6
79,6

81,4

jooLey
362499

L2skos

60038 0,7
60417 0,2
60772 0,4

B2,8 LBLBLL 60605 0,1

82,0 5k1735 60193 0,6

81,0 599188 59919 1.0
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rios lotes e procedencias, realmente foi
verificado _que ocorre contaminagao, nao
S0 por matéria organlca dissolvida mar-
cada, como também por material particu-
lado que & retido pelos filtros. Varios
pesquisadores também encontraram esse
tipo de contaminagao (Morris et al.,
1971; Thomas, 1971; Williams et al.,
1972).

Para verificar se as ampolas utiliza-
das apresentavam contaminagao por mate-
rial organico radioativo dissolvido, e-
fetuou-se o seguinte teste: de cada lo-
te de ampolas, retirou-se 10 ao acaso,
das quais 5 foram irradiadas durante 72
horas por luz ultra-violeta (germicida)
proveniente de 5 lampadas de 30 W cada,
para fotooxidagao da matéria organica.
Apos a irradiagao, cada ampola foi adi-
cionada a um frasco de incubagao, con-
tendo 200 ml de agua do mar filtrada e
esterilizada. Em seguida, cada amostra
foi tratada de acordo com a metodologia
ja descrita. As outras 5 ampolas foram
utilizadas da mesma forma, porem, sem
irradiacaoc previa. Para se verificar a
contaminacao por material particulado,
apos a filtracao das amostras, os fil-
tros foram lavados com 200 ml de agua
destilada e expostos por 5 mlnutos a va-
pores de HCl. Suas margens nao aprovei-
tadas como superficie filtrante foram
cortadas. A seguir, foram dissolvidos
em solugao de Bray.

Pela Tabela TII, verifica-se que a
quantidade de ¢ residual & grande,
mesmo apos 30 minutos de borbulhamento.
Ainda, esta atividade residual varia de
ampola para ampola, dentro de um mesmo
lote, tanto nos filtrados como nos fil-
tros. Houve uma evidente queda dos
seus valores nas ampolas irradiadas.
Porem, a atividade continuou alta.

Esses valores sac provavelmente devidos
a contaminagao nao eliminada pela irra-
diacao de ultra-violeta em virtude da
baixa potenc1a da fonte, ou essa con—
taminagao nao e, em sua totalidade, fo-
tooxidavel. Poderiam também ser devidos
a deficiente remogao do '*C inorganico
pelo método de borbulhamento. Como se
viu na Tabela I, mesmo apos 180 minutos
de aeragao, as atividades (em DPM) dos
filtrados ainda foram relativamente al-
tas, comparadas com o Bg do experimento
(65 DPM) .

A atividade residual nas ampolas
irradiadas NEN (New England Nuclear) foi
tambem maior que nas ampolas AD (Agency

Demmark) . Isso indica ser, a mesma, de-
v1da, principalmente, a contamlnagao e
nao a deficiente remogao de '*C residual
pelo borbulhamento, pois as ampolas AD
irradiadas apresentaram uma atividade
residual muito proxima a do Bg (Tab.
I11).

Tabela |11 = Atividade residual (DPM)
devida a presenca de ma-
terial dissolvido e par-
ticulado em ampo]as de
NaH!*C0; de varios lotes

Ampolas

Mao irradiadas Irradiadas

lote

Filtrado Filtro Filtrado Filtro

353 6220 187

NEN 352 7223 | 85
670-044 349 5959 188
(zouci) 298 7163 190
375 7051 186

1957
673k
J4BL
6523
7587

259 3217 1]

NEN 204 3636 142

670-053 200 3318 158 L1o8

{1ouci} 242 3886 155 3238
= 3624 - e

3620
| B86

208 1984 11 764

NEN 195 1473 99 1241
670-079 180 1238 oo 775
(1ouci) 173 2551 113 1809
i25 2247 39 8ik

