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1 Introducéo

O zooplancton de agua doce é constituido por animais invertebrados de pequeno porte que vivem em
suspensao na agua, oferecendo pouca ou nenhuma resisténcia as correntes. Inclui, principalmente,
protozoarios (protozooplancton), rotiferos, cladéceros e copépodes, podendo ser registrados
eventualmente, gastrotriquios, larvas de insetos e de moluscos, nematddeos, crustaceos ostracodes,
platelmintos, etc. Habita os mais variados ambientes de agua doce, como acudes, charcos, lagos,
pocas, reservatorios e rios.

Nos ecossistemas aquaticos a comunidade zooplanctbnica atua como elo intermediario na cadeia
trofica, participando no fluxo de energia e de nutrientes. Esses organismos encontram-se distribuidos
em toda a coluna d'agua, apresentando muitas vezes estratificacdo e migracao verticais relacionadas
aos fatores fisicos, quimicos e biolégicos, destacando-se a disponibilidade de alimento e a variagao da
intensidade luminosa. Diferencas na sua densidade e composi¢cdo sdo observadas sazonalmente, e
entre as regides litoranea e limnética, mas também podem ser em resposta ao aumento excessivo da
comunidade fitoplanctonica e/ou a presenca de compostos téxicos, entre outros.

A avaliagdo da comunidade zooplancténica €& importante em estudos de caracterizagdo ecoldgica,
monitoramento e avaliagado de impactos, pois varias espécies podem ser empregadas como indicadores
da qualidade da agua.

2 Escopo

Esta Norma prescreve alguns métodos qualitativos e quantitativos para a analise do zooplancton de
agua doce, visando determinar as comunidades existentes nos diferentes ecossistemas. As informacgdes
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sobre abundancia e/ou composicdo do zooplancton podem auxiliar em um ou mais dos seguintes
propositos:

a) no estudo e identificagdo da natureza, extensao e efeitos bioldgicos da poluigdo (organica e/ou
industrial);

b) no progresso de processos de autodepuragdo em corpos d'agua;
¢) na identificagao de mistura de corpos d'agua;
d) no levantamento de espécies (inventario) para caracterizagdo ambiental,

e) na interpretagdo de varias determinagbes fisicas e quimicas, tais como: oxigénio dissolvido,
turbidez, cor, etc.; e

f) na obtencdo de informagédo regular e constante de sistemas aquaticos (monitoramento), com
objetivo de fornecer subsidios para a tomada de decisdes baseada em séries histéricas continuas.

Os objetivos de cada projeto especifico é que irdo determinar a natureza da informacgao a ser obtida por
meio do zooplancton.

Nota: Esta Norma ndo contempla a metodologia para a analise do protozooplancton (actinépodos,
ciliados, flagelados e rizépodos) de agua doce.

3 Documento Complementar

O documento relacionado a seguir contém disposi¢cdes que constituem fundamento para este
procedimento. A edigédo indicada estava em vigor no momento desta publicagdo. Como toda norma esta
sujeita a revisdes e alteragdes, aqueles que realizam procedimentos com base nesta, devem verificar a
existéncia de legislagdo superveniente aplicavel ou de edi¢bes mais recentes dos documentos citados.

Para a coleta de amostras sugere-se consultar:

BRANDAO, C. J. et al. (Org.). Guia nacional de coleta e preservacdo de amostras: agua, sedimento,
comunidades aquaticas e efluentes liquidos. Sdo Paulo: CETESB; Brasilia: ANA, 2011. 325 p.
Disponivel em:
<http://www.ana.gov.br/bibliotecavirtual/arquivos/20120321181900_Guia_Nacional_de_Coleta.pdf>.
Acesso em: out./ 2012.

4 Definigbes
Para efeitos desta Norma sao adotadas as definigdes:

4.1 Autodepuracéo
Sucessao de processos naturais (fisicos, quimicos e biolégicos) em um corpo hidrico, resultando no
retorno das caracteristicas semelhantes as observadas antes do lancamento de uma carga poluidora.

