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RESUMO  

Um monitoramento preciso e acurado da biomassa fitoplanctônica é fundamental para escolha da 

melhor estratégia de manejo, prevenção e avaliação da qualidade da água. A estratégia 

habitualmente usada é o uso de métodos limnológicos tradicionais de quantificação de clorofila-a, 

que envolvem uma série de etapas e análises laboratoriais onerosas e morosas, que podem limitar 

um diagnóstico mais rápido e preciso. Naturalmente, todo o processo, muitas vezes, pode retardar a 

caracterização do ambiente e atrasar ações preventiva ou corretiva. Logo, estabelecer técnicas para 

monitorar os ambientes aquáticos de forma rápida, acurada e precisa é um grande desafio.  Diante 

disso, novas tecnologias de monitoramento são desenvolvidas baseadas no princípio da 

fluorescência, as quais permitem quantificar os pigmentos fotossintetizantes presentes na água sem 

a degradação do fitoplâncton (in vivo). Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi analisar e 

avaliar métodos de estimativa de clorofila-a por meio da fluorescência em corpos d’água no cerrado 

brasileiro. Para tanto, foram realizadas coletas simultâneas para estimativa de clorofila-a por meio 

do espectrofluorímetro e por meio da técnica laboratorial tradicional espectrofotométria. Ao todo 

foram coletadas 82 amostras que permitiram a comparação das técnicas. No decorrer do trabalho, 

análises estatísticas foram aplicadas para avaliar comportamento e acurácia advindos de forma 

absoluta e relativa. Para os dados relativos, propôs-se a aplicação de uma regressão linear para 

quantificação de clorofila-a a partir das combinações de bandas fluorimétricas. Os resultados dos 

dados absolutos mostraram uma forte correlação entre métodos. Contudo, o modelo gerado a partir 

de do valor de fluorescência apresentou correlação significativamente forte (r=0.88; R²=0.78), 

quando comparado com dados absolutos. As validações realizadas comprovaram a eficiência do 

modelo. No geral, concluímos que a estimativa de clorofila-a por meio de dados relativos 

apresentou melhor resultado dos que os estimados por meio dos dados absolutos estimados 

diretamente pelos modelos fornecidos pelas sondas fluorimétricas. As medidas fluorimétricas 

relativas mostram ser uma melhor opção para quantificação da concentração de clorofila-a, quando 

comparado com o uso de modelos pré-estabelecidos, que compõem as estimativas absolutas. 

Portanto, a fluorescência mostra-se um método altamente promissor para monitoramento da 

qualidade de água nos corpos d’água e a adaptação dos modelos a realidade local é altamente 

recomendável.  

Palavras-chave: Fluorescência. Estimativa de Clorofila-a. Ambientes Aquáticos Tropicais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Precise and accurate monitoring of the phytoplanktonic biomass is essential for choosing the best 

water quality management, prevention and assessment strategy. The strategy commonly used is the 

use of traditional limnological methods for quantifying chlorophyll-a, which involve a series of 

costly and time-consuming laboratory tests and steps, which can limit a faster and more accurate 

diagnosis. Naturally, the entire process can often delay the characterization of the environment and 

delay preventive or corrective actions. Therefore, establishing techniques to monitor aquatic 

environments quickly, accurately and precisely is a great challenge. Therefore, new monitoring 

technologies are developed based on the principle of fluorescence, which allow the quantification of 

photosynthetic pigments present in water without phytoplankton degradation (in vivo). Given the 

above, the objective of this research was to analyze and evaluate methods for estimating 

chlorophyll-a through fluorescence in water bodies in the Brazilian cerrado. Therefore, 

simultaneous collections were carried out to estimate chlorophyll-a by means of a 

spectrofluorimeter and by means of the traditional laboratory technique spectrophotometry. In all, 

82 samples were collected that allowed the comparison of techniques. During the work, statistical 

analyzes were applied to evaluate behavior and accuracy arising in an absolute and relative way. 

For the relative data, it was proposed the application of a linear regression to quantify chlorophyll-a 

from the combinations of fluorimetric bands. The results of the absolute data showed a strong 

correlation between methods. However, the model generated from the fluorescence value showed a 

significantly strong correlation (r=0.88; R²=0.78), when compared with absolute data. The 

validations carried out proved the efficiency of the model. In general, we concluded that the 

estimation of chlorophyll-a through relative data presented better results than those estimated 

through absolute data estimated directly by the models provided by fluorometric probes. Relative 

fluorimetric measurements show to be a better option for quantifying the concentration of 

chlorophyll-a, when compared with the use of pre-established models, which make up the absolute 

estimates. Therefore, fluorescence is a highly promising method for monitoring water quality in 

water bodies and adapting the models to local reality is highly recommended. 

Keywords: Fluorescence. Estimate of Chlorophyll-a. Tropical Water Environments. 
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CAPÍTULO 01- INTRODUÇÃO 

O aumento populacional e a expansão de atividades socioeconômicas têm aumentado à 

contaminação dos corpos hídricos e, conseguintemente, a deterioração da qualidade da água. Logo, 

proteger, monitorar e preservar os mananciais, rios e lagos é essencial para a manutenção da vida 

dos ecossistemas terrestres e para atividades humanas (Mustafa et al., 2020). No Brasil, tem se 

observado a poluição dos corpos d’água por essas fontes pontuais e difusas, que causam 

assoreamento, estimulam o processo de eutrofização artificial e induzem a proliferação de 

fitoplâncton para níveis que afetam a utilização normal e desejável da água. 

Trata-se de cenário comum em grandes centros urbanos, portanto, um desafio para definição das 

estratégias de monitoramento que garantam entendimento do funcionamento do ecossistema 

aquático. Dentre variáveis limnologicas, clorofila-a, encontrada na biomassa do fitoplâncton é o 

elemento utilizado como indicador para avaliar os níveis de eutrofização, portanto, um alvo 

importante para o monitoramento (Lorenzen 1967; Harmann et al., 2019). Quantificar esse 

pigmento de forma rápida e precisa é fundamental para a atuação das ações preventivas e corretivas 

diante do diagnóstico das condições da qualidade da água.  

Inúmeras são as abordagens utilizadas para mensurar e quantificar o pigmento fotossintetizante, 

clorofila-a.  As técnicas espectrofotométricas ou de cromatografia liquida de alta eficiência (High-

performance liquid chromatography-HPLC) são as tradicionalmente utilizadas (Marino 2017; 

Batista e Fonseca 2018; Garrido et al., 2019). Referem-se a metodologias (in vitro) que envolvem 

vários procedimentos e análises laboratoriais. Esses métodos tradicionais são confiáveis e 

aceitáveis, embora muito debatidos pela comunidade científica, pois envolvem uma série de etapas 

laboratoriais (processos químicos e maceração) que podem deteriorar as algas no momento da 

extração (Lorenzen 1967; Marino. 2017). Além disso, as análises consomem tempo, requerem 

grandes volumes de amostra e implicam alta logística e altos custos analíticos (Ferreira el at., 2012; 

Kuha el at., 2020). O que pode retardar a caracterização do ambiente e atrasar o potencial de 

resposta dos órgãos responsáveis para ações de prevenção, controle e fiscalização.  

