Preparacao de
amostras para exame de
protozoarios e flagelados

de agua doce

ELENITA GHERARD! GOLDSTEIN (*)
REGINA LUCIA DE LIMA LOPES (*)
DENISE NAVAS PEREIRA (")

1. INTRODUGAO

Na realizagdo de exames de amos-
tras de fitoplancton em que ocorre
grande porcentagem de protozodrios
e flagelados, um dos problemas com
que o biclogista se defronta € a ne-
cessidade de conseguir, para conta-
gem e identificagdo, a imobilizagao
dos organismos através de fixadores,
sem contudo haver alteracio de sua
morfologia e estrutura interna, a fim
de se poder identifica-los e minimi-
zar erros na avaliagdo.

Alguns reagentes recomendados
para retardar o movimento de proto-
zoarios ciliados sdo: solugdo de me-
til celulose a 10% (Marsland, 1943,
in: Vollenweider, 1974), solugdo de
sulfato de niquel (Tartar, 1950, in:
Vollenweider, 1974), ou solucéo de
lugol (Kudo, 1966: Vollenweider,
1974), sendo que a dultima muitas
vezes altera a estrutura dos organis-
mos.

Segundo o “Standard Methods for
Examination of Water and Wastewa-
ter” (APHA, 1975), as substancias
mais utilizadas atualmente para fixa-
cdo, conservacao, imobilizacdo e
contagem de fitoflagzlados e leuco-
flagelados sao: formaideide neutrali
zado a 4%, mertiolato n2 concentra-
cao de 3,6% e solucdo de lugol a
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1%. QOutra substancia largamente
utilizada em exames bioldgicos & o
alcool etilico 70% (APHA, 1975); o
detergente, utilizado na concentra-
¢ao de amostras de pléncton (We-
ber, 1973), também pode servir para
as finalidades propostas.

No entanto, as concentragdes uti-
lizadas para o exame variam de uma
amostra para outra, sendo escassa
a bibliografia a esse respeito.

Visando determinar a concentra-
¢do minima necessaria de cada uma
das substdncias acima discrimina-
das, foi elaborado o presente traba-
Ilho, tentando verificar a concentra-
céo de lugol, formaldeido, mertioclato
diluido a 50%, alcool 70% e deter-
gente, que melhor atenderiam aos
atuais objetivos, e qual ou quais
dessas substincias seriam mais in-
dicadas para a realizaco do exame
imediato de fitoflagelados, leucofla-
gelados e outros protozodrios de
agua doce.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAIS E REAGENTES

Para testes referentes a protozoa-
rios e flagelados em geral, foram
utilizadas amostras provenientes de
lagoas de estabilizacdo e de choru-
me, assim como cultura de leucofla-
gelados do género Chilomonas, de-
senvolvidas no laboratdrio.

Os organismos presentes nas
amostras foram testados em vérias
concentracoes de: lugol, alcool 70%,

solugdo de mertiolato, detergente
doméstico comumente encontrade
em supermercados (ODD) e formol
neutralizado a 4%.

2.1.1. Preparagéo da solucdo

de mertiolato

Esta solucao é preparada a partir
das seguintes solugdes:

— solugdo A: Dissolver 1 g de
mertioclato (sodio etil merclrio tios:
salicilatotimerosal) em 300 mi de
4dgua destilada.

— solucdo B: Dissolver 1,5 g de
hérax (borato de sodio) em 300 ml
de agua destilada.

— solugdo C: Dissolver 40 g de
iodo e B0 g de iodeto de potassio
em 1 litro de agua destilada. Tomar
t ml desta solucdo e diluir em 300
ml de agua destilada.

Combinar as 3 solugbes e elevar
o volume a 1 litro.

Esta solucao, diluida a 50% (1 par-
te de agua: 1 parte de solucdo de
mertiolato), foi a utilizada nos testes
deste trabalho.

2.1.2. Preparacido da solugao
de formaldeido 4%

Neutralizar 1 litro de formo! co-
mercial com 5 g de bicarbonato de
sédio (NaHCO,).

A soluglo neutralizada é diluida a
10% (1 parte de formol: 9 partes de
4dgua) obtendo-se a solucio de for-
maldeido a 4%.
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2.1.3. Preparagao da solugdo
de lugol

Dissolver 10 g de iodo puro, 20 g
de iodeto de potassio e 20 g de aci-
do acético glacial em 200 ml de agua
destilada. Esta solugao deve ser ar-
mazenada em frascos escuros. Nao
se deve utilizar solugdo de lugol pre-
parada hd muito tempo.

