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1. ENQUADRAMENTO

A Directiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de Outubro
de 2000 (Directiva Quadro da Agua), transposta para a ordem juridica nacional
através da Lei da Agua, Lei n.958/2005 de 29 de Dezembro (Lei da Agua) e do
Decreto-Lei n°77/2006 de 30 de Margo, introduz o conceito de “estado ecoldgico”,
que exprime a qualidade estrutural e funcional dos ecossistemas aquaticos com
base no “desvio ecoldgico” relativamente as condigdes de referéncia, condigdes

sujeitas a pressdes antropogénicas pouco significativas.

A classificagdo do “estado ecoldgico” é efectuada com recurso a indicadores de
qualidade hidromorfoldgica, fisico-quimica e biolégica. O fitoplancton é um dos
indicadores de qualidade bioldgica usado na classificacdo do estado ecoldgico para a
categoria de massas de agua Lagos e do potencial ecoldégico para as massas de
agua fortemente modificadas - albufeiras. Segundo o Anexo V da Directiva Quadro
da Agua, sdo considerados trés atributos da comunidade fitoplancténica para a

avaliacdo da qualidade ecoldgica:
e a biomassa fitoplancténica
e a composicdo e abundancia fitoplanctonica

e a intensidade e frequéncia de florescéncias fitoplancténicas (blooms)

O presente documento tem como objectivo estabelecer medidas orientadoras no
sentido de uniformizar os procedimentos de amostragem e analise do elemento de
qualidade bioldgica fitoplancton em sistemas |énticos, com vista a classificagdo do
estado ecoldgico de lagos e do potencial ecoldgico de massas de agua fortemente

modificadas - albufeiras, de acordo com a Directiva Quadro da Agua.

Neste protocolo sdo referidos os principios tedricos, orientacdes e procedimentos de
amostragem e de laboratério, de modo a garantir a comparabilidade dos resultados
entre diferentes operadores e entidades. A componente laboratorial engloba a
analise de pigmentos fotossintéticos, identificagdo taxondmica, contagem e calculo
de biovolumes dos organismos fitoplanctonicos. A classificagdo do estado ecolégico
de lagos e do potencial ecoldégico de massas de agua fortemente modificadas -
albufeiras, deve ser efectuada mediante a aplicagdo do sistema de classificacdo em

vigor, tema ndo abordado no presente documento.

A elaboragdo do protocolo teve por base a experiéncia existente em Portugal, os
conhecimentos técnico-cientificos descritos na bibliografia da especialidade, o

trabalho desenvolvido no ambito da 12 fase do Exercicio de Intercalibracdo (Anexo
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V, 1.4.1, ix da Directiva Quadro da Agua) e os requisitos estabelecidos nas normas
nacionais e internacionais, com especial atencdao para as seguintes normas editadas

ou em desenvolvimento:

EN ISO 5667-1:2006 Water Quality — Sampling. Part 1: Guidance on the design of

sampling programmes and sampling techniques

EN ISO 5667-3:2003 Water Quality - Sampling. Part 3: Guidance on the

preservation and handling of water samples

ISO 5667-4:1987 Water Quality — Sampling. Part 4: Guidance on sampling from

lakes, natural and man-made

ISO 5667-5:2006 Water Quality - Sampling. Part 5: Guidance on sampling of

drinking water from treatment works and piped distribution systems

NP 4327: 1996 Qualidade da Agua. Doseamento de clorofila a e dos feopigmentos

por espectofotometria molecular. Método de extraccdo com acetona

EN 14996:2006 Water Quality — Guidance on assuring the quality of biological and

ecological assessments in the aquatic environment

EN 15204:2006 Water Quality - Guidance standard for routine analysis of
phytoplankton abundance and composition using inverted microscopy (Utermdhl

technique)

EN ISO 10260:1992 Water Quality — Measurement of biochemical parameters -

Spectrometric determination of the chlorophyll-a concentration

CEN/TC230/WG2/TG3 N108 Water Quality - Phytoplankton biovolume

determination by microscopic measurement of cell dimensions

CEN/TC230/WG2/TG3 N109 Water Quality - Guidance on quantitative and

qualitative sampling of phytoplankton from inland waters

As orientacdes e procedimentos descritos no protocolo serdo actualizados de acordo
com o desenvolvimento técnico-cientifico e com os requisitos das futuras normas

nacionais e internacionais.
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2. PRINCIP10S TEORICOS

2.1.DEFINICAO

O fitoplancton é composto por organismos unicelulares microscépicos com
capacidade fotossintética que vivem em suspensdo na coluna de agua e que podem
ser solitarios ou coloniais, de dimensdes inferiores a 1 ym até coldnias maiores do
que 500 pm. Devido a dependéncia da luz solar habitam a zona eufotica,
optimizando o tempo de residéncia nos estratos superiores da coluna de agua
através de diversas estruturas ou mecanismos (e.g.: flagelos, vaclolos de gas,

aumento da relagdo area superficial/volume).

O fitoplancton abrange um conjunto diversificado de algas do ponto de vista
taxonomico, morfométrico e fisioldgico, que apresentam diferentes requisitos e
respostas a parametros fisicos e quimicos, como a luz, a temperatura, a
alcalinidade e a concentragao de nutrientes. Esta multiplicidade fisiologica das algas
permite a coexisténcia de diversas espécies em interacgdo continua num mesmo
volume de agua (Hutchinson, 1961, Scheffer et al, 2003) e uma distribuicdo
espacial e sucessao sazonal da comunidade em resposta a variagdes dos

parametros ambientais.

A taxonomia do fitoplancton é complexa e baseada na morfologia celular,
ornamentagdo, cor, reservas alimentares e pigmentos fotossintéticos, sendo de
destacar os seguintes taxonomicos: Cyanobacteria (cianobactérias), Chlorophyceae
(algas verdes), Chrysophyceae (crisoficeas), Bacillariophyceae (diatomaceas),
Cryptophyceae (criptoficeas), Dinophyceae (dinoflagelados), Euglenophyceae

(euglendfitas) e Conjugatophyceae (e.g. desmidiaceas).

2.2.VALOR INDICADOR DO FITOPLANCTON

O fitoplancton apresenta ciclos de vida curtos (4/5 dias) e obtém os nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento directamente da coluna de agua, sendo o
indutor e directo indicador bioldgico de alteragdes da concentragdo de nutrientes na
coluna de agua e de pressGes associadas ao processo de eutrofizagdo. A
comunidade fitoplanctonica apresenta elevada sensibilidade a alteracGes de
pequena escala nas condicdes ambientais (Hutchinson, 1967; Reynolds, 2006),
sendo a sua dinamica, biomassa, composicdo e abundancia regulados pelos

seguintes factores:

e CondigOes fisicas e hidroldgicas: luz, temperatura, tempo de residéncia da

agua, profundidade, area do espelho de agua, volume.
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e Caracteristicas quimicas da Aagua:

alcalinidade, dureza, etc.

nutrientes e matéria organica,

pH,

e Factores bioldgicos: filtradores planctéfagos (zooplancton e ictiofauna) e

relagbes entre espécies (e.g. competicao, efeito alelopatico).

As definicdes normativas da Directiva Quadro da Agua relativas ao elemento de

qualidade bioldgica fitoplancton em lagos (Tabela 1) indicam que a degradacdo da

qualidade ecoldgica estd associada ao incremento da biomassa fitoplancténica, as

alteracGes na composicdo taxonomica e abundancia dos grupos presentes e ao

aumento da frequéncia e intensidade de florescéncias fitoplancténicas.

Tabela 1 — Definigdo do estado ecoldgico “excelente”, “bom” e “razoavel” em lagos para o
elemento de qualidade biolégica fitoplancton (Anexo V, Directiva Quadro da Agua).

ESTADO EXCELENTE

ESTADO BOM

ESTADO RAZOAVEL

A composicdo taxondmica e a
abundancia do fitoplancton
correspondem totalmente ou
quase as que se verificam em
condigdes ndo perturbadas.

A  biomassa média do
fitoplancton é coerente com
as condigdes fisico-quimicas
especificas do tipo e ndo é de
molde a alterar
significativamente as
condigdes de transparéncia
especificas do tipo.

Os blooms fitoplancténicos
ocorrem com uma frequéncia
e intensidade coerentes com
as condigbes fisico-quimicas
especificas do tipo.

Ligeiras modificacbes da
composicdo e abundancia dos
taxa fitoplanctdnicos em
comparagao com as

comunidades especificas do
tipo. Estas modificacdes nao
indicam um crescimento
acelerado de algas que dé
origem a perturbagdes
indesejaveis do equilibrio dos

organismos  presentes na
massa de 4agua ou da
qualidade fisico-quimica da
agua ou dos sedimentos.

Pode verificar-se um ligeiro
aumento da frequéncia e
intensidade dos blooms

fitoplancténicos especificos do
tipo.

A composicdo e abundéancia
dos taxa plancténicos diferem
moderadamente das
comunidades especificas do
tipo.

A biomassa é moderadamente
perturbada e pode ser de
molde a produzir perturbagées
indesejaveis e significativas

dos valores de outros
elementos de qualidade
biolégica e de qualidade

fisico-quimica da agua ou dos
sedimentos.

Pode verificar-se um aumento
moderado da frequéncia e
intensidade dos blooms
fitoplanctdnicos. Podem
ocorrer blooms persistentes
durante os meses de Verado.

2.3.INDICES DE QUALIDADE

Actualmente existem diversas métricas e indices desenvolvidos para avaliar a

qualidade de lagos e albufeiras com base no elemento bioldgico fitoplancton e que

permitem relacionar a produgdo primaria ou as associacdes de algas com as

condicdes ambientais, nomeadamente o nivel de degradagdo do lago ou albufeira
(Hornstrom, 1981; OCDE, 1982; Sladecek, 1973; Brettum, 1989; Barbe et al,
1990; Tremel, 1996; Reynolds et al, 2002; Brettum & Andersen, 2005, Carvalho et

al, 2007). Estes

instrumentos de avaliagdo da qualidade de ecossistemas

continentais lénticos baseiam-se em dados de biomassa ou dados de composicéo,

abundancia e biovolume fitoplanctdnico.
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2.3.1. BIOMASSA FITOPLANCTONICA

A biomassa fitoplancténica pode ser determinada directamente a partir de
contagens (células/ml) e do calculo do biovolume celular (mm?/I) ou indirectamente
através da concentracdo de pigmentos fotossintéticos. No trabalho desenvolvido
pelo Grupo Geografico de Intercalibracdo Mediterréaneo no ambito do Exercicio de
Intercalibracdo, foram aplicadas as métricas Concentracdo de Clorofila a (ug/l) e
Biovolume Total (mm?/1) (Decisdo da Comissdo 2008/915/CE).

2.3.2. COMPOSICAO E ABUNDANCIA

Para a anadlise da composicdo e abundancia da comunidade fitoplancténica os
organismos sdo identificados até a um nivel taxondmico previamente estabelecido,
contados (células/ml) e calculado o biovolume (mm?/l) de cada taxon na amostra.
Os dados obtidos sdao agregados por grupos funcionais de algas ou utilizados
directamente em indices baseados nas abundancias ou biovolumes e, usualmente,

no valor indicador de cada taxon ou de cada grupo funcional de algas.

No ambito do trabalho desenvolvido pelo Grupo Geografico de Intercalibragdo
Mediterrdneo no Exercicio de Intercalibracdo, foram aplicadas as métricas %o de
Biovolume de Cianobactérias e o Indice de Grupo de Algas (IGA) (Catalan et
al, 2003) (Tabela 2) (Decisdo da Comissdo 2008/915/CE). Na métrica 26 de
Biovolume de Cianobactérias as espécies de Chroococcales deverdo ser
excluidas, com excepcgdo dos géneros Microcystis e Woronichinia. O 1GA é baseado
em proporcoes de biovolume, atribuindo pesos e comparando grupos de algas
caracteristicos de sistemas eutroficos e grupos associados a ambientes menos

produtivos.