Para suprir essa lacuna espaço-temporal, novas tecnologias são propostas com capacidade de 

captura de dados em tempo real (Loisa et al., 2015; Shin et al., 2018; Cremella et al., 2018; Garrido 

et al., 2019; Panchenko et al., 2020; Silva e Garcia 2021). Dentre as diversas tecnologias, destacam-

se os sensores ópticos, que se baseiam no princípio da fluorescência, que, por meio dos 

comprimentos de ondas de excitação e emissão distintos, têm a capacidade fornecer informações 

quantitativas dos pigmentos após o contato dos sensores com a água (Beutler 2002). Expresso em 
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outros termos, a técnica fundamenta-se no princípio de que cada pigmento possui faixas espectrais 

de excitação e emissão, que, no caso da clorofila-a, é absorvida em comprimentos de onda menores 

que 675 nm (453-440, 620-635 e 672-675 nm) e reemitida por volta de 685 nm (Shin et al., 2020; 

Choo et al., 2018; Suggett et al., 2010; Seppala 2007; Lohrenz et al., 2003). Essas faixas (bandas 

fluorimétricas) têm um papel importantíssimo na obtenção de um resultado confiável na detecção 

dos pigmentos e até mesmo identificação dos grupos de algas. As pesquisas de Ferreira el at. (2012) 

Ling et al. (2018) e Garrido et al. (2019) confirmaram tal constatação, as quais obtiveram ótimos 

resultados a partir do uso de canais espectrais de emissão de fluorescência diversos. O Trabalho de 

Ling et al. (2018) alcançou excelentes resultados a partir das bandas do uso de canais espectrais de 

emissão de fluorescência em 550 nm e 700 nm para estimar clorofila-a e distinguir os grupos de 

algas. O estudo de Garrido et al. (2019) também o obteve excelentes resultados, porém trabalhou 

com outras bandas fluorimétricas (370, 450, 525, 570, 590 e 610 nm) para alcançá-los.   

Vários são os benefícios desse método (Fluorescência- in vivo), dentre eles, destacam-se a 

facilidade de uso, a aquisição instantânea da concentração dos elementos de forma não destrutiva do 

organismo, a capacidade de obtenção de dados em grandes quantidades, a precisão e a acurácia 

(Roesler et al., 2017). Apesar dessas vantagens, há relatos em estudos que demostram preocupações 

diante dos dados adquiridos, como observado no estudo de Catherine et al. (2012), em que foram 

identificados valores superestimados de clorofila-a, quando correlacionados com medidas 

laboratoriais tradicionais.  

Outros trabalhos com abordagens distintas também avaliaram a efetividade da fluorescência in 

vivo (Leboulanger et al., 2002; Gregor e Maršálek 2004; Richardson et al., 2010; Houliez et al., 

2012; Kring et al., 2014; Escoffier et al., 2014; Ling et al., 2018; Harmann et al., 2019). Entretanto, 

muitos desenvolvidos em ambientes controlados, regiões temperadas ou de altas concentrações de 

clorofila-a, o que pode ser diferente da realidade de reservatórios tropicais.  

O que remete a busca por estudos em água interiores em regiões tropicais, no Brasil, há relatos 

de pesquisas que usaram método in vivo (fluorômetro) como método complementar para quantificar 

a concentração de clorofila-a, em virtude da baixa amostragem laboratorial que compromete a 

avaliação e/ ou calibração dos fluorômetros (Silva et al., 2016; Cicerelli et al., 2017, Ferreira el at., 

2012). Esses estudos apontam uma lacuna na literatura sobre a acurácia dos dados fluorimétricos 

advindos de formato absoluto e relativo para os ambientes aquáticos tropicais. Distante do exposto, 

o presente estudo tem, como objetivo, analisar e avaliar os métodos de estimativas dos dados 

absolutos e estabelecer um modelo alternativo de quantificação de clorofila-a partir das 
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combinações de bandas fluorimétricas relativas com intuito de mostrar a sua acuracidade na 

detecção dos pigmentos fotossintetizantes em diversos ambientes aquáticos tropicais. 

1.1-Objetivos  

O objetivo geral desta pesquisa é avaliar o desempenho da fluorescência na quantificação de 

clorofila-a em corpos d’água do DF.  

 1.2-Objetivo específico : 

a) Analisar o desempenho dos valores absolutos obtidos pelos métodos de estimativas; 

b) Avaliar a correlação dos resultados entre as medidas de estimativa tradicional como dados 

absolutos;  

c) Identificar e avaliar a combinação de bandas fluorimétricas mais eficientes na quantificação de 

concentração de clorofila-a; 

d) Propor técnicas de calibração a partir da realização de medidas relativas. 

1.3- Organização do volume  

A presente dissertação “FLUORESCÊNCIA NA ESTIMATIVA DE CLOROFILA-A EM 

MANANCIAIS DE ABASTECIMENTO PÚBLICO NO CERRADO, BRASIL” é subdividida em 

capítulos. O primeiro tópico é a introdução, que apresenta o tema, enfatiza a problemática da 

pesquisa, os objetivos e a estrutura do trabalho.  

O segundo capítulo realiza uma breve fundamentação teórica sobre o tema, abordando a 

importância do monitoramento aquático, as características do fitoplâncton, os principais pigmentos 

fotossintetizantes e seus fatores controladores e limitações. Também define os conceitos básicos 

sobre fluorescência e o comportamento fluorescente dos pigmentos, especialmente a clorofila-a. Em 

seguida, evidencia os métodos de estimativa mais relevante da biomassa algal, percorrendo as 

técnicas mais convencionais até as mais atuais.  

O desenvolvimento metodológico da pesquisa é apresentado no terceiro capítulo, no qual se fez 

uma breve caracterização da região de estudo, o que é evidenciado no mapa de localização. 

Posteriormente, os materiais utilizados foram detalhados e os métodos propostos e utilizados para 

obtenção da estimativa de clorofila-a foram descritos.  Também é apresentada toda a abordagem 

estatística metodológica usada na dissertação, na qual se explicam os procedimentos adotados para 

cada etapa do trabalho.    

O quarto capítulo traz as análises preliminares dos dados, em que se exibe a análise exploratória 

dos dados, após a remodelagem amostral, apresentando as características limnológicas e 

meteorológicas dos ambientes estudados.  
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O quinto capítulo apresenta os resultados e discussões após todas as filtragens amostrais 

necessárias. Ele está estruturado em formato de artigo, em que mostra os objetivos alcançados, 

análises realizadas e, principalmente, apresenta a técnica de calibração a partir da realização das 

medidas relativas.  

Figura 1: Fluxograma metodológico do artigo 

 

A figura 01 apresenta o fluxograma metodológico deste artigo. Resumidamente, a pesquisa 

começou com a seleção das áreas de estudo, em que se optou por fazer os levantamentos nos três 

mananciais de abastecimento do DF, foram eles: Lago Descoberto, Santa Maria e Paranoá. As 

campanhas de campo foram realizadas em parceria com CAESB, sendo que as coletas de dados 

foram realizadas nos pontos de monitoramento das variáveis limnológicas definidos pela 

companhia. Os dados foram obtidos por meio de três métodos: O primeiro foi tradicional método 

laboratorial in vitro realizado pela CAESB e os demais métodos in vivo foram por meio de sondas 

fluorimétricas (BBE e Exo II) adquiridas junto ao instituto de Geociência da UNB. Os dados 

obtidos pelos métodos in vivo apresentaram os resultados em dados relativos e absolutos. Com a 

obtenção dos dados absolutos, foram realizadas uma análise exploratória e comparativa com os 

dados convencionais (laboratorial) por meio das variáveis estatísticas. Para os dados relativos, foi 

gerado um modelo de quantificação de clorofila-a a partir das combinações de bandas 

fluorimétricas e avaliado tanto pelos indicativos estatísticos e quanto pelos dois métodos de 

validação (Jackknife e validação de campo).  

No sexto capítulo, são apresentadas as considerações finais, recomendações e indicações para 

futuros trabalhos usando as medidas fluorimétricas.  O sétimo capítulo apresenta as referências 

bibliográficas usadas nesta dissertação. Por fim, os apêndices I, II e anexo mostram as tabelas e 

figuras complementares desta pesquisa.  
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CAPÍTULO 02 - FUNDAMENTAÇÃO TEORICA 

2.1- A importância do monitoramento aquático. 