2 1.4, Preparacao de alcool
etilico 70%

Acrescentar dgua ao alcool etili-
co, medindo-se a concentragdo com
um alcodmetro até atingir 70% (apro-
ximadamente 7 partes de alcool: 3
partes de dgua).

2.1.5. Preparacdo da solucéo
de detergentes (ODD)
diluido a 10%

Dissolver 10 m! de detergente em
100 ml de agua destilada.

2.2. EXAME DAS AMOSTRAS

As amostras foram observadas em
[dmina e laminula comuns e em
camaras de Sedgwick-Rafter, com
auxilio de microscdpio binocular co-
mum. Apos 2 minutos de exposicio
ao fixador, verificou-se o aspecto
morfolégico dos organismos, suas
alteragdes e mobilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise da Tabela |,
verifica-se que em concentragdes
abaixo de 1,7% ({inclusive} de mer-
tiolato 50%, ndo houve imobilizacao
de organismos de lagoas de estabi-
lizagdo e chorume, 0 mesmo ocor-
rendo com leucoflagelados mais de-
licados como Chilomonas sp. Os
protozoarios somente sdo imobiliza-
dos, sem apresentar alteragdo de
sua estrutura interna, na concentra-
¢ao de 2,5%, concentracio esta pre-
judicial a Chilomonas sp.

Pela Tabela 1l, nota-se que uma
concentracdo de 0,24% de formaldei-
do neutralizado a 4% imobiliza e nao
altera a estrutura de todos os orga-
nismos observados, quer sejam pro-
cedentes de chorume ou cultura e
quer sejam protozodrios ou flage-
lados.

Quanto ao alcool etilico 70%, de-
monstra-se, através da Tabela I,
uma variag8o maior quanto & con-
centragdo ideal para os diferentes
organismos testados. Assim, uma
Concentragéo de 11,2% produz efei-
to satisfatdrio em culturas de Chilo-
monas sp, enquanto gue leucoflage-
lados, fitoflagelados e protozoarios
de chorume somente sio afetados
na concentracio de 16%.

.A solugdo de lugol mostra-se efi-
Ciente na concentracdo de 0.096%

para Chilomonas sp, e na concen-
tragdo de 0,20% para fitoflagelados,
leucoflagelados e protozodrios de
chorume (Tabela IV).

Observando-se a Tabela V, verifi-
ca-se que uma concentragdo muito
baixa (0,112%) de detergente diluido
a 10% imobitiza Chilomonas sp, e
024% e 0.32% da mesma solugio
tornam imoveis, respectivamente,
flagelados e protozodrios de cho-
rume.

Quanto as alteragGes produzidas
na morfologia e estrutura interna
dos organismos:

— a solugao de detergente altera
facilmente os organismos, chegando
a desintegra-los, mesmo nas baixas
concentra¢Ges testadas, ndo se mos-
trando portanto eficiente para esse
tipo de exame;

— a solucao de mertiolato a 50%
apresenta alteracfes na estrutura
interna de leuco e fitoflagelados
menos resistentes, quando se torna
bom fixador para protozoarios, o que
dificulta sua utilizagio;

— com relagdo ao alcool 70%, os
organismos apresentam variacao fi-
siologica e morfoldgica muito diver-
sa, o que significa gue uma concen-
tragdo dessa substéncia poderia ser
eficaz para exame de determinada
amostra e ndo para outra, ainda mais
se aqui for lembrado que facilmente
ocorre desintegragdo dos organis-
mos;

— a solucdo de lugol é o fixador
que atua melhor nas concentragdes
mais baixas (0,096%) e que pratica-
mente ndo causa danos aos proto-
zodrios e flagelados na concentragio
de 0,20°%, apresentando a vantagem
de cord-los e tornar mais visiveis
cistos e flagelos;

— outro fixador que se mostra

4. CONCLUSOES

4.1. Os fixadores que menor al-
teracdo causam aos organismos tes-
tados sdo o lugo! e o formol neutra
lizado a 4%, respectivamente em
concentracdes de 0,20% e 0,24%.

4.2. As solugdes de detergente
{ODD), dlcool etilico 70% e mertio-
fato alteram com grande rapidez a
estrutura dos organismos, dificultan-
do a contagem e identificacdo dos
mesmos, ndo sendo portanto reco-
mendadas para exame de flagelados
e protozoarios de agua doce.
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EFEITO DOS DIVERSOS FIXADORES
NOS ORGANISMOS TESTADOS

eficaz em baixas concentragfes, sem Legenda:

alterar morfologicamente os organis-

mos considerados € a solugde de + Méveis

formol neutralizado a 4%, a uma + — Alguns em movimento

concentragéo de 0,24%, na qual to- — Imoveis inalterados

dos os organismos sdc mantidos in-  — — Iméveis alterados

_tegros e imobilizados. X Teste ndo efetuado
TABELA 1

Efeito de mertiolate 50% em flagelados,
outros protozoarios e Chilomonas sp

Organismos FLAGELADOS

Concen Protozodrios Fito- Leuco- Chilomonas

tragoes (%) flagelados flagelados sp
0.9 + + + +
1.0 + + + +
1.2 + + + +
1.9 + + + +
1.7 + + + +
1.9 + + + -
2.0 + -+ -+ - -
2,2 + — — - —
25 - - - - - -
3.0 - = - — - — - -
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TABELA 1l