Tabela 2 - Constituicdo e formula do Indice de Grupo de Algas (IGA)

Dinophyceae D
Chrysophyceae nédo coloniais Cnc
Chlorococcales nao coloniais Chnc
Bacillariophyceae n&o coloniais Dnc
Cryptophyceae Cr
Chrysophyceae coloniais Cc
Bacillariophyceae coloniais Dc
Chlorococcales coloniais Chc
Volvocales coloniais Ve
Cyanobacteria Cia

1+0,1xCr + Cc + 2x(Dc + Chc) + 3xVc + 4x Cia
1+ 2x(D +Cnc)+ Chnc + Dnc

IGA=
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2.3.3. FREQUENCIA E INTENSIDADE DE FLORESCENCIAS FITOPLANCTONICAS

As florescéncias fitoplanctonicas sdao usualmente definidas como crescimentos
excessivos de algas (Figura 1) provocados por niveis elevados de nutrientes e
condicdes ambientais favoraveis (e.g. temperatura, luminosidade, estabilidade da
coluna de agua). Apenas alguns grupos de algas tém capacidade de desenvolver

florescéncias, sendo de salientar as Cianobactérias (Figura 2).

Medeiros

Figura 1 - Florescéncia superficial de Figura 2 - Coldnias de Microcystis aeroginosa
cianobacteérias e Microcystis flos-aqua (ampliagdo 100x%)

As principais consequéncias nefastas do desenvolvimento e senescéncia de
florescéncias sdao a desoxigenacdo da dagua, a alteracdo das caracteristicas
organolépticas da agua e de animais aquaticos que nela vivem e a producdo e

libertacdo de toxinas (Vasconcelos & Araujo, 1994).

O Anexo V da Directiva Quadro da Agua descreve o papel da intensidade e
frequéncia de florescéncias fitoplanctdonicas na avaliagdo da qualidade ecoldgica
(Tabela 1). As definigdes explicitam que, em concordéncia com as caracteristicas
tipoldgicas, as florescéncias podem ocorrer no estado excelente, aumentando a sua
frequéncia e intensidade com o aumento de pressdao antropogénica, sobretudo
eutrofizacdo. De realgar, que a intensidade das florescéncias fitoplanctonicas nao
depende somente da densidade de algas, mas também da composicdo de espécies

e respectiva biomassa relativa.

No ambito do grupo de trabalho de especialistas do elemento de qualidade bioldgica
Fitoplancton, discute-se actualmente uma definicdo operacional de Florescéncia
Fitoplancténica, a necessidade de avaliar separadamente esta componente do

Fitoplancton e as metodologias de monitorizagdo e métricas de avaliacdo.
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3. PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

Neste capitulo sdo estabelecidas orientagées e sugeridos procedimentos para a
recolha, a preservagdo, o manuseio e o transporte de amostras de agua para
analise do elemento de qualidade bioldgica fitoplancton e elementos fisico-quimicos

de suporte em sistemas |énticos continentais.

3.1.PERIODO E FREQUENCIA DE AMOSTRAGEM

Na classificacdo do estado/potencial ecoldgico deve ser indicado o nivel de precisao,
ou seja, a probabilidade da verdadeira classe de qualidade do lago ou albufeira ser
distinta do resultado alcancado. A confianca e precisao da classificacdo diminui com
0 acréscimo da incerteza, factor que depende dos erros associados ao processo de
amostragem e tratamento das amostras, da conformidade do sistema de
classificacdo e da variabilidade natural espacial, intra-anual e inter-anual do

elemento bioldgico.

A incerteza produzida pelo factor humano pode ser controlada através do
estabelecimento de procedimentos sistematizados, formacdo dos operadores,
incremento do nivel taxondmico de identificagdo, intercalibragdes laboratoriais e da
melhoria continua do sistema de classificagdo. Em relagdo a variabilidade natural, o
aumento da precisdo pode ser efectuado através da colheita de amostras
compostas, do acréscimo do numero de estagcbes de amostragem e/ou aumento da

frequéncia de amostragem.

Em estudos de investigagdao, a amostragem com periodicidade mensal permite
alcangar um nivel de descricdo apropriado da comunidade fitoplancténica, apesar
da frequéncia ideal ser quinzenal ou mesmo semanal (Reynolds, 1984, 1990). As
limitagdes logisticas e de meios humanos inviabilizam estas frequéncias de
amostragem nos programas de monitorizacdo de qualidade ecolégica, salvo em

situacOes pontuais (e.g. monitorizacao de investigacdo).

A frequéncia de amostragem recomendada para o fitoplancton é de 6 x ano,
devendo coincidir 1 colheita com cada periodo sazonal (Outono, Inverno,
Primavera) e 3 colheitas com um intervalo minimo de 3 semanas no
periodo potencialmente critico (Junho a Setembro), de forma a contemplar a
variabilidade sazonal e a garantir uma precisdo boa/razoavel na avaliacdo da
qualidade do lago ou albufeira. A amostragem ndo devera ser efectuada apods
enxurradas, devendo-se garantir a salvaguarda de 1 semana para evitar valores

anormalmente elevados de concentracdo de nutrientes e turbidez abiogénica.
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A classificacdo da qualidade ecoldogica de um lago ou de uma albufeira devera ser
realizada utilizando, no minimo, um conjunto de 3 anos consecutivos de dados de
fitoplancton. Este procedimento permite integrar na classificacdo a variabilidade

hidrolégica inter-anual e despistar eventuais observagoes dispares.

3.2.SELECCAO DO LOCAL DE AMOSTRAGEM

A seleccao das estacbes de amostragem deve ser efectuada de acordo com a
especificidade do elemento bioldégico, os objectivos da monitorizagdo, as
caracteristicas morfométricas do lago ou da albufeira, como a area do espelho de

agua e o numero de afluentes, o regime de exploragdo e os recursos disponiveis.

As estacdes de amostragem seleccionadas para a colheita de amostras para avaliar
a qualidade ecoldogica de lagos e albufeiras devem estar localizadas em zona
pelagica e a uma distancia razoavel da margem, para evitar a presenca de algas

perifiticas na amostra de fitoplancton.

Nas albufeiras, uma das estagbes de amostragem deve estar localizada 300 a 500
metros a montante da barragem, correspondendo esta localizagdo a zona de maior
profundidade da albufeira e onde os efeitos da turbuléncia provocada pelo
funcionamento dos 6rgdos hidraulicos da barragem sao desprezaveis. Nos lagos, a
estagdo de amostragem deve estar localizada na zona mais profunda, que
geralmente coincide com a area central do lago (Figura 3). As restantes estagdes
de amostragens, caso existam, devem ser distribuidas pela area do espelho de
agua do lago ou albufeira de acordo com as suas especificidades e de modo a
integrar a variabilidade espacial da massa de agua na avaliacdo da qualidade

ecoldgica.

Figura 3 - Localizacdo da estacdo de amostragem (a vermelho) em albufeiras ou lagos, no
caso da amostragem ser efectuada num uUnico sitio.
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Os dados obtidos através da analise da comunidade fitoplanctéonica tém um valor
limitado caso ndo sejam acompanhados de informacdao fisico-quimica e
hidromorfoldégica de suporte. Deste modo, a colheita de amostras de fitoplancton
devera coincidir com a medigdo in situ de parametros fisico-quimicos (e.g.
temperatura, condutividade, pH, oxigénio dissolvido) e recolha de amostras de
agua para a determinacao de outros parametros fisico-quimicos (e.g. nutrientes).

As estacdoes de amostragem devem ser identificadas com um cédigo e a sua
localizagdo registada com o auxilio do GPS. As coordenadas geograficas das
estacdes de amostragem serdo utilizadas em posteriores campanhas de forma a

realizar as colheitas numa localizacao semelhante.

3.3.T1IPOS DE AMOSTRA

O tipo de amostra a recolher varia em funcdo dos objectivos definidos para o
programa de monitorizagdo. No presente protocolo sdao descritos procedimentos
para a obtencdao de amostras compostas (mistura discreta ou continua) com o

objectivo de avaliar a qualidade ecoldgica de lagos e albufeiras.

As amostras pontuais sdo amostras discretas colhidas a superficie da agua, no
fundo ou a profundidades pré-definidas. As amostras compostas sao amostras
obtidas em continuo na coluna de agua ou através da mistura de uma série de
amostras discretas colhidas a diferentes profundidades, em proporgdes de mistura
adequadas e conhecidas (Figura 4).

Figura 4 - Colheita de amostras compostas e de amostras discretas

O acompanhamento ou despiste de situagdes de risco para a salde publica, como a
presenca de florescéncias fitoplanctdnicas potencialmente tdxicas em praias fluviais
ou junto a pontos de captacdo de dagua para consumo humano, pode ser
monitorizado recorrendo a amostras discretas colhidas nos locais e profundidades

adequados.
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3.4.EQUIPA DE AMOSTRAGEM E MATERIAL

Para a obtencdo de amostras para a andlise qualitativa e quantitativa de

fitoplancton e classificagdo da qualidade ecoldgica, a equipa de amostragem deve

ser constituida por 2 ou 3 operadores com formagdo e experiéncia nos

procedimentos de amostragem. O material necessario para obter este tipo de

amostras €, como orientacdo, seguidamente descriminado:

e Geral

(0]

O O O o o

Mapas

Barco (Motor a 4 tempos ou eléctrico)
Fateixa/ancora

Corda

Sistema de Posicionamento Global (GPS)

Camara fotografica digital

e Protecgdo Pessoal

(0]

(0]

(o}

Vestuario e calcado apropriado
Coletes salva-vidas

Luvas

e Recolha de amostras

(0]

(0]

O O O o

Folhas de registo (Ficha de Campo), incluindo base e lapis

Disco de Secchi (20 cm de didmetro, quadrantes alternados branco
com preto) com cabo marcado metro a metro (Figura 5)

Sonda multiparamétrica com sensores de  temperatura,
condutividade, pH, oxigénio dissolvido e cabo marcado metro a metro
e com extensdo suficiente para abranger toda a coluna de agua
Garrafa hidrografica ou equipamento de recolha automatica de
amostras compostas® (Figura 6)

Garrafdo graduado para a homogeneizacao da amostra composta
Termos ou garrafas opacas de polietileno (1 ou 2 I) (anadlise de
pigmentos e fisico-quimicos)

Frascos transparentes® (250 ou 500 ml) (identificacdo/contagens
fitoplancton)

Fixador/conservante (Solucdo de Lugol)

Parafilme

Mala térmica e termoacumuladores

Material de etiquetagem

! Existem diversos tipos de garrafas hidrogréficas (e.g. Van Dorn, Nasen, Niskin) e equipamentos de recolha automatica de amostras
compostas que podem ser utilizados (e.g. Integrating WaterSampler da Hydro-Bios, amostrador integral da UWITEC) i
2 Os frascos transparentes, preferencialmente de vidro, ndo deverdo reagir nem ser permedveis aos fixadores/conservantes. E
desaconselhavel a utilizagdo de garrafas de polietileno (PE) que absorvem o iodo contido na solugdo de Lugol.
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As folhas de registo (Ficha de Campo) devem ser objectivas e funcionais, de modo
a facilitar a sua leitura e preenchimento. A ficha deve de apresentar campos para a
identificacdo da massa de agua e estacdo de monitorizagdo, data e hora de
amostragem e nome do técnico responsavel. Outros registos relevantes sdo as
condicbes meteoroldgicas, o nivel e o aspecto da agua. Para a amostragem a ficha
deve exibir uma grelha para o registo dos perfis de temperatura e oxigénio
dissolvido e campos para os valores de condutividade, pH, profundidade de Secchi,
profundidade da zona eufética e profundidade maxima do epilimnio. Deve ter um
campo reservado as caracteristicas da amostra colhida, volume reservado para
cada valéncia laboratorial e respectivo cdédigo de identificagdo. Por fim, deve
integrar uma seccao de controlo de qualidade que assegure o preenchimento e

validacdo de todos os campos da ficha. No Anexo I é sugerida uma ficha de campo.