 

Todos os ambientes aquáticos são ecossistemas complexos, que envolvem uma série de 

processos físicos, químicos e biológicos, com interações permanentes e dinâmicas. Esses processos 

são peculiares a cada sistema aquático (oxigênio dissolvido, temperatura transparência, viscosidade, 

entre outros) e dependem do conjunto de situações resultantes da posição geográfica e da origem do 

sistema (Tundisi & Tundisi, 2008). Assim, entender essas variáveis limnológicas torna-se 

fundamental para um perfil das condições ecológicas do corpo d’água, a compreensão do 

ecossistema, enriquecimento do conhecimento limnológico e entendimento da dinâmica das 

comunidades aquáticas. 

A preservação e conservação dos recursos d’água é essencial para manutenção do ecossistema e 

para o desenvolvimento das atividades socioeconômicas. O desafio é a conscientização do uso 

sustentável desses recursos hídricos, diante das atividades humanas (atividades agrícolas, a 

industrialização, a mineração e outros), que, muitas vezes, ocasionam impactos ambientais. 

Geralmente, essas alterações das condições naturais dos ambientes estão ligadas aos poluentes de 

origem difusa e pontuais, comumente originadas de ações antrópicas (Cicerelli & Galo 2015).  

Uma das consequências dessa contaminação é o enriquecimento artificial de nutrientes que 

estimulam a proliferação de fitoplâncton, potencialmente produtoras de toxinas, para níveis 

prejudiciais à saúde humana e ao meio ambiente (Saha et al., 2021). Para evitar esse cenário, é 

evidente a importância do monitoramento das variáveis limnológicas (fósforo, nitrogênio, oxigênio 

dissolvido e clorofila-a, bem como os valores de pH, turbidez e densidade de coliformes fecais e 

totais) para avaliar o índice do estado trófico da qualidade da água, promover um programa de 

conservação, proteção e recuperação do sistema (Tundisi & Tundisi, 2008).  

No Brasil, para o monitoramento e manutenção dos sistemas aquáticos, a Resolução CONAMA 

n° 357/2005 do Ministério do Meio Ambiente prioriza a saúde, o bem-estar humano e o equilíbrio 

ecológico, que não devem ser afetados pela degradação da qualidade da água. A referida Resolução 

dispõe sobre a classificação dos corpos de água e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, 

bem como estabelece as condições e padrões máximos de lançamento de efluentes para as classes 

de uso (tabela1). Apesar da resolução estipular normas, não define a frequência a ser adotada para 

avaliar esses parâmetros.   
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Tabela 1- Classificação dos corpos d’água e padrões para água doce para concentração de 

clorofila-a. 

Classes (uso destinados) Clorofila-a (µg/L)  

 

1 

Abastecimento após tratamento simplificado, 

recreação de contato primário, irrigação de 

hortaliças consumidas cruas; 

 

10 

 

2 

Abastecimento após tratamento convencional, 

recreação de contato primário, irrigação de 

hortaliças e frutíferas, aquicultura e pesca; 

 

30 

 

3 

Abastecimento após tratamento convencional ou 

avançado, recreação de contato secundário, 

dessedentação de animais; 

 

60 

Fonte: Resolução CONAMA n°357/2005 

2.2- Fitoplâncton: pigmentos fotossintetizantes . 

 

Em 1897, o termo fitoplâncton foi utilizado pela primeira vez para descrever um grupo 

heterogêneo formado por algas fotossintetizantes presentes em diversos ambientes aquáticos, como: 

oceanos, lagos, reservatórios, estuários, rios e mananciais (Tundisi & Tundisi, 2008). Esses 

organismos fitoplanctônicos são a base da cadeia alimentar e estão presentes em várias formas, 

tamanhos e elevada variedade, tanto intra quanto interespecífica em sua morfologia (Reynolds, 

2006). Atualmente, são classificados em vários grupos taxonômicos, tais como Chlorophyceae 

(algas verdes), Rhodophyceae (algas vermelhas), Phaeophyceae (algas marrons), Cyanophyceae 

(cianobactérias), Xanthophyceae (algas verde-amarelas), Bacillariophyceae (diatomáceas) e 

Dinophyceae (Pangestuti et al., 2011; Suganya et al., 2016). 

É importante mencionar que, pelo fato de serem facilmente dispersos na coluna d’água, sofrem 

influência de vários fatores, tais como variação da temperatura, acúmulo de nutrientes, intensidade 

de luz, turbidez, oxigênio dissolvido, sedimentação e herbívoria (Beisner et al., 2006; Marques & 

Américo, 2017; TIAN et al., 2018). Essa sensibilidade desses organismos tem contribuído para o 

monitoramento do corpo hídrico, já que sua composição e distribuição espacial podem ser usadas 

como indicador da qualidade da água. Em outros termos, funcionam como um “biosensor” das 

mudanças em ambientes aquáticos, pois respondem rapidamente a essas mudanças ambientais, 

tornando-os de suma importância na avaliação de ecossistemas aquáticos (Goulart, 2019).  

Os pigmentos fotossintetizantes presentes nos fitoplânctons são os componentes utilizados para 

essa avaliação do nível trófico dos corpos hídricos. Há, na literatura, diversas pesquisas (Lorenzen, 

1966; Watras and Baker, 1988; Leboulanger et al., 2002; Gregor e Maršálek 2004; Izydorczyk et 

al., 2005; Seppala et al., 2007; Richardson et al., 2010; Zamyadi et al., 2012; Kong et al., 2014; 

Kring et al., 2014; Escoffier et al., 2014; Chai et al., 2016; Hodges  et al., 2018; Ling et al., 2018; 
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Harmann et al., 2019; Damar et al., 2020; Yu et al., 2021), que, ao longo de décadas, têm 

trabalhado na identificação e quantificação desses pigmentos fotossintetizantes e até na 

diferenciação dos tipos de grupos fitoplanctônicos, pois cada grupo algal apresenta sua própria 

combinação de pigmentos e, consequentemente, coloração distinta, o que torna possível distingui-

las (Abalde et al., 1995).  

Cerca de 100 pigmentos algais já foram identificados e são divididos em três principais 

categorias encontradas nos organismos fotossintetizantes, são eles: clorofilas, carotenóides e 

ficobilinas (ficobiliproteínas) (Kirk, 1993; Richardson, 1996). A principal função desses pigmentos 

é absorver luz visível utilizada no processo fotossintético. Além disso, também apresentam outras 

funções, como os pigmentos carotenoides que têm a função preventiva, a destruição da clorofila 

pelo oxigênio na luz (Rowan, 1989). As ficobilinas (ficobiliproteínas) são consideradas antenas de 

pigmentos coletores de luz que ainda são subdivididas em três principais pigmentos: ficoeritrina 

(vermelho) presentes nas algas vermelhas, ficocianina (azul brilhante) e aloficocianina (verde-azul), 

que influenciam na cor e nas propriedades de absorbância e estão presentes nas cianobactérias 

(Richardson, 1996). Na tabela 02, está resumidamente a distribuição desses pigmentos por grupos 

de algas. 