Efeito de formaldeido neutralizado a 4% em flagelados,

outros protozoarios e Chilomenas sp

Organismos FLAGELADOS
Concen Protozoarios Fito- Leuco- Chilomonas
tragbes [%) flagelados flagelados sp
0,08 x X X +
0,016 + + + +
0,24 - - - .
0.32 x X X —
0,40 - - - = —— - -
0,48 X h4 X - -
0,56 - — —— - — - -
TABELA 1IN
Efeito do alcool etilico 70% em flagelados.
outros protozodrios e Chilomonas sp
Organismos FLAGELADOS
Concen Protozoarios Fito- Leuco- Chilomonas
tracdes (%) flagelados flagelados sD
48 + + + +
56 + + + -+
6.4 + + + +
8,0 X X X + -
96 X X X + -
11,2 X X X -
12,8 + + - + — X
16.0 - — - e
17,6 - = — - - - X
TABELA IV
Efeito da solugao de lugol em flagelados,
outros protozoarios e Chilomonas sp
Organismos FLAGELADOCS
Conce Protozoarios Fito- Leuco- Chilomonas
tragdes (%) flagelados flagelados sp
0,032 + + + "
0.064 -+ + + 4 —
0,080 b4 X X + —
0,096 + + + —
0,128 + - - -
0,160 + - - w
0,200 — —_ _ %
0,250 — R - - %
0,380 — - - - — %
TABELA V

Efeito de detergente (ODD) diluido 1/10 em flagelados,
outros protozoérios e Chilomonas sp

Organismos

Concen
tracdes (%)

Protozoarios

FLAGELADOS

Fito-
flagelados

Leuco-
flagelados

Chilemonas
sp

0,080
0.112
0,160
0,240
0,320
0.480
0,560

[ 4+ X+

I
[

| + X+

I+ X+

+

XX X1
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noticidrio sabesp

MAIS 48 KM DE REDES COLETORAS
DE ESGOTOS PARA SAO PAULO

A Sahesp, empresa vinculada 3
SOMA — Secretaria de Obras e do
Meio Ambiente, acaba de entregar
mais 48 quildmetros de redes cole-
toras de esgotc na regido norte da
Capital, beneficiando, de imediato,
8.500 habitantes de 90 ruas de Vila
Mangalot, Parque Sao Domingos,
Parque Anhanguera e Vila Jaguara.
As obras possibilitardo 4.800 ligagdes
domiciliares, das quais 1.679 jd fo-
ram feitas.

Segundo o presidente da Sabesp,
eng.. Oscar Souza Telles, as novas
redes foram assentadas de acordo
com ¢ Plano Diretor de Esgotos para
a Regido Metropolitana de Sao Paulo,
um dos setores de obras publicas
considerados prioritérios pela Admi-
nistracdo Pauio Maluf.

Plano Diretor

QO diretor-presidente da Sabesp in-
formou ainda que Sao Paulo conta
hoje com uma coleta de esgotos que
atende perto de 40% da populagdo.
“E essa situagdo se agrava com ©
déficit de coletores-tronco e inter-
ceptores ao longo dos rios™ disse.
Entretanto, para ele essa distorgao
estd comecando a ser corrigida com
o Plano Diretor de Esgotos que “ten-
do como horizonte o ano 2.000, pro-
pde-se a resolver as deficiéncias de
coleta, interceptacdo e tratamento
dos esgotos na drea que abriga cerca
de 10% da populaciio brasileira”.
Numa primeira etapa o plano deveré
permitir que a populagdo beneficiada
com redes de esgotos passe de 4.5
milhdes de habitantes para 7.5 mi-
Ihdes e que o tratamento desses es-
gotos, hoje atendendo cerca de 500
mil habitantes, passe a atender 5.5
milhdes.

Quanto ao tratamento de esqotos,
que hoje é feito apenas em nivel
primario (com remog¢io de apenas
35% da carga poluidora) passard a
ser feito em nivel secundério (com
remogdo de 90% da carga poluidora),
através das estagies recuperadoras
da qualidade da &gua, em construgéo
no ABC, em Barueri & em Suzano.
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