4.2 Comunidade
Conjunto de populag¢des que ocupa uma determinada area.

4.3 Ecossistema

Qualquer unidade que abranja todos os organismos que funcionam em conjunto (biota) numa dada
area, interagindo com o ambiente fisico de tal forma que um fluxo de energia produza estruturas bidticas
claramente definidas e uma ciclagem de materiais entre as partes vivas e nao-vivas.
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4.4 Fitoplancton

Comunidade vegetal microscopica (algas e cianobactérias) que vive em suspensdo nas diversas camadas
de 4gua onde, gracas a presenca de energia luminosa, promove o processo fotossintético, principal
responsavel pela base da cadeia alimentar no meio aquatico.

4.5 Populacéao
Qualquer grupo de organismos da mesma espécie (ou outros grupos dentro dos quais os individuos
podem trocar a informacao genética) que ocupa determinado espago ao mesmo tempo.

4.6 Regido limnética (ou pelagica)
Regi&o central de um corpo hidrico, que ndo esta em contato direto com o ecossistema terrestre.

4.7 Regido litoranea (ou riparia)
Regidao de um corpo hidrico que esta em contato direto com o ecossistema terrestre.

4.8 Taxon
Unidade taxonémica, onde os organismos compartiiham alguma semelhanca. Exemplos de taxons:
Ordem, Familia, Género, Espécie.

4.9 Trophi

Estrutura componente da faringe muscular (“mastax”) nos rotiferos. Atua como mandibula. Utilizada na
identificacdo de determinadas espécies.

5 Metodologia

A seguir sera apresentada a metodologia necessaria para a analise da comunidade zooplanctdnica.

5.1 Equipamentos
Equipamentos necessarios para a observagcao dos organismos:

a) Microscopio binocular comum, que proporcione aumentos de 100 X a 1.000 X;
b) Microscépio binocular estereoscépico que proporcione aumentos de 20 X a 40 X, ou maior.

5.2 Solugbes/Produtos quimicos
Solugdes/produtos quimicos necessarios para a analise e preservagao dos organismos:

a) Acido latico (para clareamento de organismos);
b) Agua sanitaria (hipoclorito de sédio) (analise da “trophi” de rotiferos);
c) Alcool etilico (= 70GL);

d) Corante Rosa-de-Bengala (sugere-se adicionar 1 a 3mL de solugao rosa-de-bengala 0,1% em
amostras de 250mL). Dissolver 1g de corante em 1L de formaldeido 4%. Caso a amostra tenha sido
fixada com alcool etilico, a solugdo corante a ser adicionada na amostra deve ser preparada em
alcool etilico.

€) Solucao de formaldeido 4%. Diluir uma (1) parte de formaldeido 40% em nove (9) partes de agua
destilada. Neutralizar a solugdo com bicarbonato de sddio (5g/L) ou tetraborato de sédio (20g/L).
Acrescentar sacarose comercial (agucar) (40g/L).

Nota: Alguns autores denominam a solugdo comercializada como “formol” ou “formalina” 100%,
embora contenha entre 37 e 40% de formaldeido, portanto as solugdes formol 10 %, formalina 10% e
formaldeido 4%, sado equivalentes.
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f) Glicerina 50%. Diluir uma (1) parte de glicerina em uma (1) parte de agua destilada; e
g) Oleo de imerséo.

5.3 Materiais
Materiais necessarios para a execucao do ensaio:

a) Béqueres graduados com diferentes capacidades (a selegdo da capacidade dos béqueres
depende da concentracao que se quer obter);

b) Camara de contagem Sedgwick-Rafter, com fundo listrado ou quadriculado, com capacidade de
1mL (ver Anexo A, desenho 1);

c) Camara (ou placa) de contagem com fundo quadriculado, com capacidade para 5mL;
d) Contador manual;

e) Erlenmeyer (250mL);

f) Estiletes com ponta reta ou retorcida;

g) Ficha de analise;

h) Folha de aluminio;

i) Frasco para acondicionar a amostra analisada;

j) Laminas de vidro planas (comuns) e escavadas; laminulas;

k) Pincas de ponta fina;

I) Pipeta para subamostragem: pipeta graduada com ponta larga (ponta com aproximadamente 4mm
de didmetro) ou pipeta Hensen-Stempel;

m) Pisseta;

n) Conjunto para preparo da amostra (método de preparo 1):

Constituido por cilindro plastico com malha de nailon na base (com abertura igual ou menor a malha
utilizada na coleta) e tubo plastico acoplado a uma pera de borracha para retirada do sobrenadante
filtrado (ver Anexo A, desenho 2, ou o item 0); e

o) Conjunto para preparo da amostra (método de preparo 2):

Constituido por cilindro plastico com base afunilada e fundo desmontavel, com malha de nailon com
abertura igual ou menor a malha usada na coleta, encaixado a um erlenmeyer (ver Anexo A,
desenho 3).