Tabela 2: Distribuição de pigmentos e grupos de organismos 

 

Grupo de algas Clorofilas Carotenóides Ficobilinas 
Cor  

predominante 

Cyanophyta a 

Flavicina, 

Zeaxantina, 

Oxcilaxantina, 

Myxoxantofil

a 

aloficocianina, 

ficocianina, 

ficoeritrina 

verde-azul 

Cryptophyceae a,c 
α-caroteno, e-

caroteno 

ficocianina e 

ficoeritrina 
- 

Prochlorophyta a, b - - verde 

Rhodophyta a, d α-caroteno 

Aloficocianina, 

ficocianina, 

ficoeritrina 

vermelha 

Fucophyceae a, c Luteína - marrom 

Bacillariophyceae a, c Fucoxantina - dourada 

Dinophyta a, c Peridinina - marrom 

Chlorophyta a, b 
Luteína, 

Sifonoxantina 
- verde 

Euglenophyta a, b Sifonoxantina - verde 

Plantas terrestres a, b - - verde 

Fonte: Adaptado de Richardson, 1996; Londe, 2008; Wetzel, 2001. 
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Dentre esses pigmentos fotossintetizantes presentes no fitoplâncton, destacam-se as clorofilas, 

que estão presentes em todas as espécies de algas (tabela 01). Os pigmentos clorofilados são 

divididos em grupos, denominados clorofilas a, b, c, d, e e, sendo que a clorofila c é dividida em 

várias subespécies (Wetzel, 2001). Entretanto, a clorofila-a funciona como centro de reação 

fotossintética, um coletor e um armazenador de radiação eletromagnética. Além disso, destaca-se 

por estar presente em todos os organismos fotossintetizantes e ser um dos principais responsáveis 

pela fotossíntese, bem como ser o mais usualmente usado estimativo da biomassa do fitoplâncton e, 

consequentemente, para avaliar a deterioração da qualidade da água (Tundisi & Tundisi, 2008; Pan 

et al., 2013; Roesler et al., 2019; Kuha el at., 2020).  

 

2.2- Influência dos fatores controladores e limitantes  

 

Vários são os fatores que influenciam a produtividade primária dos fitoplanctônicos. Dentre os 

principais, pode-se destacar: a disponibilidade de nutrientes, a intensidade de luz, a temperatura, a 

precipitação, o vento, a temperatura do ar, entre outros (Wetzel, 2001; Tundisi & Tundisi, 2008; 

MARAÑÓN et al., 2018; Biudes, & Camargo 2008; Silva et al., 2019; Sousa et al., 2020; Wiegand 

et al., 2020). A ilustração (figura 01) desenvolvida por Rastogi (2015) é uma boa representação 

esquemática desses principais fatores controladores e limitantes.  

Figura 1: Fatores que influenciam no desenvolvimento na produtividade algal, eutrofização 

antropogênica, mudança climática global, fatores bióticos e abióticos. 

 

Fonte: Rastogi (2015) 
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Quando ocorrem variações extremas desses fatores, provenientes normalmente das atividades 

antrópicas ou de oscilações climáticas, elas podem alterar as condições naturais do ambiente e 

provocar uma proliferação ou a extinção dos organismos fotossintetizantes, pois são organismos 

altamente sensíveis a mudanças do ambiente aquático.  

Um dos principais fatores que influenciam essa alteração é a carga de nutrientes, visto que, 

quando a concentração de nutrientes é baixa, a biomassa fotossintética para de crescer. Entretanto, 

quando ocorre um enriquecimento de nutrientes, principalmente nitrogênio e fósforo, originados de 

efluentes domésticos e / ou industriais pode ocorrer o processo chamado de eutrofização artificial 

(Calijuri et al., 2006; Ayele & Atlabachew 2020; Saha et al., 2021). Como resultado da 

eutrofização, ocorrem os eventos de floração de algas, que é um aumento excessivo da biomassa 

dos fitoplâncton, que contamina o corpo hídrico e impacta na saúde humana. Para avaliar essa 

produtividade primária dentro do corpo água, os estudos de qualidade da água utilizam o parâmetro 

limnológico clorofila-a como indicador (Marques & Américo, 2017; Li et al., 2018; Zolfaghari et 

al., 2020; Kim et al., 2021; Li et al., 2021). 

  Além da carga de nutrientes, outros fatores também influenciam no desenvolvimento e na 

distribuição espacial das comunidades fitoplanctônicas. A intensidade de luz é um desses outros 

fatores determinantes, pois a variação da radiação pode interferir na fisiologia, no crescimento e na 

reprodução dos organismos fitoplanctônicos. A alta intensidade de luz pode prejudicar as algas e 

causar danos aos pigmentos ou membranas, principalmente em condições com alta transparência e 

com alta radiação solar (Wetzel, 2001; Tundisi & Tundisi, 2008). Normalmente, a limitação da luz 

pode ocorrer devido à turbidez causada pelos sedimentos suspensos e partículas de argila 

inorgânica, comumente corrente nos reservatórios, rios e lagos das regiões tropicais e subtropicais 

(Biudes, & Camargo 2008; Utsumi, 2012). A temperatura é outra variável relacionada com radiação 

solar, que pode ocasionar um aumento ou diminuição das concentrações de fitoplâncton na coluna 

d’água.  

A interação dos fatores mencionados anteriormente com as condições climáticas (vento, 

temperatura do ar e precipitação) limita também o crescimento do fitoplâncton nos corpos d’água. 

Quando há um elevado aumento da temperatura, associada a condições de baixa precipitação, pode 

ocorrer a proliferação de crescimento do fitoplâncton. O efeito inverso também pode surgir, altas 

ocorrências de chuva intensas e longas podem aumentar o escoamento superficial, provocando 

ocorrência de florações (Reichwaldt & Ghadouani ,2012).  
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2.3- Comportamento fluorescente do pigmento fotossintetizante – Clorofila-a. 

 

Os principais pigmentos fotossintetizantes encontrados nos fitoplânctons são altamente 

fluorescentes, o que tem tornado a fluorescência uma ferramenta excepcional para o monitoramento 

desses organismos e, consequentemente, para a avaliação do ambiente aquático. O fenômeno 

fluorescência é quando um pigmento absorve um quantum de luz, um elétron é elevado de seu 

estado fundamental (S0) para altos níveis (S1, S2,...) e, ao retornar ao estado fundamental, ou seja, 

de S1 para S0, ocorre a emissão de fluorescência, bem como outros processos, como: perda de calor 

e transferência de energia para uma molécula adjacente (Nakaema & Sanches, 1999; Seppala, 

2009).  Na figura 2, apresenta-se resumidamente esse princípio básico do fenômeno fluorescência, 

mais especificamente para o caso do pigmento clorofila-a, em que se evidencia o comportamento de 

absorção e fluorescência das moléculas no corpo d’água. De acordo com a figura, a absorção da luz 

pela molécula ocorre na região do azul, em que o elétron passa pelo estado de excitação(S2), 

posteriormente, ocorre a perda de calor, reduzindo-o para um baixo estado de excitação (S1). Ao 

retornar para o estado fundamental, ocorrem dois processos: Absorção da luz vermelha em 675nm e 

emissão por fluorescência em 685nm.    

Figura  2: Princípios básicos do fenômeno de excitação e emissão e as diferenças entre a 

excitação espectral (absorção) e emissão espectral (fluorescência) da luz absorvida por moléculas de 

pigmentos da clorofila-a. 

 

Fonte: Adaptada de Papagiourgiou e Govindjee (2004) e Suggett et al. (2010) 
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Além dos pigmentos fotossintetizantes, outras substâncias também apresentam comportamento 

fluorescente, como muitos dos compostos encontrados na matéria orgânica (Mobley et al., 2005). 