122 4923 101

NEN 123 31985 oo
670-039 121 3893 98
(louci) 121 3s7o 103
124 Laoh 97

1753
3257
1348
jBas
3753

AD 7 106 68 105
248 79 12 68 78
thuci) 76 126 69 80

NEN = New England Nuclear
AD = Agency Denmark

Bg = (somente Hy0 do mar) = 65 DPH

Com base nos resultados desses testes,
a preparagao dos controles pro?esta aqui
€ a seguinte: as _ampolas de NaH™ 'CO3 a se-
rem utilizadas, sao adicionadas a um volume
de amostra natural ou de cultura, suficien-
te para ser subdividido em 4 frascos de in-
cubacao - 2 transparentes, 1 preto e 1
controle ao qual & adicionado formol a 27
e HgCl, a 0,27. O controle e incubado
durante o mesmo tempo e nas mesmas con—
digoes dos frascos experimentais. Este
procedimento e imprescindivel para se
garantir a eliminagao das causas de erro
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acima discutidas. Ainda, com a inclusao
de um covtrole, pode-se ellmlnar 0 erro
devido a adsorgao do NaH 1%c0; ao mate-
rial partlculado nos demais frascos ex-
perimentais (transparentes e preto) .

Atividade minima detectavel da MOD

Os descontos do Bg das medidas de excre-
cao devem ser feitos com relativa segu-

ranga, para se evitar que valores proxi-
mos ao mesmo (em DPM), devidos unicamen-

te a flutuagao estatistica das contagens,

sejam considerados como que oriundos da
excregdo. Para isso, & mecessario um
pequeno procedlmento estatistico.

Algumas _ repllcas do controle (Bg) sao
contadas varlas VezZes. Apos a observa—
¢ao de que nao ha indicagao de varlagao
significativa entre as diferentes repli-
cas, calcula-se o valor medio agrupado
de todas as medidas pela expressao:

il iy

Bg = s 8 Bgi

“Bg i=1 ’
onde "i'" indica a i-esima medida (conta-
gem) do Bg.

_ 0 desvio-padrao indicativo da disper-
sao das medidas do Bg e calculado segun-

do a expressao: %

fpe ]

T~ _ 2
(Bg Bgi)

nt 1

Para estabelecer a atividade minima
detectavel (AMD) da MOD, adotou-se a
premissa de que a variancia na determi-
nacao da mesma e praticamente 1gua1 a-
quela obtida para o Bg. A adogao dessa
premissa nao e propriamente verdadeira
para os valores elevados da atividade

* Em casos em que a unica componente da va-
riancia é a flutuagao estatistica dame-
dida radioativa, os, obedece adistri-
bulgaodeP01sson e © e estimado pela
expreSSausB J'B Entretanto, no

presente caso, deve—se levar em conta
outras componentes, tais como even-
tuais erros de subamostragens, e, por-
tanto, preferiu-se utilizar a classica
formula para a estimativa do desvio-
padrao.

da MOD. Entretanto, nesses casos, e e-
vidente que o erro relativo na determi-
nacao da MOD é acentuadamente menor e,
mediante a aplicagao da expressao do
teste t de Student, constata-se que a
premissa adotada & suf1c1entemente cri-
teriosa. A AMD da MOD e, entao, esti-
mada pela expressao:

°Bg _

AMD = 1/57 t— + Bg.
"Bg

0 valor de t & lido em tabela apro-
priada (Snedecor & Cochran, 1967). No
presente caso, adotou-se o nivel de p =
0,01 para inferencias estatisticas e o
numero de graus de liberdade foi deter-
minado pela expressao:

=2nt..

Na Tabela IV, que contém os resulta-
dos deste teste, & assumiu o valor de 6
e, consequentemente, t = 3,707.

Para verificar a eficiencia dos con-
troles (Bg) na eliminagao dos erros pro-
venlentes das contaminagoes das ampolas,

“C residual nos filtrados, ou de qual-
quer outra fonte, realizou-se o seguinte
teste:

Foram preparadas solucoes de glice-
rol-1%C em agua do mar filtrada e este-
rilizada, com atividades teoricas de
1000, 800, 600, 400, 200, 100, 50, 25,
10 e 5 DPM/10 ml, a partir de uma solu-
gao-padrao, para simular diferentes con-
centracoes de MOD marcada. Essas solu-
gaes foram divididas em duas partes
iguais, sendo que a uma delas adicionou-
se 10 YCi de uma solugao de NaH1“C03.