5.4 Execucdo do ensaio
A seguir serdo apresentados os métodos para o preparo da amostra:

5.4.1 Preparo da amostra

Caso a amostra n&o tenha sido corada no campo, pode-se adicionar o corante rosa-de-bengala logo
apos a chegada da(s) amostra(s) no laboratério. A coloragao facilita a visualizagdo dos organismos e
também possibilita o controle de possiveis perdas decorrentes do manuseio durante a execucao do
ensaio.

Uma amostra pode ser concentrada quando a quantidade de organismos for pequena, ou deve ser
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diluida caso o numero de organismos seja muito alto, ou devido a grande quantidade de detritos e/ou
fitoplancton.

Devido a toxicidade do formaldeido, quando se trabalha com camaras/placas de contagem abertas,
pode-se substitui-lo temporariamente por agua. A amostra pode permanecer nesta condi¢do por poucos
dias (2 dias em temperatura ambiente ou 4 dias sob refrigeragdo) (USEPA, 2003). Pode-se também
substituir permanentemente o formaldeido por alcool etilico 270° GL (APHA; AWWA; WEF, 2006).

5.4.1.1 Método de preparo 1

Este método consiste na remo¢ao do sobrenadante da amostra por meio de um tubo cujo apice contém
uma pera de borracha, sendo esse tubo introduzido em um cilindro com base contendo malha de nailon
com abertura igual ou menor a utilizada na coleta (ver Anexo A, desenho 2), de modo a impedir a
passagem dos organismos (APHA; AWWA; WEF, 2006; DODSON; THOMAS, 1964).

a) despejar a amostra em um béquer;
b) retirar o sobrenadante;
¢) ajustar o volume adicionando agua no béquer; e

d) retirar uma aliquota do béquer e colocar em uma camara ou placa de contagem, e observar ao
microscopio se ha uma quantidade adequada de organismos. Se houver poucos organismos, retire
mais sobrenadante, ou adicione mais agua se houver uma grande quantidade de organismos ou
detritos que possam dificultar a analise.

5.4.1.2 Método de preparo 2

Outro método consiste em filtrar diretamente a amostra em um recipiente cuja base € desmontavel e o
fundo apresenta malha de nailon igual ou menor a empregada na coleta (ver Anexo A, desenho 3).
Para tanto, pode-se elaborar recipientes de diferentes capacidades para usar em amostras de diferentes
volumes.

a) despejar a amostra no tubo plastico encaixado a um erlenmeyer;
b) retirar a rede do tubo e com jatos de agua, transferir o concentrado na rede para um béquer;

c¢) lavar com jatos de agua a parede do tubo plastico para que os organismos presentes no mesmo
sejam também transferidos para o béquer; e

d) ajustar o volume adicionando agua, retirar uma aliquota do béquer e observar ao microscépio, e
verificar se ha necessidade de diluir mais a amostra, ou mesmo concentra-la ainda mais.

Nota: Recomenda-se que o béquer seja envolvido com uma folha de aluminio para que nido ocorra
fotodegradacao do corante rosa-de-bengala.

5.4.2 Procedimento de anélise:

Na maioria das vezes as amostras contém um numero elevado de organismos, o0 que torna necessaria
a analise por meio de subamostragem (item 5.4.2.1). Dependendo do objetivo, pode-se contar toda a
amostra, ou entdo definir o nimero de subamostras ou o numero de organismos a serem contados.
Amostras com pequeno numero de organismos (< 200 organismos) devem ser analisadas integralmente
(APHA; AWWA; WEF, 2006) (item 5.4.2.2).