Contudo, o elemento mais estudado ao longo de décadas por meio da fluorescência é o pigmento de 

clorofila a (Yentsch & Menzel, 1963; Lorenzen, 1966; Falkowski & Kiefer 1985; Davis et al., 

1997; Leboulanger et al., 2002; Gregor & Maršálek 2004; Richardson et al., 2010; Boss et al., 

2013; Roesler & Barnard 2013; Kring et al., 2014; Escoffier et al., 2014; Loisa et al., 2015; 

Cremella et al., 2018; Ling et al., 2018; Harmann et al., 2019; Panchenko et al., 2020), 

frequentemente, utilizado com proxy para a biomassa fitoplanctônica e quantificado por meio de 

distintos métodos fluorimétricos.  

Esses métodos de análise por fluorescência fundamentam-se no princípio de que cada pigmento 

possui faixas espectrais específicas de excitação e emissão, sendo que, no caso da clorofila-a, a 

energia é intensamente absorvida em comprimentos de onda menores que 675 nm (453-440, 620-

635 e 672-675 nm) enquanto que a reemissão ocorre por volta de 685 nm (Shin et al., 2020; Choo et 

al., 2018; Suggett et al., 2010; Seppala 2007; Lohrenz et al., 2003), conforme apresentado na Figura 

3.  

Figura  3: Espectro de absorção e fluorescência da clorofila-a. 

 

Fonte: Adaptada de Papagiourgiou e Govindjee (2004). 

 

Em outras palavras, irradia-se uma amostra em um comprimento de onda de absorção fixo e 

mede-se a intensidade da luz reemitida, numa faixa espectral definida. Baseadas nesse princípio, 

diversas tecnologias de monitoramento por fluorescência têm trabalhado com diferentes faixas 

espectrais ou até múltiplas bandas, para obter resultados mais precisos e acurados na quantificação 

de clorofila.  Há, na literatura, estudos (Suggett et al., 2010; Seppala 2007; Lohrenz et al., 2003) 

que usaram distintas faixas espectrais para estimular seletivamente a excitação da clorofila-a, 453-

440 nm, 620-635 nm e 672-675 nm, respectivamente. Um estudo mais recente, Ling et al., (2018) 

optaram por usar canais espectrais de emissão de fluorescência em 550 nm e 700 nm, para estimar 

clorofila-a e distinguir os grupos de algas. Já a pesquisa de Garrido et al., (2019) optou por usar 
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múltiplas faixas de excitação (370, 450, 525, 570, 590 e 610 nm) para estimular essas moléculas de 

clorofila-a. Portanto, compreender e analisar o comportamento dessas faixas (bandas fluorimétricas) 

é extremamente importante para obter melhores resultados. 

Outro ponto pertinente é que, ao analisar dos dados, deve-se levar em consideração as 

interferências que podem afetar a quantificação de clorofila por fluorescência, como: sobreposição 

nos espectros que pode proporcionar uma super ou subestimação do pigmento, a variabilidade das 

espécies, o estado fisiológico, a presença de poluentes e a disponibilidade nutricional (Babin et al. 

1996; Mobley et al., 2005; Chang et al., 2012; Garrido et al., 2019). Além disso, outros fatores 

como a temperatura, a turbidez e o material orgânico dissolvido na água também podem influenciar 

essa quantificação. (Zamyadi et al., 2016; Choo et al., 2018; Kuha et al., 2019). 

 

2.4-Técnicas de estimativa da biomassa fitoplanctônica (clorofila-a) por 

fluorescência. 

Existe, atualmente, uma vasta variedade de métodos de estimativa de clorofila-a baseados no 

princípio da fluorescência, por meio de distintas abordagens, que variam das mais convencionais até 

as mais sofisticadas. 

Inicialmente, a técnica de análise por fluorescência da clorofila teve seu início na década de 30 e 

foi aprimorada ainda mais no final da década de 40, com avanços no desenvolvimento dos tubos 

fotomultiplicadores que permitiram ampliar as técnicas por fluorescência (Kautsky & Hirsch, 1931; 

Kautsky & Franck 1943, 1948). Nas décadas posteriores 50 e 60, surgiram várias propostas 

metodológicas de quantificação de clorofila-a, aplicadas in vitro (Yentsch & Menzel, 1963; Holm-

Hansen et al., 1965; Lorenzen, 1967) ou in vivo (Lorenzen, 1966; Yentsch & Yentsch, 1979; 

Yentsch & Phinney, 1985). 

Dos vários métodos de fluorescência convencionais medida in vitro, vale destacar o método 

aprimorado por Lorenzen em 1967, que propôs uma estimativa mais eficiente para obtenção das 

concentrações de clorofila-a por meio das leituras espectrofotométricas antes e após acidificação da 

amostra, com intuito de diminuírem a interferências dos feopigmentos derivados das clorofilas b e 

c. Assim sendo, tornou-se uma técnica aceitável e aconselhável pela comunidade científica 

(Carmouze, 1994; Jeffrey et al., 1997).  

É um método laboratorial tradicional (in vitro) usualmente utilizado até hoje em diversas 

pesquisas (Ferreira el at., 2012; Utsumi el at., 2015; Silva et al., 2016; Cicerelli et al., 2017; Marino 

2017; Batista & Fonseca 2018). Vale lembrar que é um método que envolve uma série de 

procedimentos, como: coleta, armazenamento adequado, transporte, filtragem, extração por 

javascript:;
https://link.springer.com/article/10.1007/s11120-020-00814-y#ref-CR22
https://link.springer.com/article/10.1007/s11120-020-00814-y#ref-CR20
https://link.springer.com/article/10.1007/s11120-020-00814-y#ref-CR21
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solventes orgânicos (acetona ou etanol ou metanol) e leitura no espectrofotômetro. O processo 

analítico laboratorial requer tempo, o que pode ser inviável para um monitoramento mais grandioso, 

principalmente em regiões mais remotas (Ferreira el at., 2012; Escoffier et al., 2014). Para suprir 

essa lacuna espaço-temporal, outras técnicas inovadoras têm surgido, como:  sensoriamento remoto, 

sensores ópticos, citometria de fluxo e cromatografia líquida de alto desempenho.  

Dentre essas novas tecnologias, vale destacar os métodos fluorimétricos (sensores ópticos) 

medidos in situ e in vivo que quantificam substâncias (pigmentos) capazes de emitir fluorescência, 

diretamente no campo (in situ) de forma não destrutiva (in vivo). Além disso, obtêm os dados em 

grandes quantidades, com uma rápida detecção, precisão e acurácia (Seppala, 2009; Zamyadi et al., 

2012; Roesler et al., 2017). De forma geral, as tecnologias construídas nesses princípios apresentam 

alguns componentes principais (Figura 4), como: fonte de luz, lentes, filtros ópticos e detectores de 

fluorescência (Lee et al., 2016).  

Figura  4: Ilustração da função tecnológica de medição de fluorescência in situ. 

 

Fonte: Adaptado de (Awwa, 2010; Cagnard et al., 2006; Gregor; Marsalek, 2004; Gregor; 

Marsalek; Sipkova, 2007). 

 

Existe uma variedade de métodos e tecnologias construídas nesses moldes (in situ e in vivo) para 

quantificar fluorescência da biomassa fitoplanctônica. As tecnologias comercialmente disponíveis 

utilizam comprimento de onda de excitação e emissão distintas, que são capazes de fornecer 
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estimativa dos pigmentos fotossintetizantes (clorofila-a e outros pigmentos acessórios) e até mesmo 

diferenciar os grupos algais. Essas tecnologias podem fornecer os dados em formato absoluto 

(estimativa de clorofila-a em µg/L) e relativo (intensidade relativa da fluorescência). Na tabela em 

anexo, desenvolvida por Zeng & Li (2015), pode-se observar os principais métodos tecnológicos de 

medição de fluorescência de clorofila, em distintas faixas de excitação e emissão, medidas in situ, e 

algumas limitações.  