Jodo Padua

Figura 5 - Disco de Secchi

Para a recolha de amostras pontuais discretas, a constituicdo da equipa e o

material de campo necessario depende da localizacdo e estratégia de amostragem.

Figura 6 - Garrafa hidrografica tipo Van Dorn e equipamento de recolha automatica de
amostras compostas (Hydro-Bios)
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3.5.AMOSTRAGEM

No presente protocolo sao descritos procedimentos para a obtencdo de amostras
compostas continuas ou amostras compostas pela mistura de uma série de
amostras discretas colhidas a diferentes profundidades, em proporcdes de mistura

adequadas e conhecidas.

O volume colhido de amostra deve ser adequado as especificacbes laboratoriais de
cada determinacdo ou analise: concentracdo de pigmentos, anadlise preliminar da
composicao fitoplancténica em amostra in vivo e analise da composicdo e contagem
do fitoplancton em amostra fixada/conservada. As amostras para a determinacgdo
dos elementos fisico-quimicos de suporte (e.g. nutrientes) devem ser retiradas da
mesma amostra composta colhida para a analise do fitoplancton3. A excepcdo
ocorre quando a profundidade da zona eufética atinge um hipolimnio que apresenta
deplecdo de oxigénio e formacdo de sulfureto de hidrogénio. Nesta situacdo, uma
amostra composta do epilimnio deve ser colhida para a determinacdo laboratorial

dos elementos fisico-quimicos de suporte.

De realgar a importancia de obter, para além dos perfis de temperatura e oxigénio
dissolvido e da amostra composta de zona eufdtica, outra informacdo fisico-quimica
da coluna de agua (e.g. fésforo total, amoénia). No caso de massas de agua
profundas é aconselhavel a colheita de amostras para a determinagdo destes
parametros na cota intermédia/termoclina e junto ao fundo (aproximadamente a 1
metro dos sedimentos). Nas massas de dgua menos profundas, este procedimento

podera ser efectuado apenas no fundo.

Os procedimentos descritos devem ser efectuados de acordo com as normas de
seguranca apropriadas e apenas apos 0 barco se encontrar estabilizado na estacao
de amostragem. Caso o laboratério ndo disponha de procedimentos de controlo de
qualidade do material de amostragem, os recipientes de recolha e armazenamento

de amostras deverdo ser previamente lavados com agua da albufeira a monitorizar.
Procedimentos orientadores de campo:

1. Preencher o cabecalho da ficha de campo;

2. Com sonda simples/multiparamétrica, registar os perfis* de temperatura (°C),

% e oxigénio dissolvido (mg/l) e, se possivel, pH e condutividade (uS/cm);

3 Caso sejam utilizados 2 | de amostra para a determinagdo da clorofila a, 0,5 | para a amostra de fitoplancton in vivo, 0,5 | para a amostra
fixada com Lugol e 2 | para a determinagdo da concentragdo dos nutrientes, o volume de amostra necessario é de 5 |. Adicionalmente, o
mesmo volume deve ser recolhido como reserva, perfazendo o total de 10 | de volume a recolher em cada estagdo de amostragem.

4 Os perfis devem ser efectuados metro a metro nos primeiros 20 metros, de 2 em 2 metros nos 20 metros seguintes e de 5 em 5 metros
nos restantes. Sempre que sejam detectadas alteragBes significativas, o espagamento das medigdes serd apertado para um intervalo de
metro a metro.
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10.

11.

12.

13.

Analisar o perfil de temperatura e, caso seja detectado o padrdo de

estratificagdo térmica, registar a profundidade maxima do epilimnio;

Do lado do barco com sombra, medir a transparéncia utilizando o disco de
Secchi. Registar a profundidade (m) a que desaparece e aparece o disco de
Secchi, considerando-se a média das leituras uma estimativa da

transparéncia;

Estimar a profundidade da zona eufdtica® (2,5 x Profundidade de Secchi)
(Figura 7). O valor obtido corresponde a profundidade definida como o limite

da amostra composta;

Com o equipamento de recolha automatica de amostras compostas
obter uma amostra desde a superficie até a profundidade definida ou com a
garrafa hidrogréafica colher e colocar no garrafao graduado igual volume de
cada amostra discreta reconstituindo um perfil vertical, de metro a metro,

desde a superficie até a profundidade definida como limite da zona eufdtica;

Homogeneizar a amostra composta, garantindo a obtencdo de um volume

adequado para realizar as analises requeridas e a sua eventual repeticdo;

Distribuir a amostra homogeneizada por termos/garrafas opacas de polietileno

e por 2 frascos transparentes;

Adicionar fixador/conservante a amostra contida num dos frascos

transparentes;
Etiquetar os termos/garrafas opacas de polietileno e os frascos transparentes;

Fechar bem, se necessario com parafilme, e armazenar os termos/garrafas

opacas de polietileno e os frascos na mala térmica (4 a 10°C);
Terminar o preenchimento da ficha de campo;

Transportar as amostras para o laboratério, preferencialmente no préprio dia
da amostragem e tomando todas as precaucdes para assegurar a integridade

da amostra entre a colheita e a analise;

Os termos/garrafas opacas de polietileno e os frascos para acondicionar as

amostras para a analise do fitoplancton devem ser herméticos e preenchidos até

cerca de 90% da sua capacidade, de modo a permitir a posterior homogeneizagao

da amostra.

5 A zona eufdtica prolonga-se por 2 a 3 vezes a profundidade de Secchi, o que corresponde a profundidade a qual a luz solar é atenuada
para 0,5%, sendo este o valor minimo de luz requerido para realizar fotossintese (Fee, 1978). O valor de 2,5 x profundidade de Secchi foi o
adoptado e utilizado no Exercicio de Intercalibragdo como limite inferior da zona eufética.
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Figura 7 - Medicao da profundidade de Secchi (a) e estimativa da profundidade da zona eufética
(2,5 x profundidade de Secchi) (b)

Normas de seguranca

A amostragem de fitopldncton deve ser feita por equipas com um minimo de duas pessoas.
Os técnicos de amostragem devem utilizar cal¢cado e vestudrio adequado, assim como colete
salva-vidas. Por motivos de seguranga, em massas de agua que se suspeite estarem
contaminados, a amostragem deve ser efectuada com luvas de borracha. Esta norma visa
proteger as méos de eventuais ferimentos, para além de prevenir problemas de saude
resultantes do contacto directo com aguas contaminadas. E aconselhdvel, no final, proceder

a desinfeccdo das maos.

3.6.PRESERVACAO, IDENTIFICACAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS
3.6.1. PRESERVAGCAO DE AMOSTRAS

A amostra a utilizar para a identificacdo e contagens do fitoplancton, armazenada
num dos frascos transparentes, deve ser rapidamente fixada/conservada com a
adicdo de solucao de Lugol na razdo de 0,5 ml por cada 100 ml de amostra (Lund
et al., 1958). No final, a amostra deve adquirir uma cor mel, sendo de realcar que o
volume de solugdo Lugol citado é meramente indicativo e varia de acordo com a

quantidade de matéria orgénica e de outros redutores presentes na amostra®.

Fixadores/Conservantes

A solugdo de Lugol pode ser adquirida ou entdo preparada em laboratoério através

de 2 processos:
e Solucdo acida de Lugol (Willén, 1962):

o Dissolver 100 g de KI (iodeto de potassio) em 1 litro de agua
destilada ou desmineralizada; adicionar 50 g de cristais de iodo e

agitar até se dissolverem; adicionar 100 g de acido acético glacial;

6 Em &guas oligo-mesotréficas a adicdo de 0,2 ml de solucdo de Lugol pode ser suficiente para preservar a amostra, evitando a sobre-
saturagdo que pode dificultar a identificagdo do fitoplancton.
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assim que a solugdo estiver proxima da saturacdo deve ser

decantada para eliminar os possiveis precipitados.

e Solugdo alcalina de Lugol (Utermohl 1958 modificada):

o Dissolver 100 g de KI (iodeto de potassio) em 1 litro de agua
destilada ou desmineralizada; adicionar 50 g de cristais de iodo e
agitar até se dissolverem; adicionar 100 g de acetato de sdédio
(CH3COO-Na); assim que a solucdo estiver proxima da saturacao

deve ser decantada para eliminar os possiveis precipitados.

A solucdo resultante deve estar fortemente corada e deve ser conservada num
recipiente hermético e escuro, ou protegido da luz, de modo a minimizar a

sublimacao.

3.6.2. IDENTIFICACAO DE AMOSTRAS

Os recipientes que contém as amostras devem ser identificados com informacao
relevante e clara, utilizando tinta e etiquetas resistentes a agua. A seguinte

informacgdo podera ser indicada na etiqueta:

- Nome do Lago ou da Albufeira;

- Cédigo da Estacdo de Amostragem;

- Data de Amostragem (aaaa-mm-dd);

- Cédigo da Amostra;

- Parametro (e.g. clorofila a, fitoplancton in vivo);

- Descricao da Amostra (e.g. Continua-0 a 8 m; Discreta-8 amostras de 0 a 7 m);
- Identificagdo do Técnico de Amostragem;

- Entidade Responsavel pela Recolha.

3.6.3. ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

As amostras obtidas para a analise dos pigmentos devem ser mantidas no frio (4 a
10°C) e no escuro até serem filtradas. A filtracdo deve ser efectuada no periodo de

24 horas apds a colheita.

As amostras fixadas/conservadas com solucao de Lugol devem ser armazenadas
em local escuro e frio (1 a 4°C) por um periodo maximo de 12 meses. Caso a
andlise seja efectuada num prazo de 3 semanas, as amostras podem ser
armazenadas no escuro a temperatura ambiente. As amostras fixadas/conservadas
devem ser periodicamente examinadas, adicionando solugdo de Lugol em caso de

perda de cor devido a oxidacdo do reagente fixador.
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As amostras in vivo utilizadas para a analise preliminar da composicdo
fitoplanctonica devem ser mantidas no escuro e a uma temperatura entre os 4 e os
10°C. O processamento da amostra deve ser realizado no periodo de 36 horas apds
a colheita. Se necessario e de forma a prevenir a sua degradagdo, pode ser
efectuada uma diluicdo das amostras que aparentem densidades elevadas de

organismos ou abundante matéria organica.
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4. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS - ANALISE DE PIGMENTOS

No fitoplancton existem diversos pigmentos fotossintéticos, como as clorofilas a, b
e ¢, os carotenos, as xantofilas e as ficobilinas. A clorofila a é o principal pigmento
fotossintético de todos os organismos que realizam fotossintese com libertagdo de
oxigénio, sendo amplamente utilizada para estimar a biomassa fitoplancténica nas

aguas doces superficiais.

A determinagdo da concentragdo da clorofila @ pode ser efectuada recorrendo a trés
métodos: espectrofotometria, fluorimetria e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Neste protocolo é descrito um método espectrofotométrico, do qual
constam as seguintes seccdes: equipamento, material e reagentes; filtracdao e
conservagao, extraccdo dos pigmentos e determinagdo espectrofotométrica da
concentracdo dos pigmentos. Recomenda-se o uso de procedimentos baseados em
Normas Internacionais e validada a sua implementacdo bem como os Limites de

Quantificacao.