5.4.2.1 Procedimento de andlise por meio de subamostragem
a) homogeneizar a amostra contida no béquer em movimentos aleatérios com o auxilio de um bastao
de vidro ou com a prépria pipeta de ponta larga;

b) retirar uma subamostra com a pipeta graduada (ponta cortada) ou uma pipeta Hensen-Stempel.

Cod.014-verséo 01 28/02/2002 6/1 3



(CETESB / L5.304 / junho / 2012)

Para analise de organismos menores (rotiferos e nauplios de Copepoda) transferir 1mL para uma
camara de Sedgwick-Rafter, e observar em microscépio comum. Para organismos maiores
(copepoditos e adultos de Copepoda e Cladocera) transferir 5SmL para uma camara (placa) com
capacidade para 5mL, e observar em microscopio estereoscoépico. Contar todos os organismos do
zooplancton contidos nas camaras, anotar os resultados na ficha de analise, incluindo o volume da
amostra no béquer e o volume da subamostra (ver Anexo B).

Nota: Todos os organismos podem ser contados em microscopio estereoscépico, desde que 0 mesmo
oferegca aumento necessario para a visualizagcado adequada de organismos menores (rotiferos e nauplios
de Copepoda). Organismos maiores (adultos de Copepoda e Cladocera) também podem ser contados
em camara de Sedgwick-Rafter em microscopio comum, embora a obtengcdo de um numero
representativo destes organismos possa necessitar de um numero maior de subamostras.

O critério para escolha do nimero de organismos a serem contados deve levar em consideragdo os
objetivos a serem alcangados. O nimero minimo de 100 organismos, por subamostra, em um total de
trés subamostras, pode ser suficiente quando o objetivo é estimar os organismos de menor porte
(nauplios e rotiferos), assim como a obtencdo de coeficientes de variagdo menores que 20% entre as
subamostras (item 5.4.3). Ha autores que sugerem como critério a contagem de no minimo 400
organismos de uma dada espécie (BRANDL, 2002), podendo ser, por exemplo, a espécie mais
frequente, sem estabelecer o numero de subamostras.

Para ambientes em que o grupo Rotifera, assim como os nauplios, sdo numericamente superiores, com
o estabelecimento de um numero minimo de organismos (ex.: 100) para a subamostra, as densidades
para os grupos Cladocera e Copepoda (adultos) podem ser subestimadas, sendo assim necessario
estabelecer um numero minimo de organismos para estes grupos. Mack et al. (2012) sugerem nao
incluir as densidades de rotiferos e nauplios de Copepoda no limite escolhido, ou seja, conta-se estes
organismos, mas esta densidade ndo é levada em consideragdo na obtencdo do numero minimo
estabelecido de organismos a serem contados para Cladocera e Copepoda, e ndo é estabelecido o
numero minimo de subamostras.

O numero minimo de organismos contados por subamostra ou por grupo, que tenha sido adotado, deve
ser registrado na ficha de analise e também posteriormente no boletim de analise.

Apoés a contagem de cada subamostra, despejar o conteudo da cadmara ou placa em um frasco e, ao
término da analise, transferir estes organismos para a amostra contida no béquer e substituir a agua
(itens 5.4.1.1 ou 5.4.1.2), por formaldeido 4% ou alcool etilico 2 70GL, para que a amostra seja
armazenada de forma adequada (item 7).

5.4.2.2 Procedimento para analise da amostra total
Todos os organismos da amostra devem ser contados, ndo sendo necessaria, portanto, a verificagdo
dos coeficientes de variacao entre as subamostragens.

5.4.3 Controle de qualidade

Deve-se considerar que, além do erro envolvido na obtencdo de amostra representativa de um corpo
d'agua, a subamostragem também introduz um erro na obtencdo do numero de organismos
zooplancténicos por unidade de volume. Contudo, esse erro pode ser controlado e minimizado e a
densidade estimada dentro de limites estatisticos pela contagem de varias subamostras (FRONTIER,
1981) de cada amostra. Desta forma, recomenda-se verificar o coeficiente de variagcdo entre as
subamostras de acordo com a seguinte expresséo:

—_—
[Z(x; — %)
oV () = (Pasvie Padrie .100) ki
(88) = = fedia ariemarica n—1 1)

Onde:
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CV = coeficiente de variagao (%)

s = desvio padrao entre as subamostras

Xi = numero de organismos de uma subamostra

Xm (Ou Média Aritmética) = meédia de organismos das subamostras
n = numero de subamostras

Caso o coeficiente de variagdo esteja acima de 20%, realizar outra subamostragem, e substituir a
subamostragem que apresentou maior desvio da média, e recalcular o coeficiente de variagao.