Em seguida, as solugoes foram tratadas
como se fossem amostras de filtrados pa-
ra a quantificagao de excregao. Foram
preparados controles para as medidas de
Bg das solugoes de glicerol-'"“C, sem
NaH'%CO3 (Bg ) e com NaH'*CO3 (Bg,) .

Apos o deéconto do Bg encontrado nas
solugoes com NaH'"CO3; (que simulam amos-
tras reais), as contagens em DPM obtidas
foram muito proxxmas daquelas encontra-
das nas solugoes somente com glice-
rol-**C (Tab. IV). Pode-se observar,
ainda, que o valor do Bgz+ 8 DPM (130
DPM) das solugoes com NaH “C03, permite
detectar, no limite mlnlmo, apenas a

excregao correspondente a atividade
liquida de 25 DPM, uma vez que as solu-
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goes com 10 e 5 DPM, de glicerol-l*c,
depois de adicionado o NaH'"C03, apre-
sentaram 128 e 123 DPM, respectivamente;
valores menores, portanto, que as 130
DPM do Bgy. 1Isso significa que, se
fossem amostras reais, a MOD correspon-
dente a excregao de uma populacao com uma
atividade de 10 DPM em 10 ml de aliquota
dos filtrados, nao teriasignificado esta-
tistico.

MOD (em DPM) existente nos filtrados de

celulas lavadas e insignificante, quando
comparada a MOD presente antes das lava-
gens. O aumento verificado apos 4 horas
de incubagao nas subamostras lavadas de-
ve-se ao fato de que, nesse caso, foi
efetuada apenas uma lavagem, ao inves
de duas como nos demais horarios.

O teste e conclusivo quanto ao efeito
da filtragao, mas, se a MOD presente nos

Tabela IV - Utilizagao dos controles na discriminagao entre a atividade devida

a MoD (glicerol-1"c)

e ao '“C residual das ampolas

Agua do mar + Gliceral='"C (em DPM)

Atividade Arividade Atividade obtida

tedrica obtida Bg,l* 3,4)

Agua do mar + Glicerol="*C + NaH!“COj(em DPM)
Arividade Atividade obtida

abtida Bgz(* 8,0)

1000
Boo
600
Lo0
200 27 259
100 172 104
50 121 53
25 97 23
1o 75 7

5 76 8

1096
832
680
482

1028
B2y
612
Ly

1145
933
728
531

1023
811
606
409
176 254
228 106
173 51
151 25
128 6
123 1

Bg, = 68 * 3,4 DPM (intervalo de confianga ao

Bg, = 122 ¢+ 8,0 DPM (intervalo de confianga ao

nfvel de p = 0,01)

nivel de p = 0,01)

Para se verificar o efeito da filtragao
na quantificagao da excregao da MOD
(Arthur & Rigler, 1967; Herbland, 1974;
Sellner etaf., 1976; Sharp, 1977), foi
usada cultura de Phaeodactylum
triconnutum em meio "£" com 20.10°
cel/ml. Adicionou-se Nathcoa (20 uci)
e a incubagao foi feita a 20°C e =
3.000 LUX.

A determinados intervalos de tempo
(Fig. 5), foram retiradas amostras que
foram subdivididas em duas partes. Uma
delas, antes de ser filtrada, foi lava-
da duas vezes por centrifugaggo, para
substituigao do meio onde estavam cres-
cendo as celulas, mais a possivel MOD
excretada por meio fresco de cultura.
Dessa maneira, a atividade encontrada
nessas subamostras seria devida ao efei-
to da filtracao ou da excregao, durante
o curto intervalo de tempo entre a res-
suspensao em meio novo e a filtragao. A
outra subamostra sofreu tratamento nor-
mal, sem lavagem.

