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INTRODUÇÃO 

 
 A atividade do fitoplâncton por unidade de biomassa e as respostas à luz são de 
importância fundamental para o conhecimento dos processos e mecanismos que controlam a 
transferência de energia e o ciclo de matéria orgânica nos lagos (SCHÄFER, 1984).  

Existem vários tipos de clorofila nas plantas, sendo que a mais importante 
quantitativamente é a clorofila-a. 

A determinação das concentrações de clorofila-a proporciona uma estimativa da 
biomassa fitoplanctônica e os feopigmentos indicam o seu grau fisiológico, uma vez que numa 
população em declínio, o teor de clorofila-a dimunui, enquanto que seus produtos de 
degradação (feopigmentos) e os carotenóides aumentam. Isso ocorre porquê as clorofilas são 
facilmente alteradas, por variações no pH, alta incidência luminosa ou temperatura, entre 
outros fatores, tendo como produto desta alteração, a feofitina (GOLTERMAN et al., 1978). 
 O espectro de absorção das clorofilas e das feofitinas são diferentes e podem ser 
utilizados para estimativas quantitativas. A extração quantitativa é difícil, especialmente em 
algas verdes. Por isso, diferentes solventes e temperaturas devem ser comparados 
(GOLTERMAN et al., 1978). 
 

PRINCÍPIO DO MÉTODO, DE ACORDO COM WETZEL & LIKENS (1991) 
 
 Como solvente orgânico é utilizado etanol 90% e os pigmentos são extraídos por 
choque térmico, para análise espectrofotométrica. 
 O espectro de absorção máxima da clorofila em etanol é 665nm. A clorofila pode ser 
convertida a feofitina pela adição de um ácido, que remove o magnésio da molécula de clorofila 
(GOLTERMAN et al., 1978). A feofitina também absorve luz a 665nm, porém mais fracamente 
que a clorofila. Portanto, pelo decréscimo na absorbância quando a amostra é acidificada, a 
quantidade de clorofila pode ser calculada em solventes orgânicos. 
 É necessário fazer uma correção aproximada para os outros componentes coloridos e 
para a turbidez, subtraindo o valor da absorbância a 750nm (comprimento de luz, na qual a 
clorofila e a feofitina absorvem a mesma quantidade de luz). 
  
COLETAS A CAMPO, FILTRAÇÃO E ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS 
 

1) Coletar as amostras de água com garrafa de Van Dohr nas profundidades 
determinadas e guardar em galões de polietileno ao  
abrigo da luz e do calor 

2) Utilizar filtros preferencialmente compostos de microfibras de vidro – Wharman GF/C 
(diâmetro 47 mm, poro 0,6-0,7 µm, Cat. No. 1822047) 

3) Filtrar um volume conhecido das amostras 
4) Dobrar e proteger os filtros de luz direta sobre papel absorvente até secarem 
5) Guardar em sacos plásticos ou papel alumínio, com todas as informações necessárias: 
 Data 
 Local 
 Volume filtrado 
 Profundidade 

6) Guardar os filtros no freezer e analisar em até 3 meses 
 

 
 
 



 
 
ANÁLISE EM LABORATÓRIO 
 
Extração da clorofila (1º dia) 
 

1) Com o auxílio de uma pinça, colocar cada filtro num tubo de centrífuga (com tampa 
esmerilhada) encapados com papel alumínio e devidamente numerado 

2) Pipetar 10 ml de etanol 90% em cada tubo 
3) Colocar fita crepe na tampa dos tubos 
4) Colocar os tubos em banho-maria a 78

o
C por 5 minutos 

5) Após este período, provocar choque térmico colocando os tubos em banho de gelo, por 
5 minutos 

6) Deixe os tubos ao abrigo da luz na geladeira por 24 horas. 
 
 
Leitura das amostras (2º dia) 
 

1) Utilizar etanol 90% como branco 
2) Ler as absorbâncias em espectrofotômetro nos comprimentos de onda 665 e 750 nm 
3) Após a leitura, colocar a amostra em recipiente pequeno, acidificar com algumas gotas 

de HCl (1,0 ou 0,5 N) até o pH baixar para 2,6-2,8 (controlar com potenciômetro ou 
indicador de pH) 

4) Ler a amostra acidificada nos mesmos comprimentos de onda (665 e 750 nm) 
 
 
Cálculo da clorofila-a (Lorenzen, 1967) 
 
 

Cl-a (µg/l) = [ ( U665 – U750 ) – ( A665 – A750 ) ] . v . F . K 
V . L 

U665 = absorbância do extrato antes da acidificação no λ = 665 nm 
U750 = absorbância do extrato antes da acidificação no λ = 750 nm 
A665 = absorbância do extrato depois da acidificação no λ = 665 nm  
A750 = absorbância do extrato depois da acidificação no λ = 750 nm 
v = volume do etanol utilizado (10ml) 
F = fator para equiparar a redução em absorbância para a concentração inicial da clorofila 
(R/R-1 = 1,7/1-1,7 = 2,39) 
K = coeficiante de absorção da clorofila-a para etanol (1000/87 = 11,49) 
V = volume da água filtrada (L) 
L = comprimento do trajeto óptico da cubeta (1 cm) 
 
Cálculo dos feopigmentos (Lorenzen, 1967) 
 
 

Feo (µg/l) = [R ( A665 – A750 ) ] – ( U665 – U750 ) . v . F . K .  
V . L 

 
U665 = absorbância do extrato antes da acidificação no λ = 665 nm 
U750 = absorbância do extrato antes da acidificação no λ = 750 nm 
A665 = absorbância do extrato depois da acidificação no λ = 665 nm  
A750 = absorbância do extrato depois da acidificação no λ = 750 nm 
v = volume do etanol utilizado (10ml) 
F = fator para equiparar a redução em absorbância para a concentração inicial da clorofila 
(R/R-1 = 1,7/1-1,7 = 2,39) 
K = coeficiante de absorção da clorofila-a para etanol (1000/87 = 11,49) 
R = razão máxima de [(U665 – U750)/(A665 – A750)] na ausência de feopigmentos (1,7) 
V = volume da água filtrada (L) 
L = comprimento do trajeto óptico da cubeta (1 cm) 
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