5.4.4 Identificacdo dos organismos

A identificagdo dos organismos pode ser feita antes da contagem, de forma a evitar a remogao dos
organismos das subamostras durante o ensaio. Caso ocorra duvida em relagdo a algum espécime
durante a contagem, somente retira-lo para identificacdo apés o término da contagem.

A identificagcao dos rotiferos, copépodes e cladéceros pode ser feita com base na morfologia externa.
Para os rotiferos, muitas vezes é necessaria a observacao da “trophi”, sendo utilizada agua sanitaria
(hipoclorito de sddio) para a dissolugdo da musculatura, possibilitando a visualizagdo desta estrutura,
sob aumento minimo de 400X.

Os copépodes podem ser dissecados em microscopio estereoscopico, possibilitando que partes do
corpo sejam observadas em microscopio comum, sob maiores aumentos (= 100X).

Para facilitar a visualizagado de determinadas estruturas muitas vezes é necessario o clareamento dos
espécimes com acido latico para remogao do corante (rosa-de-bengala).

O analista deve sempre manter atualizado o material bibliografico utilizado para as identificagbes, como
também buscar a ajuda de especialistas quando tiver duvidas na identificacao.

6 Resultados

Os dados obtidos podem ser expressos de forma qualitativa por meio da estimativa da riqueza (niumero
de espécies) e abundancia relativa (%), como também de forma quantitativa, por meio do niumero de
organismos por unidade de volume (L ou mais comumente m®), sendo esta extrapolacdo possivel
apenas quando se conhece o volume de agua filtrada em campo.

6.1 Estimativa da riqueza
A riqueza de uma amostra é obtida pela contagem do niumero de taxons de mesma categoria (familias
ou géneros ou espécies) presentes na amostra.

Exemplo: foram identificadas 5 espécies (Brachionus angularis, Filinia longiseta, Thermocyclops
decipiens, Bosmina longirostris e Daphnia gessneri). Desta forma, a riqueza da amostra € igual a 5.

6.2 Estimativa da abundancia relativa
A abundéancia relativa de um determinado taxon é obtida por meio da seguinte expressao:

(n.100)

AR (%) = —

(2)
Onde:

AR = abundancia relativa (%)
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n = numero de organismos de um determinado taxon
N = numero total de organismos

Exemplo: foram identificados 480 organismos (N), dos quais 30 (n) pertenciam a espécie Brachionus
angularis, portanto:Brachionus angularis (abundancia relativa) = (30 X 100) / 480 = 6,25 %

6.3 Estimativa de organismos por unidade de volume
Para estimar o nimero de organismos por unidade de volume, geralmente m®, utiliza-se a seguinte
expressao:

_ Nz .Yac

" Vs.Va
(3)

Onde:

N = nGmero de organismos (m?)

Ns = numero de organismos encontrados em todas as subamostras

Vac = volume da amostra concentrada no béquer (mL)

Vs = volume total das subamostras (mL)

Va = volume amostrado (filtrado em campo) (m?)

Exemplos:
a) Foram encontrados 450 rotiferos da espécie Brachionus dolabratus (Ns) em 3 subamostras (cada
subamostra = 1mL, portanto Vs = 3mL), de uma amostra concentrada em 300mL (Vac). O volume
amostrado (filtrado em campo) foi 300L (0,3m?) (Va). O nimero total de Brachionus dolabratus por
m? é: (450 x 300)/(3 x 0,3) = 150.000 organismos/m>.
b) Foram encontrados 110 claddceros da espécie Bosmina longirostris (Ns) em 3 subamostras (cada
subamostra = 5mL, portanto Vs = 15mL), de uma amostra concentrada em 200mL (Vac). O volume
amostrado (filtrado em campo) foi 240 L (0,24m?®) (Va). O nimero de Bosmina longirostris por m® é:

(110 X 200)/(15 X 0,24) = 6.111 organismos/m?.