Os resultados mostram (Fig. 5) que a

filtrados for proveniente de excregao
natural ou de destruigao de celulas o-
corrida antes da filtragao, pouco se po-
dera deduzir dos dados. O aumento acen-
tuado, verificado em 200 horas de incu-
bagao, poderia ser causado por decompo-
sigao de celulas nesse periodo, mais que
por excregao natural. No entanto, cul-
turas de Phaeodactylum tricornutum nes-
sas condigoes de cultivo, e com 8 dias
de idade, apresentam-se ainda em fase
exponencial de desenvolvimento; portan-—
to, em boas condicoes fisiologicas. E
pouco provavel que a MOD encontrada seja
devida a morte de celulas, considerando-
se a grande atividade encontrada no par-
ticulado. Deve, portanto, ser devida a
MOD marcada acumulada.

Uma outra questao quanto ao efeito da
filtragao na quantificagao da excrecao de
MOD & se, com o aumento da densidade ce-
lular sobre o filtro, a MOD, nos filtra-
dos, aumenta como consequencia de danos
as celulas durante uma filtragao mais
demorada. Para se averiguar isso, um
outro teste foi feito, utilizando-se
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tres especies diferentes: Phaeodactylum
tricornutum, Skefetonema costatum
(Baccilariophyta) e Tetrasefmis sp
(Chlorophyta) .

Foram filtradas diferentes concentra-
coes de celulas, obtidas por diluigao
de mesma cultura-mae (2.10% cel/ml).

®—e PARTICULADO DO TRATAMENTO NORMAL
o—0 MOD DO TRATAMENTO NORMAL
b—4 PARTICULADO DO TRATAMENTO COM LAVAGEM
f—{A MOD DO TRATAMENTO COM LAVAGEM
25004 400
2000+ 320
° %
= 1500+ L240
8 5
3 z
o i
= 5
@
& 4000, -160
3
a
o
500 80
(=]
A ke A Jl A
i2 4 6 8 24 - 200
TEMPO DE INCUBAGAO ( horas)
Fig. 5. Efeito da filtragao na quanti-

ficagao de MOD em culturas de
Phaeodactylum thicornutum.
Dados, em DPM, referentes a
fracao de carbono particulado
e dissolvido de subamostras
com tratamento normal e com
lavagem das células por cen-
trifugagao.

Os resultados obtidos (Tab. V) mos-
tram que o aumento da concentragao ce-
lular sobre o filtro nao altera signifi-
cativamente o valor da excregao. 0 que
se observou, foi um aumento da MOD nos
filtrados, em concentragoes menores de
celulas. Esse fenomeno ainda nao foi
bem esclarecido e os dados bibliogra-
ficos sao, muitas vezes, contraditorios.
Contudo, esse efeito e explicado por
muitos autores, como sendo devido as
grandes diluigoes: as celulas excreta-
riam mais MOD para a manutengao de um
equilibrio intra/extra-celular de certos

compostos (o acido glicolico e o mais
citado) (Tolbert & Zill, 1956; Fogg

et al., 1965; Ignatiades & Fogg, 1973).

0 aumento da excregao poderia ser, ainda,
devido a choques causados pela adigao

de meio fresco de cultura, sendo, portan-
to, uma causa nao natural (Williams &
Yentsch, 1976). Grande parte das contra-
digoes sobre esse e outros aspectos da
excregao, deve-se ao fato de se comparar
dados obtidos com especies pertencentes a
ambientes diferentes (aguas doce e salga-
da), crescendo em condigaes diversas, e
ate de classes taxonomicas distintas.

Estocagem dos filtrados

Em cruzeiros oceanograficos e trabalhos
no "campo", as medidas com equipamento
de cintilagao liquida sao praticamente
impossiveis de serem feitas imediatamen-
te apos a coleta. De um modo geral,

as amostras dos filtrados sao estocadas
e conservadas para serem preparadas para
a contagem no laboratorio, algum tempo
depois. Para se testar a validade da
estocagem dos filtrados congelados e
conservados durante longos periodos an-
tes das contagens, foram realizados al-
guns testes.