Os procedimentos orientadores seguidamente descritos sao baseados nas normas
NP 4327: 1996 e EN ISO 10260:1992, no Standard Methods 10200H (APHA, 1999),
nos procedimentos utilizados no Exercicio de Intercalibragdo e nos protocolos
adoptados/desenvolvidos pelas Comissdes de Coordenacdao e Desenvolvimento
Regional (CCDRs) e Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA).

4.1.EQUIPAMENTO, MATERIAL E REAGENTES

¢ Equipamento
o Bomba de vacuo com mandmetro
o Rampa de filtragao (Figura 8)
o Espectrofotémetro com largura de banda inferior ou igual @ 2,0 nm
o Cuvettes espectrofotométricas de percurso 6ptico de 1 cm ou de
maior percurso optico
o Centrifuga

o Ficha de laboratério (exemplo de ficha no Anexo II).

o Material
o Baldes volumétricos (100 ml e 1000 ml)
o Provetas de vidro graduadas
o Filtros de fibra de vidro (e.g. Whatman GF/C de 1,2 um de
porosidade nominal)
o Pinca de pontas lisas e chatas

o Varetas de vidro
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o Tubos de centrifuga de 15 ml de capacidade, com rolha, resistentes a
solventes organicos

o0 Pipetas de vidro (1, 5 e 10 ml) e/ou dispensador de volume fixo (5

ml)

Micropipetas de volume variavel (25-250 ul e 0,5-5 ml)

Pontas descartaveis de micropipetas

Crondémetro

Papel de Aluminio

Etiquetas

0O O O O o o©

Caixa de plastico opaca e vedada

¢ Reagentes
o Solucdo Aquosa de Acetona a 90% (v/v):
Adicionar num baldo volumétrico de 100 ml, 90 ml de acetona pro-
analise e 10 ml de agua destilada ou equivalente (medidos em proveta
graduada). Homogeneizar a solucdo e guardar em frasco de vidro
vedado.
o Solugdo de Acido Cloridrico (HCI) 0,1 N:
Sempre que possivel, utilizar ampolas de titrisol 0,1 N para a preparagao
da solucdo de Acido Cloridrico (HCI) 0,1 N. Alternativamente, medir 8,5
ml de 4&cido cloridrico concentrado (HCI) e transferir para balao
volumétrico de 1000 ml contendo 500 ml de agua destilada. Deixar
arrefecer e adicionar agua destilada até perfazer os 1000 ml.

Homogeneizar a solugdo e guardar em frasco escuro vedado.

Figura 8 - Rampa de filtracao
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1.

2.

4.2 .FILTRACAO E CONSERVACAO

Colocar o filtro de fibra de vidro no suporte de filtracdo com o auxilio da pinca;

Homogeneizar a amostra, agitando cuidadosamente as garrafas opacas de

polietileno;

Filtrar um volume conhecido de amostra (2 ou 3 réplicas por amostra) através
do filtro, com o auxilio da rampa de filtracdo e da bomba de vacuo. Evitar
colmatar o filtro’, ndo exceder os 10 minutos e manter a pressdo de filtracdo
inferior aos 50 mmHg de modo a prevenir a destruicdo das células

fitoplanctonicas;

Retirar o filtro com o auxilio da pinga e, sobre papel de filtro, dobrar e

enxugar os filtros;

Proceder de imediato a extraccdo dos pigmentos ou, caso contrario,
embrulhar os filtros em folha de aluminio devidamente identificada (cddigo da
amostra, cédigo da estacdo de amostragem, nome do lago ou albufeira, data

e volume filtrado);

Colocar as amostras embrulhadas em folha de aluminio numa caixa hermética
de plastico opaco e armazenar no escuro e no frio. Um filtro pode ser

conservado durante alguns dias a 5°C ou durante 1 més a -20°C.

4.3.EXTRACCAO E CENTRIFUGACAO

Introduzir os filtros nos respectivos tubos de centrifuga de 15 ml, que devem

ser identificados (e.g. niUmero ou letra) e envoltos em papel de aluminio;

Adicionar a cada tubo 5 ml de acetona a 90%8%, utilizando uma

pipeta/micropipeta ou o dispensador;
Macerar o filtro;

Adicionar a cada tubo 5 ml de acetona a 90%, utilizando uma

pipeta/micropipeta ou o dispensador.

Colocar num tubo de centrifuga 10 ml acetona a 90%, esta amostra sera
processada de forma idéntica as restantes e funcionara como branco

espectrofotométrico;

Centrifugar durante aproximadamente 20 minutos a 3000/4000 rpm;

7 Em &guas com quantidades elevadas de matéria organica em suspensdo é aconselhavel passar a amostra por uma rede de nylon (malha
entre 200 e 300 pm) e filtrar pequenos volumes de amostra em diferentes filtros, os quais serdo sujeitos ao processo de extracgdo dos
pigmentos de forma conjunta.

8 A manipulagdo do solvente acetona deve ser efectuada em sala bem ventilada ou em Hotte.
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7. Realizar a leitura espectrofotométrica do extracto imediatamente apds a

centrifugacao.

4.4 .LEITURA ESPECTROFOTOMETRICA

A determinacdo espectrofotométrica da concentracdo de pigmentos fotossintéticos,
nomeadamente da clorofila a, pode ser efectuada utilizando duas equacdes:
monocromatica de Lorenzen (1967) ou tricromatrica de Jeffrey & Humphrey
(1975).

Convém realgar que todo o procedimento deve ser efectuado em ambiente com luz
ténue e sempre com os tubos com o extracto devidamente protegidos da luz. As
leituras espectrofotométricas devem ser realizadas de forma célere para evitar a
evaporacdo da acetona e a consequente variagdao do volume do extracto. Em rotina,
as células do espectrofotometro devem ser lavadas com agua destilada e acetona a
90%, e ocasionalmente com &cido cloridrico (HCI 0,1 N), agua destilada e acetona a
90%.

Equacdes Tricromaticas de Jeffrey & Humphrey (1975) - Determinacdo da
Clorofilaa, b ec

1. Transferir 3 ml do extracto da amostra do tubo de centrifuga para a cuvette

de 1 cm pipetando cuidadosamente;

2. Medir a absorvancia do extracto da amostra a 750 nm, 664 nm, 647 nm e

630 nm, contra o branco de acetona a 90%;

3. Calcular as concentracdes de clorofila a, b e ¢ de acordo com as equacdes de
Jeffrey & Humphrey (1975):

Clorofila a (mg/m?®) = [11,85 (Asca-Ars0) — 1,54 (Asaz-Azs0) — 0,08 (Asz0-Azs0)] * Vi / (V2 x1)

Clorofila b (mg/ms) = [—5,43 (A664—A750) + 21,03 (A647—A750) — 2,66 (A630-A750)] < V1 /(V2 xl)

Clorofila c (mg/m3) = [—1,67 (A664—A750) — 7,60 (A647—A750) + 24,52 (Aego—A750)] x V1 /(V2 xl)

Aez0 Absorvancia a 630 nm

Asaz Absorvancia a 647 nm

Assa Absorvancia a 664 nm

Azso Absorvancia a 750 nm, correcgdo para a turbidez
\1 Volume de acetona a 90% utilizado na extracgao (ml)
V> Volume da amostra filtrada (1)

| Percurso dptico da célula do espectrofotdémetro (cm)

Protocolo de amostragem e analise para o Fitoplancton - 20 -



Equacdes Monocromaticas de Lorenzen (1967) - Determinacao da Clorofila

a e de Feopigmentos

Os produtos da degradacdao da clorofila, designados por feopigmentos, tém uma
estrutura molecular similar a clorofila, com excepcdao da perda do magnésio da
estrutura anelar da molécula e/ou da cadeia fitol. Os feopigmentos absorvem, com
menor capacidade, luz no mesmo comprimento de onda que a clorofila. A
acidificagdo incluida no método monocromatico promove a degradacao da clorofila
em feopigmentos, o que permite corrigir os valores de concentracao de clorofila a

retirando os erros devido a presenga de feopigmentos.

1. Transferir 3 ml do extracto da amostra do tubo de centrifuga para a cuvette

de 1 cm pipetando cuidadosamente;

2. Medir a absorvancia do extracto da amostra a 750 nm e a 665 nm, contra o

branco de acetona a 90%;

3. Adicionar 100 pl de acido cloridrico (HClI 0,1 N) na couvette e misturar

cuidadosamente;
4. Esperar 1 minuto;

5. Medir, outra vez, a absorvancia do extracto da amostra a 750 nm e a 665 nm,

contra o branco de acetona a 90%;

6. Calcular as concentracdes de clorofila a e feopigmentos de acordo com as

equacgdes de Lorenzen (1967):

Clorofila a (mg/m?®) = 11,4 x K x [(Ases - A750) - (Asesa - Azson)] < V1 /7 (V2 %< 1)

Feopigmentos (mg/m?) = 11,4 x< K x [R < (Asesa - A7s0a) - (Aees - Azs0)] * V1 7 (V2 < 1)

Ases Absorvancia a 665 nm antes da acidificagao
Asesa Absorvancia a 665 nm apos a acidificacdo
Azso Absorvancia a 750 nm antes da acidificacao
Azson Absorvancia a 750 nm apés a acidificacdo

Factor que equaciona a redugdo da absorvancia na concentragao inicial de

K clorofila a apés acidificagdo = R/(R-1) = 2,43

R Razdo maxima de absorvancia de Asss/ Asesa Na auséncia de feopigmentos (= 1,7)
V1 Volume de acetona a 90% utilizado na extracgao (ml)

Va, Volume da amostra filtrada (1)

| Percurso éptico da célula do espectrofotémetro (cm)
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5. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS — IDENTIFICACAO E CONTAGEM

A analise quantitativa do fitoplancton consiste na identificacdo, contagem e no
calculo do biovolume dos organismos pertencentes a cada taxon num determinado

volume da amostra recolhida.

A utilizacdo do microscopio é obrigatéria para a observacdo da maioria dos
organismos fitoplanctonicos, o que exige diversos procedimentos prévios de
preparacdao da amostra para a sua correcta visualizagdo. A andlise quantitativa
pode ser efectuada recorrendo a diferentes tipos de microscépios Opticos: o
microscépio Optico composto, o microscépio de inversdao e o microscopio de
epifluorescéncia. O presente protocolo descreve o método de Uterméhl (1958),

efectuado em microscépio de inversao e utilizando camaras de sedimentacao.

O método descrito é adequado para obter informagdo sobre a composicdo,
abundéancia e biomassa (biovolume) do fitopldncton em lagos e albufeiras. Os
procedimentos enumerados sao baseados na norma EN 15204:2006, no Standard
Methods 10200F e 102001 (APHA, 1999), nos procedimentos utilizados no Exercicio
de Intercalibragdo e nos protocolos adoptados/desenvolvidos por equipas de
investigacdo de universidades portuguesas e pelo Laboratorio de Referéncia da

Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA).

5.1.EQUIPAMENTO, MATERIAL E REAGENTES

¢ Equipamento
0 Microscopio de Inversdo (Figura 9);
o Céamara digital acoplada ao microscopio (facultativo);
o Camaras de sedimentacdo (camaras de Utermohl) de 2,5 a 100 ml de
volume (Figura 11);
o Fotografias, guias e chaves de identificagao;

o Fichas de laboratério (exemplo de ficha no Anexo II).