Embora essas tecnologias sejam promissoras na detecção da biomassa fitoplanctônica, pode-se 

observar algumas limitações e interferências de detecção que são discutidas em várias pesquisas 

(Leboulanger et al., 2002; Gregor & Maršálek 2004; Catherine et al., 2012; Escoffier et al., 2014; 

Silva et al., 2016; Ling et al., 2018; Garrido et al., 2019; Harmann et al., 2019; Panchenko et al., 

2020). O desafio para as técnicas de medição por fluorescência da clorofila é buscar avanços em 

tecnologias para melhorar e aperfeiçoar essas limitações, pois a ideia é alcançar maior precisão, 

confiabilidade e estabilidade na medição da fluorescência (Zeng & Li 2015). Segundo o mesmo 

autor, os principais avanços são nas fontes de luz, detectores, procedimentos de calibração, 

dimensão do fluorômetro e até mesmo no preço de equipamento. Essas melhorias podem auxiliar 

em um monitoramento ainda mais rápido e preciso, principalmente, em ambientes aquáticos, em 

que as concentrações de biomassa fitoplanctônica (clorofila-a) são extremamente baixas.  

Como mencionado anteriormente, outras técnicas também são altamente eficientes, como a 

análise por cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC), que é um método de quantificação 

de pigmentos fotossintéticos, incluídos a clorofila-a e os pigmentos acessórios. É uma técnica 

precisa, confiável e amplamente utilizada em várias pesquisas de monitoramento ambiental 

(Mackey et al., 1996; Liu et al., 2012; Garrido et al., 2019). 

Portanto, a escolha do método de estimativa de clorofila-a a ser usado varia de acordo com 

alguns fatores, como: custo de aquisição e manutenção (preço), custo logístico, tempo de aquisição, 

benefícios a longo e curto prazo, precisão, acurácia das técnicas, entre outros. De forma geral, todas 

as técnicas apresentam vantagens, desvantagens e limitações, cabendo analisar e balancear as 

melhores condições.  
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CAPÍTULO 3- MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1-Áreas de estudo 

O presente estudo está localizado integralmente no bioma Cerrado, que é o segundo maior bioma 

brasileiro em extensão, ocupando cerca de 21% do território nacional, localizado na porção central 

do país e faz contato com quatro outros biomas, que são: Floresta Atlântica, Caatinga, Pantanal e 

Floresta Amazônica. O bioma Cerrado apresenta uma vegetação constituída de savanas, matas, 

campos e matas de galeria (Oliveira filho et al., 2002; Sano et al., 2008). 

É uma região conhecida por abrigar boa parte das bacias hidrográficas do país e por ser 

considerada a “caixa d’água do Brasil” (Lima, 2011). O clima da região é estacional, o qual 

apresenta um período chuvoso, que dura de outubro a março, e, posteriormente, um período seco, de 

abril a setembro. A precipitação média anual é de 1.500mm e as temperaturas são geralmente 

amenas ao longo do ano, entre 22°C e 27°C em média (Pereira et al., 2011).  

Para desenvolvimento desta pesquisa, foram necessárias várias coletas em diversos ambientes 

aquáticos tropicais, localizados no bioma Cerrado, mais especificamente no DF e em GOIÁS, para 

obtenção das concentrações distintas de biomassa fitoplanctônica, em locais como: rios, lagos, 

reservatórios, mananciais e tanques de pisciculturas (Figura 1).  

Figura 1:Mapa de Localização dos locais de coleta. 
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3.2-Aquisição de dados 

Vários levantamentos de campo foram realizados para obtenção dos dados de clorofila-a, em 

diversos ambientes aquáticos, no DF e no entorno, locais como: braço de rios, reservatórios, lagos e 

tanques de piscicultura.  Esses campos foram vinculados pelo Instituto de Geociências - UnB e 

pelos campos conveniados a CAESB. Na tabela 1, mostra-se a lista dos locais de coleta, as datas de 

aquisição e o número de amostras coletas por cada método utilizado. Observa-se também que 

algumas amostras não foram adquiridas por alguns métodos, devido aos contratempos instrumentais 

ocorridos ou as altas variabilidades pelo método laboratorial. Por isso, alguns dados foram 

descartados para análise comparativa. 

Tabela 1 – Aquisição de dados 

Campos Datas Localização Amostras 

EXO 

Amostras 

BBE 

Amostras 

LAB 

Diogo 31/05/2019 Tanque de piscicultura 11 11 11 

CAESB 19/06/2019 Lago Paranoá 7 4 6 

 

Ricardo 

 

24/06/2019 

 

Parque Itiquira/ Mata da 

bica/ Lagoa Feia 

 

3 

 

3 

 

3 

Cinthya 01/07/2019 Braço do Lago Paranoá 10 8 10 

CAESB 10/07/2019 Lago do Descoberto  1 1 1 

CAESB 23/07/2019 Lago Paranoá 6 2 6 

CAESB 08/08/2019 Lago Corumbá 2 2 2 

CAESB 13/08/2019 Lago Paranoá 6 6 6 

CAESB 15/08/2019 Lago Santa Maria  1 1 1 

CAESB 13/09/2019 Lago Santa Maria  1 1 0 

CAESB 17/09/2019 Lago Paranoá 0 6 6 

Cinthya 23/09/2019 Braço do Lago Paranoá 6 6 6 

Vitória 24/09/2019 Guará II e candangolândia  2 2 2 

Vitória 10/10/2019 Guará II e candangolândia  2 0 2 

CAESB 21/10/2019 Lago do Descoberto  3 3 3 

CAESB 22/10/2019 Lago Paranoá 6 6 6 

CAESB 19/11/2019 Lago Paranoá 6 6 6 

Cinthya 06/12/2019 Braço do Lago Paranoá 10 10 10 

CAESB 11/12/2019 Lago Paranoá 6 6 6 

CAESB 11/02/2020 Lago Paranoá 6 6 6 

CAESB 10/03/2020 Lago do Descoberto  0 1 1 

CAESB/UnB 17/08/2020 Lago Paranoá - Validação 0 5 5 

Total - Dados coletados 96 97 106 

Total - Utilizado no Resultados Gerais 82 82 82 

Total -Utilizado no Artigo 40 45 45 
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Além dos dados de estimativa de clorofila-a, outros parâmetros limnológicos (Condutividade, 

temperatura, pH, turbidez e oxigênio dissolvido) e climatológicos (precipitação média (mm), 

temperatura média (ºC), umidade relativa média (%) e velocidade do vento (m/s)) foram adquiridos.  Os 

dados limnológicos foram coletados por meio da sonda multiparamétrica EXO2 e os dados 

climatológicos foram adquiridos juntos ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), nas 

estações meteorológicas mais próximas dos pontos de coleta. Esses dados complementares foram 

usados somente nas análises preliminares dos dados, para caracterização das condições dos 

ambientes. 

3.3-Técnicas de estimativa 

✓ Método espectrofotométrico tradicional in vitro (referência).  

A estimativa tradicional de clorofila-a foi realizada no Laboratório de Geoquímica do Instituto 

de Geociências da Universidade de Brasília e pela CAESB, ambas utilizaram a técnica de referência 

10.200H do Standard Methods for the Examination os Water and Wastewater (APHA; AWWA; 

WEF, 2012). Primeiramente, as amostras de água foram coletadas em um volume de 

aproximadamente 1000 ml de água em um frasco escuro para evitar degradação do pigmento. Após 

a coleta, os frascos foram identificados e armazenados em um recipiente térmico (Isopor ou 

Coleman) com gelo para preservar as amostras até a chegada ao laboratório.  