Durante o cruzeiro oceanografico
FINEP VII no N/Oc. "Prof. W. Besnard",
do IOUSP, em janeiro de 1978, quando
foram feitos experimentos de excregao,
as aliquotas dos filtrados foram adi-
cionadas, apos o borbulhamento, direta-
mente aos frascos de cintilagao, junta-
mente com o liquido cintilador. Os
frascos foram tampados com batoques de
plastico inerte, além da tampa rosquea-
vel, para evitar evaporacao e, em segui-
da, congelados. Paralelamente, subamos-
tras desses filtrados foram fixadas com
HgClz a 0,27 e congeladas para medidas
posteriores em diferentes intervalos de
tempo.

Foram efetuadas medidas, nao so das
amostras conservadas, como tambem daque-
las colocadas nos frascos de cintilagao
preparados a bordo, entre 30 e 77 dias
apos a coleta. As primeiras contagens
nao foram efetuadas imediatamente, mas
somente depois de aproximadamente 10
dias, duragao de cada uma das etapas
do cruzeiro.

Para o teste, foram escolhidas amos-
tras de tres experimentos com baixa,
media e alta atividades (estagoes 3501,
3391 e 3444, respectivamente) (Tab. VI).
Como se pode verificar, as variagoes
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Tabela V - Fixagdo total de '“C (em DPM) e da fragdo dissolvida em diferentes
concentragoes celulares obtidas por diluigao das culturas-mae

Concentragao

Espécie Fixagao total Dissolvida % Dissolvida relativa
cel./ml
499.048 5456 1,1 100
498.378 5288 1,1 75
Phacodactylfum 329.993 3496 1,1 50
thiconnutum 160.443 2160 1=3 25
61.900 1200 1,9 10
6.670 136 2,0 |
660.625 3380 0,5 100
501.896 3680 0,7 75
Tethaseldmis 220.470 1955 0,9 50
sp 159.714 1480 0,9 25
61.607 1045 Eaidl 10
9.666 995 10,3 1
1.211.361 14450 1,2 100
1.000.676 11747 1,2 75
Skefetonema 773.341 B704 11 50
costatum 406.928 5143 1,2 25
174.922 3324 1,9 10
35.539 1556 L4 1

Tabela VI - Variagdo da atividade (em DPM) com o tempo de estocagem em 17quido
cintilador e das subamostras conservadas (Erro-padrao de contagem =

2%)
Estagaoc e A B ¢ ]
Frasco
Data de coleta DPM E OPM E F DPM E F DPM E F
1 11 0,0 308 1,0 304 2,3
31391 Ti 31 3
0 305 77 0,7 302 48 1,0 299 77 2.6
(13/01/78) T 287 ’
P 128 128 0,0 136 6,0 136 6,0
138 0,2 1386 0, 1386 0,
34k Ti 1390 387 3 3 3 3
1320 10 1323 68 0,2 1319 38 0, 1299 68 |,6
(23/01/78) Ve . 3
p 252 258 2,3 248 1,6 228 9.5
1,1 1 0,0 1 |
3501 Ty 175 177 75 59 9
| 16 1 6 160 61 6
(30/01/78) Tz 178 3 170 6 .5 8 3 5 5
p 138 140 1,k 137 0,0 132 L3

A = Primeira contagem das amostras em liquido cintilador, preparadas a bordo (20/01/78 e 02/02/78)

B = Recontagem de A em 01/04/7

CeD = Contagem de subamostras dos filtrados em 02/03/78 (C) e em 01/04/78 (D), conservadas com HgClz a

0,2% e mantidas congeladas

8

E = Tempo, em dias, em que as amostras ficaram congeladas desde a coleta

F = Variagao (%) das contagens em relagdo a A
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nas contagens apos 77 dias nos frascos
de C1ntllagao preparados a bordo, sao
despre21vels e estao dentro do erro-
padrao de contagem (27%), com excegao
daquelas referentes ao frasco Tz
(transparente) da estagao 3501, apos

61 dias de coleta. As medidas das
subamostras mantidas congeladas por

ate 48 dias tambem nao variaram signi-
ficativamente, quando comparadas com
as primeiras contagens dos frascos de
c1nt11agao preparados a bordo. As
maiores variagoes, verificadas em P
(frasco preto da estagao 3391) e T»

da estacao 3501, provavelmente foram
devidas a erros nas subamostragens.
Entretanto, verificou-se um acentuado
decrescimo nas contagens das subamostras
apos 61 dias de estocagem, evidenciando
uma perda de atividade.