¢ Material

o Esguicho;

o Pipeta calibrada;

o Pompete;

o BalOes e provetas de vidro graduadas;
o Pipetas de Pasteur.
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e Reagentes
o Agua destilada ou equivalente;
o Oleo de imersdo para as objectivas;
o Pasta de silicone.

O microscopio deve ser binocular de inversao com contraste de fase ou
contraste diferencial (Nomarski) e equipado com:
e condensador de abertura numérica minima de 0,5;
e oculares de ampliacao 10x ou 12,5%, uma de contagem (e.g. ocular
de tragos moveis, com reticulo calibrado) (Figura 10) e outra com

um micrometro calibrado;

e objectivas de 10x, 20x, 40x e objectiva de imersao de 100x.

Leonor Cabegaq E ."'_

Figura 9 - Microscoépio de inversao

N

N S

Figura 10 - Ocular com reticulo (esquerda) e ocular de tragcos moéveis (direita)
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A camara de sedimentacéo consiste numa coluna vertical com uma base
através da qual o seu conteldo pode ser observado com o microscépio de
inversdo. A coluna, de volume variavel, é preenchida com a amostra
permitindo que as particulas sedimentem no fundo da cédmara devido a
forca gravitica. A cdmara pode ser simples, uma Unica pega, ou composta
por uma coluna superior e uma base com rosca ou encaixe. A espessura do
fundo da camara de sedimentagdo afecta directamente a qualidade da

imagem, pelo que deve ser inferior a 0,17 mm.
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Figura 11 - Camaras de sedimentagdo. Duas camaras compostas (esquerda) e trés camaras
simples (direita)

5.2.PREPARAGCAO DA AMOSTRA

A adequada preparacdo da amostra é essencial para a obtencdo de uma
distribuicdo aleatdria dos organismos fitoplancténicos depositados no fundo da
coluna de sedimentacdo, sendo este padrdao exigido para a realizacdo de analises
quantitativas através da aplicagdo de estratégias de contagem uniformes e métodos

estatisticos.

A preparacdo da amostra seguidamente descrita deve ser efectuada para amostras
in vivo e amostras preservadas com Lugol e engloba a aclimatacdo, a

homogeneizacdo e a sedimentacao.
1. Preencher o cabecalho da ficha de laboratoério;

2. Submeter todo o material, incluindo as amostras (frascos transparentes) e as
camaras de sedimentacdo, a um periodo de aclimatacdo a temperatura

ambiente durante, pelo menos, 12 horas;

Protocolo de amostragem e analise para o Fitoplancton -24 -



10.

11.

Homogeneizar manualmente a amostra, através de suaves movimentos

circulares horizontais e verticais do frasco durante cerca de 2 minutos;

Escolher a cAmara de sedimentacdo apropriada® e, se necessario, diluir ou

concentrar a amostra'?;

Preencher cuidadosamente o volume total da cdmara de sedimentagdo, se
possivel numa Unica adigdo, evitando a formacdo de bolhas de ar. Este
procedimento pode ser efectuado directamente da garrafa ou utilizando uma

pipeta com abertura de ponta de 2 a 3 mm;

|11

Tapar a coluna de sedimentacdo com a peca de vidro/cristal**, evitando a

formacao de bolhas de ar;

Colocar uma nota junto a camara de sedimentagdo com o volume de amostra,

o cédigo da estagdo de amostragem e a data;

Conservar a camara de sedimentacdo numa superficie nivelada durante 24
horas, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. O tempo de sedimentagdo
recomendado é de 4 horas por centimetro de altura da coluna de

sedimentacdo;

Para camaras compostas (50 ou 100 ml), retira-se a coluna de agua fazendo-a
deslizar de modo a eliminar o sobrenadante. Cuidadosamente cobre-se o
fundo (£ 2 ml) que contém o sedimento com uma lamela. Esta operagdo deve

ser realizada cuidadosamente para evitar a formacao de bolhas de ar;
Transferir cuidadosamente a camara de contagem para o microscopio;

Com a ampliagdo menor, verificar se a distribuicdo das particulas é aleatériat?
e se 0 numero de algas por campo de contagem permite uma correcta
identificacdo e contagem. Se a densidade de algas por campo de contagem for
muito baixa, extremamente elevada ou a distribuicdo ndo for aleatdria, a

amostra é rejeitada e é processada uma nova amostra.

As camaras de sedimentacdo devem ser limpas e secas entre utilizacbes. A
limpeza inclui lavagem com agua e detergente ou limpeza com metanol,
etanol (90%), acetona, isopropanol, seguida de passagem por agua
destilada.

2 A escolha da cAmara de sedimentacdo depende da densidade do fitoplancton. Quanto maior a densidade menor o volume necessario (e.g.
em agua oligotréficas pode ser necessario um volume de 100 ml de amostra enquanto que em &aguas eutroéficas os 2,5 ml podem ser
adequados).

10 para assegurar uma distribuicdo adequada das particulas pode ser necessario diluir a amostra, se a densidade de algas for elevada, ou
concentrar a amostra deixando sedimentar as particulas e retirando o sobrenadante, se a densidade de algas for reduzida.

1 Se a amostra contiver particulas que manifestem resisténcia ao processo de sedimentacdo, podem ser adicionadas umas gotas de
detergente ou acido acético glacial antes de tapar a coluna de sedimentagéao.

2.0 padrao de distribuicdo requerido para a quantificacdo fitoplancténica é o aleatédrio, reconhecido pelo padrdo irregular e com ocasionais
espacos sem particulas. Esta hipdtese pode ser estatisticamente testada contando um taxon na totalidade e aplicando um teste x2.
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5.3.IDENTIFICACAO E CONTAGEM

O processo de contagem envolve a identificacdo e registo do nimero de individuos
de cada taxon observados numa area conhecida da cdmara. A densidade de cada
taxon pode ser estimada, extrapolando os valores obtidos para a area de toda a

camara e para o volume de amostra analisado.

As analises microscépicas de fitoplancton sdo tecnicamente exigentes, morosas e
caras, pelo que é importante optimizar a estratégia de identificacdo e contagem e
as opgoes tomadas ao longo do processo de quantificagdo. A escolha da estratégia
de quantificacdo depende dos objectivos do estudo, da densidade de algas e do

nivel taxonémico exigido.

5.3.1. IDENTIFICACAO

Antes da contagem dos organismos presentes na amostra, um inventario geral dos
taxa deve ser compilado através de rastreios visuais com diversas ampliagdes. Com
este procedimento é obtida uma panordmica da composicdo da comunidade
fitoplanctonica, factor que pode determinar a estratégia de quantificacdo a adoptar.
A lista de taxa é posteriormente aperfeicoada e concluida no decorrer do processo

de quantificacao.

A identificacdo deve ser realizada preferencialmente nas amostras in vivo, pois
facilita a identificacdo de algumas espécies em que a utilizacgdo de fixadores

mascara as caracteristicas de diagndstico de identificagao.

Os organismos devem ser identificados até ao nivel taxondmico previamente
estabelecido com o apoio de Floras, fotografias, guias e chaves de identificacdo
relevantes para a area geografica em estudo. Para garantir uma correcta
identificacdo, deve ser prestada especial atencdo a descricdo das espécies,
caracteristicas ecologicas (distribuicdo, habitat, etc.) e as ilustragdoes. Nesta fase, é
recomendavel compilar uma coleccdo de referéncia com fotografias, desenhos e
descricOes das espécies observadas. Os taxa encontrados que suscitem duvidas de
identificacdo ou cuja ocorréncia ndo seja comum na regido/massa de agua, devem
ser enviados a especialistas. Associada ao protocolo de amostragem e analise de
fitoplancton encontra-se uma tabela europeia harmonizada com os taxa descritos,

codigos de identificacdo e as respectivas sinonimias.

E preferivel uma correcta identificagdo a um nivel taxondmico baixo do que

uma identificacdo duvidosa a um nivel taxonémico mais alto.
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5.3.2. CONTAGEM

Na enumeracdo de algas entende-se por unidades de contagem células, coldnias ou
filamentos independentes. Numa amostra, o mesmo taxon pode estar presente sob
a forma de diferentes unidades de contagem que podem ser enumerados com
diferentes ampliagdes (e.g. as colonias de Microcystis podem ser contadas em toda
a camara ou transeptos, enquanto que as células oriundas das colonias
desagregadas podem ser contadas em quadriculas). O tipo de unidade de contagem

deve ser registado na ficha de laboratorio.

A estratégia e area de contagem a considerar depende especialmente da
composicdo e densidade dos organismos fitoplancténicos na amostra. Neste
protocolo sdo enumeradas trés estratégias de quantificacdo: contagem de toda a
camara, contagem por transeptos e contagem por quadriculas seleccionadas

aleatoriamente. A contagem pode ser efectuada da seguinte forma:

e com reduzida ampliacdo (e.g. x 40 ou x 100), toda a camara é contada

para os taxa de maiores dimensoes, seguida de;

e contagem por transeptos com a ampliacdo intermédia (e.g. x 250), que
auxilia na contagem de taxa com dimensao intermédia, que sao demasiado
pequenos para contagens com reduzida ampliagdo mas demasiado grandes

para serem eficazmente contados utilizando elevada ampliacao, seguida de;

e contagem por quadriculas seleccionadas aleatoriamente com elevada
ampliacdo (x 400 ou mais), permitindo contar os taxa de reduzida

dimensao.

Contagem completa da camara

A estratégia da contagem completa da camara é apropriada para amostras com
reduzida densidade de algas, para taxa de grandes dimensdes (e.g. Ceratium), taxa
pouco representados ou formas coloniais e filamentosas de grandes dimensdes
(e.g. Microcystis, Fragilaria). Esta estratégia pode ser aplicada utilizando uma
ocular com micrometro calibrado e uma ocular de tragos moveis, que apresenta
uma grelha composta por duas linhas horizontais paralelas que formam um

transepto e uma terceira linha vertical ao centro.

A contagem completa da cdmara pode efectuar-se deslocando a camara no sentido
esquerda-direita ou vice-versa (Figura 12), a medida que se contabilizam os
individuos contidos no transepto, ou seja, entre as 2 linhas horizontais que passam

a linha vertical. As algas que cruzam a linha superior serao contabilizadas,
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enquanto que as algas que cruzam a linha inferior apenas serdao contadas no

proximo transepto.
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Figura 12 - Exemplo de procedimento a adoptar para a contagem completa da camara

Nas amostras com elevada densidade de formas coloniais de cianobactérias,
esféricas ou filamentosas, aconselha-se a contagem de metade da cémara

extrapolando-se o valor obtido para toda a area, de forma a diminuir o erro.

O numero de organismos de cada taxon, a area da camara, o volume de amostra
sedimentado e, se aplicavel, o factor de diluicdo/concentracdo serdo as informagoes

utilizadas para obter o nimero de algas por volume de amostra.

Contagem por transeptos

A estratégia da contagem por transeptos pode ser aplicada utilizando uma ocular
com micrometro calibrado e uma ocular de tragos modveis e consiste em contar o
numero de organismos contidos em transeptos de area conhecida e limitada pelas
duas linhas horizontais. No total é efectuado o nimero de transeptos adequados a
amostra em questdo, podendo-se utilizar de 2 a 5 transeptos, rodando a cdmara e

seleccionando o posicionamento de cada transepto aleatoriamente (Figura 13).

Figura 13 - Exemplos de transeptos seleccionados para a contagem do nidmero de organismos
fitoplanctonicos
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O numero de organismos de cada taxon contabilizados na area abrangida pelos
transeptos deve ser extrapolado para a area total da cAmara. Apds este passo, o
numero de organismos de cada taxon, a area da camara, o volume de amostra
sedimentado e, se aplicavel, o factor de diluicdo/concentracdo podem ser utilizados

para obter a densidade de algas por volume de amostra.