Na fase laboratorial, as amostras foram submetidas em três etapas: Filtragem, extração e leitura 

no espectrofotômetro. Na etapa filtragem, usou-se um conjunto de filtração e bomba de vácuo para 

filtrar a amostra e anotar o volume filtrado. O filtro utilizado foi Whatman GF/F (0.7 µm de 

porosidade e 47 mm de diâmetro), posteriormente, cada filtro foi dobrado ao meio, acondicionado 

em um papel alumínio, identificado e armazenado no freezer. Para extração do pigmento, retirou-se 

o filtro do papel alumínio com auxílio de pinça e colocou-se para macerar o filtro cuidadosamente 

até o ponto pastoso, em seguida, foi adicionado no tubo de ensaio, acrescentando acetona 90% e 

realizado o processo de centrifugação. Vale destacar que o processo de extração (maceração) foi 

modificado pela CAESB e aplicado a validação, os resultados das validações estão presentes em 

“relatórios de validação” disponibilizados pela companhia.   

Após a centrifugação, as amostras passaram para a etapa leitura no espectrofotômetro, em que 

foi adicionada 3 ml da amostra em uma cubeta e realizada a leitura em comprimento de onda de 664 

e 750nm, em seguida, foram colocadas duas gotas de ácido clorídrico (0.1 mL 0.1N HCL) para 

acidificar a clorofila com tempo de espera de 90s e, novamente, feita leitura da absorbância em 750 

nm e 665 nm. Anotado o volume e obtida a absorbância dos comprimentos de onda antes e após 

acidificação, foi obtida a concentração de clorofila-a a partir da equação, abaixo:   
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Clorofila a) µg/L= 26,73 𝑥 (𝐷664 − 𝐷665) 𝑥 [
𝑣

𝑉 𝑥 𝐿
] 

Onde: 

V= Volume, em litros, da amostra filtrada 

v = Volume, em mL, de acetona 90% usada para extração 

L= Caminho óptico, em cm, da cubeta espectrofotométrica usada 

D664c= Densidade óptico a 664 nm, corrigida 

D665c= Densidade óptico a 665 nm, corrigida 

É importante mencionar que todo o processo laboratorial foi realizado no escuro para evitar a 

degradação do pigmento. 

✓ Método espectrofluorímetro in vivo (Sondas portáteis).  

A presente pesquisa também usou a técnica espectrofluorímetro in vivo (fluorescência-IVF) que 

é a detecção da clorofila-a, sem a degradação e contato direto com o fitoplâncton. O laboratório do 

IG/UnB disponibilizou dois modelos, a Sonda multiparamétrica da YSI - EXO 2 e o fluorômetro 

FluoroProbe - BBE Moldaenke – Version 2.6 E2. De acordo com o manual da EXO2 (2020), o 

dispositivo apresenta cinco sensores para realização de coleta de dados, os parâmetros limnológicos 

disponibilizados são: 

• Algas Totais (canal duplo para clorofila e algas azuis/verdes); 

• Condutividade e Temperatura; 

• PH ou pH/ORP (dados de oxirredução);  

• Oxigênio Dissolvido (ótico); 

• Turbidez. 

Especificamente para concentração de clorofila-a, o dispositivo YSI - EXO 2 apresenta o sensor 

de algas totais, que funciona da seguinte maneira: o sensor emite feixes de luz (light-emitting diode 

- LED) em comprimento de onda em 470 nm para a clorofila-a, 590 nm para o pigmento acessório 

de ficocianina (PC) encontradas em algas azul esverdeadas(cianobactérias) e de 525 nm para a 

ficoeritrina (PE), e as reemissões ocorrem em 685 nm (Choo et al., 2018). Segundo o manual EXO2 

(2020), essas faixas espectrais definidas foram baseadas em monoculturas de espécies específicas 

de algas reproduzidas em laboratórios.  

O segundo equipamento utilizado foi o fluorômetro FluoroProbe - BBE, que detecta a 

fluorescência da clorofila-a e diferencia os principais grupos algais, conforme o manual 
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Moldaenke- BBE (2017). De acordo com Beutler et al. (2002), o princípio de funcionamento do 

fluorômetro FluoroProbe é medir a fluorescência emitida pelo núcleo do fotossistemas II e as 

antenas periféricas, localizadas nas membranas dos tilacóides dos fitoplâncton. Esse conjunto de 

antenas do núcleo central e periféricos dos Fotossistemas II, quando provocados por uma sequência 

de excitação de radiação, fornecem estimativas totais de clorofila-a em amostras de fitoplâncton. 

Para excitar essas antenas ou pigmentos é necessário variar o comprimento de onda de excitação, 

enquanto o comprimento de onda de observação (ou emissão) é mantido constante (Cicerelli, 2013). 

No caso do FluoroProbe - BBE, o equipamento opera sob seis diodos emissores de luz (LEDs) 

emitidos em 370,470, 525, 570, 590 e 610 nm, sendo que o LED 470 nm é a faixa utilizada para 

detectar o pigmento de clorofila-a, os resultados das medidas fluorescentes são comparados com a 

de espectros para quatro grupos de algas, denominadas “impressões digitais”, conforme a descrição 

feita por Beutler et al., (2002).  Esse armazenamento chamado| “impressões digitais” foi baseado 

nas medidas dos grupos algais realizados em laboratório. Conforme o manual Moldaenke- BBE 

(2017), as algas são classificadas da seguinte maneira: 

• O grupo das algas verde (clorofíceas), a antena periférica contém clorofila-a e –b, mostra 

um máximo de fluorescência no LED de 470nm.  

•  As cianofíceas (algas verde-azuladas) têm seu máximo em 610nm devido à presença de 

ficocianina no pigmento da antena fotossintética.  

•  As algas (“marrom”) para as bacillariophyceae origina-se da xantofila fucoxantina e para a 

dinofícea da peridina mostra o pico elevado na região de 525nm.  

• No nosso último grupo, cryptophyceae, um máximo significativo pode ser encontrado em 

570nm, que se origina da ficoeritrina (algas “vermelhas ou mistas”).  

De forma resumida, a figura 2 apresenta os principais componentes do dispositivo BBE: o 

microprocessador, a fonte de luz (LEDS), o filtro, a lente de foco, o fotomultiplicador e o conversor 

digital AD. 
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Figura 2. Componentes e funcionamento do fluorômetro - BBE 

 

Fluorômetro: (A) componentes e (B) transmissão espectros de filtro óptico. Em A: (1) microcontrolador; (2) díodos emissores de luz; 

(3) filtro de passagem curta para bloquear as emissões vermelha e infravermelha (ver B), (4), lente de focagem; (5) volume de 

amostra de algas; (6) lentes de focagem; (7) filtro passa-banda (ver B); (8) fotomultiplicador integrado; (9) conversor AD). (B) 

Espectros de transmissão do filtro passa-curto e do filtro passa-banda. 

Fonte: Adaptado de Beutler et al., (2002). 

3.4-Disponibilização de dado absoluto e relativo 

Os sensores ópticos (sondas portáteis) usados neste estudo disponibilizaram os dados em dois 

formatos: relativo e absoluto. O relativo é o chamado dado bruto, resultado direto do processo de 

fluorescência da clorofila, ou seja, os dispositivos emitem feixes de luz (LED) em um ou vários 

comprimentos de ondas e, em seguida, mede-se a energia de comprimento de onda mais alta 

emitida como resultado, chamada de intensidade relativa de fluorescência – digits ou dados brutos.  