Nota: Para expressar os resultados por litro (L) deve-se dividir o resultado obtido em m? por 1.000.

7 Preservacdo da amostra apos a analise

Apds a analise, a amostra é transferida para um frasco devidamente etiquetado, com todas as
informagdes necessarias para a pronta identificacdo da amostra tais como: data de coleta, ponto e local
de amostragem, nimero da amostra, nome do cliente ou projeto. E recomendado manter um registro de
todas as amostras analisadas e estocadas.

A adicdo de um pouco de glicerina na amostra, apds a analise, pode prevenir o ressecamento dos
organismos caso ocorra evaporacao do fixador.

-
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Anexo A — Materiais para anélise do zooplancton

Desenho 1 — Esquema de uma camara de Sedgwick-Rafter.

Fonte: Adaptado de CETESB (2000)

Desenho 2 — Esquema do conjunto para preparo de amostra,
baseado em DODSON e THOMAS (1964) e APHA (2006)

=

Fonte: Antenor Paraiso Araujo/CETESB (2012), conforme APHA; AWWA; WEF (2006)

Desenho 3 — Esquema do conjunto para preparo de amostra
(cilindro plastico acoplado a um erlenmeyer)

Fonte: Antenor Paraiso Araujo/CETESB (2012)
...[Anexo B

Cod.014-verséo 01 28/02/2002

11/13



(CETESB / L5.304/ junho / 2012)

Anexo B — Exemplo de Ficha de Analise
FICHA DE ANALISE — ZOOPLANCTON DE AGUA DOCE

Cliente/Projeto:

Data de coleta: | Manancial:
Ponto:

N® Amostra:

Analista responsavel:

Subamostra n® | Volume da subamostra (mL):

Volume concentrado (béquer) (mL):
Taxon N? de Organismos

| Volume filtrado (L):

Observacdes:

Fonte: Adaptado de formulario interno da CETESB (2012)

Nota: Exemplo meramente ilustrativo, os formularios internos estéo sujeitos a alteragdes.
.../Anexo C
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Anexo C — Exemplo de Boletim de Analise de Zooplancton

Boletim de Anéalise — Zooplancton de Agua Doce
Sigla/n®laudo/ano

Dados do Cliente:
Nome: CETESB
Endereco/Municipio/UF: Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 345 — S&do Paulo — SP

Dados de Campo:

Manancial: Reservatério Principal
Descrigdo da amostra: Bruta
Ponto de Coleta: RP 1

Coletor (es):José

Equipamento de coleta: armadilha Schindler-Patalas Malha de selegéo (um): 63

Volume filtrado (L): 300 Profundidade (m): 25

N Amostra: 122222

Data de coleta: 02/02/2012 Data de entrada: 02/02/2012 | Data de emissédo: 12/02/2012

RESULTADOS

Gruno Identificacio Densidade Abundancia

P & (org./m?) relativa (%)

ROTIFERA
Asplanchna brightwelli 16.400 20,32
Brachionus calyciflorus 24.690 30,60
Conochilus unicornis 4,982 6,17
Kellicottia bostoniensis 723 0,90
Sub-total 46.795

CLADOCERA
Bosmina longirostris 1.389 1,72
Ceriodaphnia cornuta 789 0,98
Sub-total 2.178

COPEPODA

CYCLOPOIDA
Nauplios 12.064 14,95
Copepoditos 3.927 4,86
Thermocyclops decipiens 1.619 2,00
Sub-total 17.610

COPEPODA CALANOIDA

Nauplios 7.892 9,77
Copepoditos 4.938 6,12
Notodiaptomus iheringi 1.296 1,61
Sub-total 14.126

Total 80.709 100,00

Observagdes: 0S dados deste exemplo n&o séo reais.

Metodologia:

(assinatura) (assinatura)

Nome (biélogo responséavel) — CRBio n® Nome (gerente responsavel)

Este Boletim de Andlise s6 pode ser reproduzido por inteiro e sem nenhuma alteragao.
Os resultados desta analise referem-se tdo somente a amostra encaminhada.

Fonte: Adaptado de boletim da CETESB (2012)
Nota: Exemplo meramente ilustrativo, 0s boletins internos estéo sujeitos a alteragdes.
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