Contagem por quadriculas

A estratégia de contagem por quadriculas seleccionadas aleatoriamente pode ser
aplicada utilizando uma ocular com micrometro calibrado e uma ocular com reticulo
(quadricula). Esta estratégia deve ser utilizada com elevada ampliacdo (x 400 ou
mais) e em amostras ou para taxa com elevada densidade e/ou reduzida dimensao

(dimensao inferior a 50 um) (e.g. Rhodomonas).

Um dos processos consiste na contagem das algas contidas em pelo menos 100
quadriculas seleccionadas aleatoriamente. Uma técnica para normalizar a contagem
consiste em identificar e contar as algas contidas nas quadriculas seleccionadas
aleatoriamente até completar um total de 500 algas, contando pelo menos 100
quadriculas. Uma outra opcdo € contar as algas até as observacGes das espécies
mais comuns atingirem um determinado valor (ex.: 100, 200 ou 300), que

dependera do nivel de precisdo ou limite de detecgdo requerido.

Na estratégia de contagem por quadriculas devem ser utilizados critérios
consistentes de decisdo quanto a enumeracao de algas que cruzam as linhas que
delimitam essa mesma quadricula. Um critério simples é esquematizado na Figura
14, em que apenas as algas (células, coldnias ou filamentos) contidas no interior da

guadricula ou que cruzem as linhas de cima e direita sdo contabilizadas.

Figura 14 - Exemplo de um critério definido para a contagem de algas que cruzam a
delimitagdo da quadricula. A verde a algas contadas (S) e a vermelho as ndo contadas (N).

O numero médio de organismos de cada taxon por quadricula, a area da

quadricula, a area da cdmara, o volume de amostra sedimentado e, se aplicavel, o
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factor de diluicdo/concentracdo podem ser utilizados para obter a densidade de

algas por volume de amostra.

5.3.3. DENSIDADE FITOPLANCTONICA

O numero de algas contabilizado por taxa é convertido em concentracdo por

unidade de volume da amostra, segundo a equacao:

N = x 5 Axd
axyV

Ndmero de unidades por volume na amostra (unidades/ml)
Numero médio de unidades por quadricula (ou nimero total de unidades na camara)
Area da camara
Volume da amostra sedimentado na camara

Area do campo de contagem (quadricula ou cdmara)

Factor de diluicdo ou de concentracdo da amostra
(1 x diluido d = 2; 1 x concentrado d = 0,5), se aplicavel

g o < » X Z

Em geral, a densidade fitoplanctonica é expressa em células por mililitro (cél/ml).
Para exprimir a contagem de coloénias e filamentos em cel/ml de amostra, deve ser
estimado o numero médio de células por coldnia/filamento e multiplicado esse valor
pelo nimero de coldnias/filamentos. As seguintes situagoes devem ser tidas em

consideracao:

Para alguns taxa o numero de células por coldénia pode ser consistente (e.g.
Scenedesmus com 2, 4 ou 8 células) enquanto que para outros ndo (e.g.
Microcystis), podendo o numero de células por colonia variar de algumas a milhGes

de células.

Para calcular o numero de células no caso das colénias filamentosas (e.g.
Anabaena), pode-se estimar o niumero médio de células por filamento, dividindo o
comprimento médio de 10 filamentos pelo comprimento médio de 10 células. O
numero de células é estimado multiplicando o ndmero médio de células por
filamento pelo nimero de filamentos contados, de acordo com os procedimentos

definidos para cada estratégia de contagem.

Para calcular o nimero de células em colénias que formam filamentos em
espiral (e.g. Anabaena circinalis) pode-se estimar o nimero médio de células por
filamento, multiplicando o nimero médio de células por volta pelo nimero médio
de voltas, em 10 filamentos. O niumero de células é estimado multiplicando o
numero médio de células por filamento pelo nimero de filamentos contados, de

acordo com os procedimentos definidos para cada estratégia de contagem.
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Para calcular o nimero de células em colénias esféricas ou aproximadamente
esféricas (e.g. Microcystis) pode-se estimar o numero médio de células por
coldnia, dividindo o volume médio de 10 coldnias pelo volume médio de 10 células.
Esta etapa é realizada através da medicdao dos diametros maximo e minimo de cada
colénia e célula, calculando o volume médio das coldnias e das células como se de
uma esfera se tratasse e em que o didmetro corresponde a média dos didmetros
medidos. O nimero de células é estimado multiplicando o nimero médio de células
por colonia pelo niumero de coldnias contadas, de acordo com os procedimentos

definidos para cada estratégia de contagem.

No caso das colonias em que a distincdo das células é por vezes dificil (ex:
Oscillatoria), o numero médio de células poderda ser estimado dividindo o
comprimento médio de 10 coldnias pelo valor de comprimento médio das células
referido na bibliografia. O nimero de células é estimado multiplicando o numero
médio de células por filamento pelo nimero de coldnias contadas, de acordo com

os procedimentos definidos para cada estratégia de contagem.

5.4.CALCULO DO BI1OVOLUME

A elevada diversidade de formas e dimensdes dos organismos que constituem o
fitoplancton faz com que algumas espécies possam dominar a biomassa com um
numero reduzido de algas. De facto, a densidade fitoplancténica ndo representa o
contributo de cada taxon para a biomassa presente numa amostra. O volume
celular das algas, designado por biovolume fitoplancténico (mm?3/l), permite uma
adequada e precisa comparagdao entre amostras e a quantificacdao do contributo dos
diferentes grupos de algas para a producdo primaria de um sistema l|éntico. O
biovolume total de uma amostra corresponde ao somatdrio dos biovolumes

determinados para os diferentes taxa presentes na amostra.

Para a determinagdo do biovolume, as células, coldnias ou filamentos sdo medidos
(e.g. largura, comprimento, didmetro) com o auxilio de um micrémetro ou um
programa de analise de imagem, e os seus volumes médios sdo estimados com
base nas férmulas geométricas que melhor se ajustam a cada organismo. Na
bibliografia existem varias referéncias com valores de biovolume dos diferentes
taxa e as formas geométricas associadas a cada espécie. Contudo, a transcrigcdo
desses valores para os lagos e albufeiras localizadas em Portugal devera ser

efectuado com reserva devido a especificidade das regidoes mediterranicas.

O método de calculo do biovolume, designado por método de Rott (1981), é

composto pelos seguintes passos:
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1. Associar a cada taxon identificado a figura geométrica adequada;

2. Com a correcta ampliagdo medir as dimensdes lineares de 10 ou mais

individuos de cada taxon??;

3. Calcular o volume de cada individuo recorrendo a férmula da figura

geométrica;
4. Determinar o volume médio para cada taxon;

5. Multiplicar o volume médio pela densidade de células/unidades obtida na

quantificacdo:

Biovolume taxon [MM3/1] = nimero de células/unidades [n/1] < volume celular/unidade [um?®] x< 10™°

Para as formas coloniais, o numero médio de células deve ser estimado e
multiplicado pelo volume médio de 10 células. Nas formas filamentosas em que é
dificil distinguir entre células, o biovolume médio do filamento pode ser estimado
recorrendo ao comprimento médio de 30 filamentos, a largura média de 5
filamentos e associando a forma do filamento a uma figura geométrica. Para as
algas em que ndo é possivel medir as dimensdes necessarias para o calculo do

volume celular, devem ser utilizados valores referidos na bibliografia.

A conversdo de biovolume (mm?3/1) em biomassa (peso himido) (mg/l) é efectuada

na propor¢do de 1 para 1, ou seja, 5 mm?/I corresponde a 5 mg/I.

No ambito de programas de monitorizagao de rotina, e com o objectivo de reduzir a
morosidade das analises microscépicas de fitoplancton, diversos paises utilizam os
valores médios de biovolume por taxon calculados a partir de séries longas de
dados. Este tipo de instrumento facilita o calculo do biovolume, apesar de alguns
taxa que apresentam maior variabilidade obrigarem a determinacdo do seu
biovolume em cada amostra. Em Portugal prevé-se que os dados de monitorizagao,
conjuntamente com a informagao bibliografica, sejam utilizados para produzir uma

tabela normalizada de biovolumes fitoplanctdnicos.

3 0 numero de individuos medidos depende da variacdo de tamanho de cada taxon identificado na amostra. Para taxa com elevada
variabilidade de dimens&es o numero de individuos medidos podera aumentar até ao maximo de 50.
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6. CONTROLO DE QUALIDADE

A Directiva Quadro da Agua exige que os métodos propostos para a avaliacdo do
estado ecoldgico estejam de acordo com as normas (ISO, CEN, ou de organismos
nacionais de normalizagdo), que as equipas e laboratérios que produzam resultados
analiticos disponham de programas controlo e garantia de qualidade (QA/QC) (NP
EN ISO/IEC 17025:2005) e que participem regularmente em exercicios de

intercalibragao (Proficiency testing programes).

Neste sentido, o presente documento teve como base as normas NP EN 25667-
2:1996, EN 14996:2006, EN 15204:2006, NP EN ISO/IEC 17025:2005 e ISO
10260:1992.

6.1.CONTROLO DE QUALIDADE NA AMOSTRAGEM

As campanhas de amostragem devem ser programadas em funcdo das
caracteristicas morfométricas de cada albufeira, incluindo sempre a inspecgdo e

manutencdo do equipamento de campo e a calibracao das sondas.

A equipa de amostragem deve ser constituida por operadores com formacdo e
experiéncia em colheita de amostras. Os técnicos de amostragem devem
frequentar, regularmente, cursos de formacgao e reciclagem dos conhecimentos e

procedimentos de amostragem.

Durante as amostragens, de forma a garantir a qualidade da recolha das amostras,
a sua integridade e a obtencdo de informagao pertinente deve ter-se em conta as

seguintes recomendagdes:

e Preencher os campos da Ficha de Campo, tentando sempre que possivel

completa-la na sua totalidade;
e Documentar fotograficamente os aspectos relevantes encontrados;
e Movimentar a agua em torno da area de amostragem o menos possivel;

e Lavar previamente as garrafas e frascos de armazenamento e recolha com

agua da albufeira;
e Seguir rigorosamente os procedimentos de amostragem definidos;
e Assegurar uma correcta identificacdo dos frascos e garrafas;

e Acondicionar cuidadosamente as amostras antes de efectuar o seu

transporte.
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A ficha de campo tem uma seccdao de controlo de qualidade que tem de ser

preenchida no campo, no final de cada sessao de amostragem.

De acordo com a frequéncia definida pelo Laboratério e com o Controlo de
Qualidade da amostragem, dentro dos limites estabelecidos pelo Laboratério,

deverdao ser efectuadas colheitas em paralelo e/ou duplicados de colheita.

6.2.CONTROLO DE QUALIDADE NO LABORATORIO

O equipamento laboratorial deve ser inspeccionado e calibrado periodicamente. As
solugdes utilizadas devem ser substituidas a intervalos regulares e de acordo com

as suas caracteristicas quimicas.

A determinacdo da concentracdo de clorofila a e a preparacdo de amostras
para a quantificacdo pode ser efectuada por técnicos analistas, sem preparagdo
especifica para a identificagdo. Contudo, para assegurar a credibilidade dos
resultados os técnicos devem frequentar, regularmente, cursos de formagdo e

reciclagem dos conhecimentos e procedimentos laboratoriais.

No laboratdrio deve ter-se em conta as seguintes recomendacdes:

e Preencher todos os campos obrigatérios da Ficha de Laboratério, tentando

sempre que possivel completa-la na sua totalidade;
e Seguir rigorosamente os procedimentos de laboratério definidos;

e Periodicamente, para a analise de pigmentos, realizar ensaios internos de

calibracdo para os replicados e/ou técnicos;

o Identificar e quantificar as fontes de erro e determinar o nivel de confianga e

precisdo obtido no laboratério;

e Periodicamente, para a determinacdo da concentracdao de clorofila a,

participar em ensaios de intercalibracdo entre laboratérios.