Para se comparar medidas de amostras
nos frascos de cintilagao feitas imedia-
tamente apos as coletas dos filtrados
(3 horas, tempo necessario para a elimi-
nacao do efeito da quimioluminiscencia),
com medidas feitas posteriormente (30 a
90 dias) dos mesmos frascos guardados
congelados, foram utilizados filtrados
de uma cultura de Phaeodactylum
tuicornutum crescendo em fase exponen-
cial. Os resultados sao apresentados
na Tabela VII. Observa-se que, no es-—
pago entre 3 horas e 90 dias de prepa-
ragao das amostras nos frascos de cin-
tllagao, a atividade permaneceu a mes-
ma.

Tabela VIl - Variacao da atividade (DPM)
com o tempo de estocagem
das amostras de filtrados
de Phaeodactylum tricornu-
tum em frascos de cintila-
gao, 0s numeros entre pa-
rénteses indicam a varia-
cao, em %, em relacao a
primeira contagem (Erro-
padrao de contagem = 2%)

Tempo apos a colera dos filcrados

incubagao } horas 30 dias 60 dias 90 dias

G705 k7o Lea7 kB32

{o,1) (o, k) (1,6)

w734 4122 L7103 T

(0,3) ta, 7 2,01

132 193 150 | 88

(0,5} (h, 1) t2.19

Pelos experimentos acima, & possi-
vel concluir que, no caso de trabalhos
de campo, ou quando nao houver possi-
bilidade de contagem imediata das amos-—
tras, estas devem ser guardadas prepa-
radas nos frascos de cintilacao e con-
gelados. Este procedimento e prefe-
rivel ao simples congelamento dos fil-
trados e posterior preparagﬁo para con-
tagem em equipamento de cintilagao
liquida.

Consideragoes finais

A técnica de medida da MOD por cinti-
lagao liquida & de facil execugao e
grande sensibilidade, permitindo pre-
cisao nos resultados.

0 método permite detectar se ocor-
reu liberacao de MOD pelo fitoplanc-
ton; isto e, se a radioatividade medi-
da nos filtrados €& proveniente da ex-
crecao, e nao devida aos processos me-
todologicos. Entretanto, nao discri-
mina a MOD excretada por um processo
natural daquela proveniente da morte e
decomposicao de celulas durante o pe-
riodo do experimento. Contudo, pode-se
argumentar que, se em populagaes natu-
rals, durante o periodo de exp051gao
a luz em presenca de NaH I’CO;, existem
celulas que morrerao devido ao seu es—
tado fisiologico alterado, este mesmo
estado nao permitiria a essas células
uma fotossintese tal que, durante o
tempo relativamente curto de incuba=-
gao, contribuisse significativamente
para o aumento da MOD nos filtrados.
‘Também, deve-se considerar o tempo ne-
cessario para a desintegracao de uma
celula que tenha assimilado carbono
e uma taxa normal e que, por qualquer
motivo, venha a morrer durante a incu-
bacao.

Se, em um experimento, o numero de
celulas =m estado fisiologico 'precario"
ou senescentes for elevado, elas assimi-
larao o '“C e o liberarao em taxas ele-
vadas. Ecologicamente, porém, este fato
e irrelevante, uma vez que na natureza
nao existem somente celulas saudaveis.

Finalmente, @ importante ressaltar-
se que, se o método elimina as princi-
pais fontes de erro que superestimam
a excregao, nao elimina outras que podem
subestima-la. Entre estas, pode-se ci-
tar a agao bacteriana sobre os compos-
tos excretados, que os transforma em
matéria organica particulada, a volati-
lizacao de certos compostos de baixo peso
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molecular durante o borbulhamento
(Anderson & Zeutschel, 1970; Eppley &
Sloan, 1965; Hellebust, 1974) e a trans-—
formacao da MOD em coloides devido ao
borbulhamento, o que acarretaria medidas
erraticas nas réplicas dos filtrados
(Wangersky, 1965).
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