O trabalho de identificacdao, contagem de fitoplancton e calculo do
biovolume fitoplancténico apenas pode ser efectuado por técnicos especializados e
experientes. E nesta fase do processo que as incertezas sdo maiores e,
consequentemente, a probabilidade de ocorrerem erros é superior. De modo a gerir
e minimizar os erros serd necessario no futuro elaborar documentos de
identificacdo e ecologia das espécies de algas que ocorrem em Portugal, criar
coleccoes de referéncia e organizar cursos de identificagdo e taxonomia. No

laboratdrio, as seguintes recomendagdes deverao ser seguidas:
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e Preencher todos os campos obrigatérios da Ficha de Laboratério, tentando

sempre que possivel completa-la na sua totalidade;
e Seguir rigorosamente os procedimentos definidos;

e Entre 10 e 15% das amostras deverdo ser analisadas também por outro

técnico, de modo a garantir a precisdo das identificacdes e quantificacoes;

e Periodicamente, deverdao ser efectuadas contagens em replicados e entre
técnicos. As quantificagdes de replicados e entre técnicos deverdo variar

dentro de um intervalo de £ 20% da primeira contagem.

e Identificar e quantificar as fontes de erro e determinar o nivel de confianca e

precisdo obtido no laboratério;

e Participar periodicamente em ensaios de intercalibragdo inter-laboratorios.

Os resultados analiticos devem ser organizados de forma a permitir o calculo de
critérios de precisdo de duplicados e de incertezas de amostragem e de laboratério,
tanto no global do Laboratdrio (area da amostragem e area técnica de biologia),

como por técnico de amostragem e técnico de Laboratorio.

De modo a controlar a qualidade da limpeza das cdmaras de sedimentagdo
aconselha-se a realizagdo de um branco com agua desmineralizada e solugdo de
Lugol, sempre que sejam efectuadas novas analises. Esse mesmo branco devera
ser processado como uma amostra de modo a despistar eventuais contaminagdes

no material/equipamento utilizado.

A ficha de laboratério tem uma seccdo de controlo de qualidade que deve ser

preenchida na totalidade.

6.3.CONTROLO DE QUALIDADE DOS DADOS

Os dados obtidos a partir de uma amostra e ao longo das diferentes fases do
presente protocolo, devem ser manuseados cuidadosamente e compilados num
Unico ficheiro ou integrados numa base de dados. Este procedimento evita a perda
de informacdo relevante e permite comparar a informagao de campo (Ficha de

Campo) com os resultados obtidos no laboratério (Ficha de Laboratorio).
Neste sentido, deve ter-se em conta as seguintes recomendacdes:

e As designagoes utilizadas na Ficha de Campo e na Ficha de Laboratério
devem ser coincidentes para que, em caso de dulvida, possam vir a ser

confrontadas (ex: aspectos de ecologia das espécies);
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Arquivar toda a documentagdao de campo e laboratério (amostras, fichas,

fotografias) por um periodo nunca inferior a 5-6 anos;

Organizar os dados em formato electrénico, numa base de dados que
integre a informacdao de campo e laboratério. Os inventdrios (espécies,
contagens e biovolumes) devem ser introduzidos e posteriormente

validados, de modo a eliminar erros na introducdo dos dados.
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. GLOSSARIO

Associacdes de algas - comunidades fitoplanctonicas que tendem a
repetir-se em determinadas condigdes ambientais, épocas do ano ou tipos

de massa de agua.

Algas perifiticas - organismos autotréficos unicelulares que vivem

associados a qualquer substrato de fundo dos ecossistemas aquaticos.
Biovolume - Expressao do volume ocupado pela biomassa algal.

Bom estado das aguas de superficie - estado em que se encontra uma
massa de aguas de superficie quando os seus estados ecoldgico e quimico

sao considerados, pelo menos, “bons”

Bom estado ecolégico - estado alcangado por uma massa de aguas de
superficie quando os valores dos elementos que caracterizam a qualidade
ecoldgica apenas se desviam ligeiramente dos que ocorrem em condigdes de

referéncia.

Bom estado quimico — estado quimico alcancado por uma massa de aguas
de superficie em que as concentracbes de poluentes designados por
substéancias prioritarias ndo ultrapassam as normas de qualidade ambiental

definidas.

Bom potencial ecolégico - estado alcancado por uma massa de agua
fortemente modificada apods os valores dos elementos que caracterizam a
qualidade ecolégica apenas se desviam ligeiramente dos que ocorreriam

caso a massa de agua atingisse o maximo potencial ecoldgico.
Campo de visdo — campo 6ptico do microscopio.

Cianobactérias - sdao microalgas fitoplanctonicas unicelulares, filamentosas
ou coloniais. Tém uma estrutura celular procaridtica (bactérias) e realizam a
fotossintese pois possuem pigmentos fotossintéticos (e.g. clorofila). Algumas
espécies de cianobactérias formam florescéncias fitoplancténicas e produzem

cianotoxinas.

Cianotoxinas - toxinas produzidas por algumas espécies de cianobactérias.
Encontram-se dentro das cianobactérias (toxinas intracelulares) ou em
solugcdo na agua quando as células das cianobactérias se degradam (toxinas
extracelulares). Podem ser neurotoxinas, hepatotoxinas ou dermotoxinas. As

toxinas podem afectar a salde dos animais e pessoas directamente por
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contacto ou ingestdo de agua ou indirectamente ao longo da cadeia

alimentar.
Clorofilas - grupo de pigmentos fotossintéticos.

Condicdes de referéncia - estado ecoldgico, no presente ou no passado,
em que os valores dos elementos fisico-quimicas, hidromorfoldgicos e
biolégicas correspondem aos valores na auséncia de pressoes

antropogénicas significativas.

Disco de Secchi - instrumento usado para medir a transparéncia da agua.
Geralmente tem 20 cm de didmetro e apresenta quadrantes pretos e
brancos alternados. Preso por um fio € mergulhado na dgua até deixar de
ser visto pelo observador. A profundidade a que deixa de ser visto € uma

medida da transparéncia da agua designada por profundidade de Secchi.

Epilimnio - estrato superior da coluna de agua, num lago ou albufeira
termicamente estratificado. Esta camada é constituida por &gua mais

quente.

Espectrofotometria - método de analise 6ptico baseado na medida das
densidades O6pticas de uma substancia para diferentes comprimentos de

onda.

Estado das aguas superficiais - expressao global do estado em que se
encontra uma determinada massa de aguas superficiais, dfinido em funcao

do pior dos dois estados, ecoldgico ou quimico, dessas aguas.

Estado ecolégico - expressao da qualidade estrutural e funcional dos
ecossistemas aquaticos associados as aguas superficiais, classificada nos
termos de legislacdo especificas considerando os elementos que

caracterizam a qualidade ecoldgica.

Eutrofizagdo - crescimento acelerado de algas e formas superiores de
plantas aquaticas como resultado do enriquecimento do meio aquatico com
nutrientes, sobretudo compostos de azoto e/ou fdsforo, perturbando o

equilibrio bioldgico e a qualidade das dguas em causa.

Garrafa Hidrografica - instrumento, geralmente cilindrico, utilizado para

recolher amostras de agua a profundidades definidas pelo operador.

GPS - acréonimo do inglés Global Position System; sistema de
posicionamento por satélite que permite a determinagdo da posicdo de um

receptor na superficie da Terra.
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Hipolimnio - estrato inferior da coluna de agua, num lago ou albufeira
termicamente estratificado. Esta camada é constituida por agua mais

quente.

Limite de deteccdo - a menor quantidade de entidades/concentragao
numa amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente com

exactidao.

Limite de quantificacdo - a menor quantidade de entidades/concentragao
numa amostra que pode ser detectada com exactiddo (analogo ao Limite de

deteccao)

Massas de agua fortemente modificada - massa de agua que, em
resultado de alteragOes fisicas derivadas da actividade humana, adquiriu um

caracter substancialmente diferente.

Massa de agua superficial — massa de agua distinta e significativa de
aguas de superficie, como por exemplo um lago, uma albufeira, um ribeiro,
rio ou canal, um troco de ribeiro, rio ou canal, aguas de transicdo ou uma

faixa de aguas costeiras.

Monitorizacdo - processo de recolha e processamento de informagao sobre
as varias componentes do ciclo hidrolégico e elementos de qualidade para a
classificacdo do estado das 4&guas, de forma sistematica, visando

acompanhar o comportamento do sistema ou um objectivo especifico.

Taxon - categoria taxondmica (e.g. familia, género, espécie). Singular de

taxa

Termoclina - estrato da coluna de agua em que a temperatura varia
rapidamente com o aumento da profundidade num lago ou albufeira

termicamente estratificado (sinonimo de metalimnio).

Turbidez abiogénica - reducdo da transparéncia da agua devido a

compostos inorganicos (e.g. siltes, argilas).

Zona eufotica (zona foética) - parte da coluna de agua exposta a luz solar

suficiente para que ocorra fotossintese.
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INSTRUGOES DE PREENCHIMENTO DA FICHA DE CAMPO

Lago/Albufeira
Codigo
Estacao

M (m)

P (m)

Data

Hora de Inicio
Hora de Fim
Técnico

Condicdes
Meteoroldgicas

Temperatura ar (°C)
Cota (m)

Cor e odor
Condutividade
(US/cm)

pH

Profundidade de
Secchi (m)

Zona eufdtica
(2,5 x Secchi)
Estratificacdo?
Epilimnio (m)
Tipo de Amostra

Fitoplancton in vivo

Fitoplancton (Fixado)

Clorofila a

Fisico-quimicos

Outras Amostras

Observacoes

Folha 1/2
Designacao do lago ou da albufeira

Cddigo de identificagdo do lago ou albufeira
Designacao ou codigo da estacdo de amostragem

Coordenada cartesiana Hayford Gauss militar, distdncia ao
meridiano em metros

Coordenada cartesiana Hayford Gauss militar, distédncia ao
paralelo em metros

Data de amostragem (aaaa/mm/dd)
Hora de inicio da amostragem

Hora de fim da amostragem
Identificagdo do técnico responsavel

Assinalar com circulo as condigdes de nebulosidade, de vento e
com uma seta a direccao do vento

Valor de temperatura do ar, em graus Celsius
Cota a que se encontra o nivel da dgua, em metros

Apreciacdo qualitativa da cor (e.g. verde, acastanhada, incolor)
e cheiro (e.g. inodoro, matéria organica, terra)

Registar a condutividade eléctrica da agua sub-superficial, em
micro Siemens por centimetro

Registar o pH da agua sub-superficial

Registar a profundidade,
desaparece o disco de Secchi

em metros, a que aparece e

Registar a profundidade maxima da zona eufdtica, em metros,
estimado como 2,5 vezes a profundidade de Secchi

Assinalar Sim caso se registe uma estratificacdo térmica ou
N&o caso a albufeira/lago se apresente em circulagao

Registar, em metros e em caso de estratificacdo térmica, a
profundidade maxima do Epilimnio

Descrever o tipo de amostra colhida: composta de um
determinado numero de sub-amostras ou metros da coluna
de agua

Registar volume (L) e cédigo da amostra

Registar volume (L) e codigo da amostra fixada e reservada
para a quantificacdo, identificacdo e determinacdo do biovolume
fitoplanctonico

Registar volume (L) e cédigo da amostra reservada para a
andlise da concentracdo da clorofila a e restantes pigmentos
fotossintéticos

Registar volume (L) e codigo da amostra reservada para a
determinacgdo de parametros fisico-quimicos (e.g. nutrientes)

Registar a designacgao, profundidade de colheita (m), volume (L)
e cédigo de outras amostras colhidas (e.g. fisico-quimicos)

Registar os aspectos importantes e/ou fotografias



Folha 2/2
Lago/Albufeira Designagao do lago ou da albufeira
Estacédo Designacdo ou cédigo da estacdo de amostragem
Data Data de amostragem (aaaa/mm/dd)
Técnico Identificacdo do técnico responsavel

Quadro para o registo dos perfis de temperatura, oxigénio dissolvido, saturacdo de
oxigénio e parémetros suplementares, no lado direito. Espaco para esbocar e
analisar os perfis, no lado esquerdo.

Controlo de Qualidade Assinalar as caixas em caso afirmativo



ANEXO Il - FICHA DE LABORATORIO
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INSTRUCBES DE PREENCHIMENTO DA FICHA DE LABORATORIO

Folha 1/2
Pigmentos Fotossintéticos
Lago/Albufeira Designacao do lago ou da albufeira
Caédigo Caddigo de identificagdo do lago ou albufeira
Estacédo Designacdo ou codigo da estacdo de amostragem
Data Amostragem Data de amostragem (aaaa/mm/dd)
Cdédigo Amostra Cddigo da amostra utilizada para determinar a concentragdo de
pigmentos fotossintéticos
Tipo de Amostra Registar qual o tipo de amostra colhida: composta da zona

eufética; composta do Epilimnio; composta de um
determinado nimero de metros da coluna de agua

Data Filtracao Data em que a filtragao foi efectuada (aaaa/mm/dd)

Data Determinacao Data em que a determinagao da concentracdo de pigmentos
fotossintéticos foi efectuada (aaaa/mm/dd)

Técnico Identificagdo do técnico responsavel

Filtro 1 Registar o volume de amostra filtrado no filtro 1 e as
respectivas leituras espectrofotométricas

Filtro 2 Registar o volume de amostra filtrado no filtro 2 e as
respectivas leituras espectrofotométricas

Filtro 3 Registar o volume de amostra filtrado no filtro 3 e as
respectivas leituras espectrofotométricas

Equacéao Registar para cada filtro as concentracdes de Clorofila a e

Monocromatica Feopigmentos, determinadas segundo a equagao
monocromatica de Lorenzen. Indicar a média aritmética de cada
pigmento.

Equacdo Tricroméatica Registar para cada filtro as concentragdes de Clorofila a,
Clorofila b e Clorofila ¢, determinadas segundo a equacao
tricromatica de Jeffrey & Humphrey. Indicar a média aritmética
de cada elemento.

Fisico-quimicos e hidromorfoldégicos de suporte

Cdédigo Amostra Cddigo da amostra utilizada para determinar a concentragdo de
pigmentos fotossintéticos

Tipo de Amostra Registar qual o tipo de amostra colhida: composta da zona
eufética; composta do Epilimnio; composta de um
determinado nimero de metros da coluna de agua

Profundidade de Registar a profundidade, em metros, a que aparece e
Secchi (m) desaparece o disco de Secchi

Cor Registar a cor, em miligramas por litro (escala pt-Co)

(mg/L — escala Pt-Co)

Sdélidos Suspensos Registar a concentragdo de Sdlidos Suspensos Totais, em
Totais (mg/L) miligramas por litro

Dureza (mg CaCOz/L) Registar a dureza, em miligramas de carbonato de calcio por
litro



Alcalinidade

(mg CaCOs/L)

Azoto Total (mg N/L)

Nitritos (mg NO.>/L)

Nitratos (mg NOs/L)

Amonia (mg NH4/L)

Fosforo Total (mg P/L)

Ortofosfato (mg P/L)

CQOsq (Mg/L)

CBO (mg/L)

pH

Condutividade
(uS/cm)

Cota (m)

Estratificacdo Térmica?

Observacdes

Controlo de Qualidade

Registar a alcalinidade, em miligramas de carbonato de calcio
por litro

Registar a concentracdo de azoto total, em miligramas de azoto
por litro

Registar a concentracdao de nitritos, em miligramas de nitrito
por litro

Registar a concentracdo de nitratos, em miligramas de nitrato
por litro

Registar a concentracdo de amonia, em miligramas de amdnia
por litro

Registar a concentracdo de fdsforo total, em miligramas de
fosforo por litro

Registar a concentragcdo de ortofosfato, em miligramas de
fosforo por litro

Registar o valor de Caréncia Quimica de Oxigénio, em
miligramas por litro

Registar o valor de Caréncia Bioquimica de Oxigénio, em
miligramas por litro

Registar o pH

Registar a condutividade eléctrica, em micro Siemens por
centimetro

Cota a que se encontra o nivel da dgua, em metros

Assinalar Sim caso se registe uma estratificacdo térmica ou
N&o caso a albufeira/lago se apresente em circulagao

Registar os aspectos importantes e/ou fotografias

Assinalar as caixas em caso afirmativo



Folha 2/2

Composicao e quantificacéo fitoplanctonica

Lago/Albufeira
Cdodigo

Estacao

Data Amostragem

Codigo Amostra

Tipo de Amostra

Data Sedimentacao

Data Analise

Técnico

Camara Utermohl

Factor diluicao

Factor Concentracao

Tempo Sedimentagéao

(horas)

Estratégia de contagem

NUumero

Transeptos/Quadriculas

Designacao do lago ou da albufeira

Codigo de identificacdo do lago ou albufeira
Designacao ou codigo da estacdo de amostragem
Data de amostragem (aaaa/mm/dd)

Codigo da amostra utilizada para determinar a concentracdo de
pigmentos fotossintéticos

Registar qual o tipo de amostra colhida: composta da zona
eufética; composta do Epilimnio; composta de um
determinado nimero de metros da coluna de agua

Data em que a sedimentacao foi efectuada (aaaa/mm/dd)

Data em que a anadlise quantitativa foi efectuada
(aaaa/mm/dd)

Identificagdo do técnico responsavel

Assinalar com circulo o volume da cédmara de Utermohl
utilizada.

Se efectuada, assinalar o factor de diluicdo utilizado. Se a
amostra for diluida uma vez o factor sera 2, se for diluida duas
vezes o factor sera 4.

Se efectuada, assinalar o factor de concentragao utilizado. Se a
amostra for concentrada uma vez o factor sera 0,5, se for
concentrada duas vezes o factor sera 0,25.

Registar o tempo de sedimentacdo da amostra, em horas.

Assinalar com circulo a/s estratégia/s de contagem utilizada/s.

Registar o niumero de transeptos e/ou quadriculas contados.

Quadro para o registo dos taxa observados, o grupo fitoplancténico a que
pertencem, o nidmero de células contadas, a densidade de células por mililitro, o
biovolume da unidade de contagem e biovolume total do taxon na amostra do

respectivo taxon.

Observacoes

Controlo de Qualidade

Registar os aspectos importantes e/ou fotografias

Assinalar as caixas em caso afirmativo
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FicHA DE CAMPO - FITOPLANCTON
Lago/Albufeira
9 Estacao Data
M (m) Hora de Inicio Fim
Cadigo P (m) Técnico
Condicdes Meteorologicas (assinalar com O) Temperatura ar (°C)
; Vento (direcgéo)
Pouco Muito
Sol Nublado Nublado Chuva Cota (m)
Vento —
Sem vento | Vento fraco moderado Vento forte Cor e odor

Condutividade
(uS/cm)

pH

Descricdo da Amostra

Profundidade de
Secchi (m)

Zona eufotica
(2,5 x Secchi)

Estratificagdo?

Epilimnio (m)

Amostra Integrada Zona Eufética

Fitoplancton in vivo volume (L) codigo amostra
Fitoplancton (Fixado) volume (L) cédigo amostra
Clorofila a volume (L) cédigo amostra
Fisico-quimicos volume (L) cédigo amostra

Outras Amostras

profundidade

volume (L)

cédigo amostra

profundidade

volume (L)

codigo amostra

Observacdes:

1/2




FicHA DE CAMPO - FITOPLANCTON

Lago/Albufeira

Estacéo Data

Técnico

Prof.

Temp.

Oxig.

z (m)

°C

mg/|

%

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

22

24

26

28

30

32

34

36

38

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

CONTROLO DE QUALIDADE

O cabecalho foi totalmente preenchido?

As condi¢c8es meteorolégicas foram registadas?

Os parametros fisico-quimicos foram medidos e registados?
Foi registado o tipo de amostra e os volumes armazenados?
As amostras foram identificadas e armazenadas?

I

272




PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Lago/Albufeira

Estacdo Tipo de Amostra

Data Amostragem

Cédigo

Cédigo Amostra

Data Filtracao

Data Determinacdo Técnico

Filtro 1

Filtro 2

Filtro 3

Volume Filtrado (L)

Volume Filtrado (L)

Volume Filtrado (L)

L1

L1

L1

Comprimento de onda Absorvancia Comprimento de onda Absorvancia Comprimento de onda Absorvancia
630 nm 630 nm 630 nm
647 nm 647 nm 647 nm
664 nm 664 nm 664 nm
665 nm 665 nm 665 nm
750 nm 750 nm 750 nm

665 nm, apos acidificagido

665 nm, apos acidificagido

665 nm, apo6s acidificagido

750 nm, apos acidificagao

750 nm, apos acidificagdo

750 nm, apos acidificagdo

Equaciao Monocromatica de Lorenzen (1967)

Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3 Média
Clorofila a (mg/m’)
Feopigmentos (mg/m”)
Equacio Tricromatica de Jeffrey & Humphrey (1975)
Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3 Média
Clorofila a (mg/m’)
Clorofila b (mg/m’)

Clorofila ¢ (mg/m®)

Fisico-QuiMicos E HIDROMORFOLOGICOS DE SUPORTE

Cédigo Amostra

Tipo de Amostra

Profundidade de Secchi (m) Azoto Total (mg N/L) Ortofosfato (mg P/L)

Cor (mg/L - escala Pt-Co) Nitritos (mg NO,/L) CQOs4 (mg/L)

Soélidos Suspensos Totais (mg/L) Nitratos (mg NOs/L) CBO (mg/L)

Dureza (mg CaCO;/L) Amoénia (mg NH./L) pH

Alcalinidade (mg CaCOs/L) Fosforo Total (mg P/L) Condutividade (uS/cm)
Cota (m) Estratificagdo Térmica? Tempo de Residéncia (anos)
Observacoes:

CONTROLO DE QUALIDADE

O cabecalho foi totalmente preenchido?
As absorvancias e valores de concentragdo de pigmentos foram registados?
Os elementos fisico-quimicos e hidromorfoldgicos foram registados?

HNn

12




COMPOSICAO E QUANTIFICAGAO FITOPLANCTONICA

Lago/Albufeira

Estagao

Data Amostragem

Cédigo

Cédigo Amostra

Tipo de Amostra

Data Sedimentagao

Data Analise

Técnico

Cémara Utermohl 5ml

10 ml

25 ml 50 ml

100 mi

Estratégia de contagem

Factor Factor

Diluigdo Concentragéo

Tempo
Sedimentagdo (horas)

Completa

Transeptos

Quadriculas
Aleatdrias

Numero
Transeptos/Quadriculas

Taxon

Grupo
Fitoplancténico

Namero
Células

Densidade
(cél/ml)

Biovolume do
Taxon (pm?)

Biovolume
(mm?/L)

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Total

Observacoes:

CONTROLO DE QUALIDADE

O cabegalho foi totalmente preenchido?

O tipo de estratégia de contagem e as quantificagdes foram registados?

(|
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