A sonda EXO II opera com três comprimentos de onda 470 nm, 525 nm e 590 nm. O fluorômetro 

FluoroProbe - BBE Moldaenke, que, de acordo com o manual da BBE (2017), funciona em seis 

comprimentos de onda de excitação em 370nm, 470nm, 525nm, 570nm, 590nm e 610nm. 
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A partir dos dados relativos, as novas sondas portáteis convertem os dados para formato absoluto, 

que é a obtenção da concentração de clorofila-a em (µg/L). Essa conversão é feita por meio de 

modelos matemáticos que tentam obter somente o resultado real da clorofila, diminuindo as 

possíveis interferências, como matéria orgânica, turbidez e outros. Vale lembrar que são modelos 

gerais, ou seja, que não levam em consideração as características específicas de cada ambiente 

aquático. O presente estudo utilizou os dois formatos disponibilizados para avaliar o desempenho. 

A Figura 3 apresenta o fluxograma dos dados absolutos e relativos.  

Figura 3-Fluxograma da disponibilização dos dados. 

 

3.5-Análise exploratória dos dados absolutos  

Várias análises exploratórias foram realizadas a partir dos dados absolutos adquiridos pelos 

sensores ópticos e pelo método tradicional (Referência). Iniciou-se com a estatística descritiva 

básica, para auxiliar na descrição dos dados observados, em que foram calculados a média, a 

mediana, os valores mínimos e máximos, o desvio padrão, o coeficiente de variação, a curtose, a 

assimetria e o coeficiente de variação.  

A segunda fase exploratória foi a verificação da distribuição normal dos dados, por meio da 

construção dos testes de normalidade Shapiro-Wilk e de Kolmogorov-Smirnov. Como não houve 

normalidade dos dados, decidiu-se avaliar, identificar e investigar, por meio da ferramenta Boxplot, 

se a fonte da anormalidade foi devido à existência de valores discrepantes (outliers), observações 
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ruidosas ou o comportamento anormal do sistema (Díaz Muñiz et al., 2012; Gradilla-Hernández et 

al., 2020). Essa verificação é extremamente importante para definir a melhor estratégia de 

refinamento de dados (Gradilla-Hernández et al., 2020). Essas análises exploratórias dos dados 

foram aplicadas em resultados preliminares e nos dados do artigo.   

 

Figura 4-Fluxograma da fase inicial da pesquisa. 

 

3.6-Análise comparativa dos dados absolutos  

Para avaliação do desempenho dos dados absolutos (µg/L) das sondas com o método tradicional 

(Referência), foram realizadas análises comparativas. Inicialmente, como os três métodos avaliados 

não apresentaram distribuição normal, procedeu-se ao uso de algumas estatísticas não paramétricas 

para a realização dessas análises. Trata-se de uma abordagem habitualmente aplicada em outros 

estudos que também não encontraram o pressuposto da normalidade (Hartmann et al., 2019; 

Garrido et al., 2019). Neste estudo, usou-se o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e a 

comparação de pares chamado post hoc de Dunn (ou Dunn-Bonferroni) para testar a hipótese se as 

três populações analisadas apresentaram diferença significativa.  

Para as análises posteriores, optou-se por usar estatística tradicionalmente paramétrica, pois, 

como os valores discrepantes (outliers), foram ocasionados por eventos normais do ambiente, 

decidiu-se manter a estatística comumente usada na literatura (Silva et al., 2016; Hartmann et al., 

2019; Garrido et al., 2019). As análises complementares foram: análise de regressão, grau de 

confiabilidade de 95%, análise de correlação Pearson, coeficiente de determinação (R²) e raiz do 

erro quadrático médio (RMSE). Essa avaliação teve, como intuito, avaliar o comportamento, a 

acurácia e a dispersão dos dados absolutos quando comparados com os dados de referência 

(Laboratório). 

Figura 5-Fluxograma da análise comparativa entre os três métodos avaliados. 
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3.7-Descrição do modelo – Dados relativos 

O presente estudo usou as bandas individuais e operações com razão de bandas fluorimétricas 

para desenvolver um modelo empírico para obter a estimativa da concentração de clorofila-a a 

partir dos dados de fluorescência relativa (Tabela 2). Nessa fase da pesquisa, utilizou-se apenas as 

bandas fluorimétricas relativas da BBE para geração do modelo. As seis bandas (370nm, 470nm, 

525nm, 570nm, 590nm e 610nm) foram testadas separadamente e por operações, como razão, 

proporções e outras combinações para obter um modelo satisfatório, conforme as fórmulas abaixo. 

Tabela 2: Combinação de bandas de fluorescência de emissão. 

(𝒙) (1) 

𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎(𝒙) (2) 

(𝒙) − (𝒚) (3) 

(𝒙)/(𝒚) (4) 

𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎(𝒙) / 𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎(𝒚) (5) 

[(𝒙) − (𝒚)]/[(𝒙)/(𝒚)] (6) 

[(𝒙) − (𝒚)]/[(𝒚)/(𝒙)] (7) 

[(𝒙) + (𝒚)]/[(𝒙)/(𝒚)] (8) 

[(𝒙) + (𝒚)]/[(𝒚)/(𝒙)] (9) 

[(𝒙) − (𝒚)]/[(𝒙) + (𝒚)] (10) 

* as bandas 370nm, 470nm, 525nm, 570nm, 590nm e 610nm foram testadas para x e y. 

Os indicativos estatísticos correlação Pearson (r) e o coeficiente de determinação (R²) foram 

usados para escolher o melhor modelo a partir dos índices mais altos. Posteriormente, a análise de 

regressão foi empregada para gerar modelos de estimativa de clorofila-a a partir da relação entre os 

dados obtidos pelo método espectrofotômetro laboratorial com o modelo obtido pela combinação 

das bandas dos espectros de emissão de fluorescência relativa. A geração do modelo de estimativa 

de clorofila-a considerou a dispersão dos pontos em relação à função de regressão, bem como 

intervalo de confiança de 95% e p-valor de 0.05.  
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3.8-Validação do modelo 

A primeira avaliação de desempenho e a precisão do modelo foi a partir de cinco indicadores 

estatísticos, comumente usados em pesquisas de variáveis limnológicas (Ling et al. 2018; Kuha et 

al. 2020). Foram eles: correlação Pearson (r), coeficiente de determinação (R²), raiz do erro 

quadrático médio (RMSE), erro percentual médio absoluto (MAPE) e erro sistemático (BIAS), que 

pode ser calculado da seguinte forma: 

[𝑅2] ≅
𝛽̂1

2 ∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)²𝑛
𝑖=1

𝛽̂1
2 ∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)²𝑛

𝑖=1 + 𝜎²
 

(1) 

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
1

𝑁
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦𝑖

′)²
𝑁

𝑖=1
 

(2) 

𝑀𝐴𝑃𝐸 =
∑

|𝑝𝑖 − 𝑡𝑖|
|𝑡𝑖|

𝑛
𝑖=1

𝑁
 

(3) 

𝐵𝐼𝐴𝑆 =
1

𝑁
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦𝑖

′)
𝑁

𝑖=1
 

(4) 

Posteriormente, foram aplicadas duas outras formas de validação. A primeira, a partir de um 

outro conjunto de dados coletados no campo do dia 17/08/2020 (5 pontos-Tabela 1), em que um 

novo valor de concentração de clorofila-a foi obtido por meio do modelo e comparado com o valor 

obtido pela técnica espectrofotométrica tradicional. Apesar do tamanho da amostra ter baixa 

significância estatística, manteve-se essa análise. Para preencher a lacuna do primeiro modo de 

validação, usou-se uma segunda forma de validação, denominado jackknife, popularmente 

conhecido como validação cruzada, aplicado para estudos que envolvem menor quantidade de 

elementos amostrais abaixo de 50 (Neophytou et al., 2000, p.20). A técnica consiste na remoção de 

uma amostra do conjunto total observado (n amostras) e o estimador do modelo é recalculado com 

base no restante de elementos amostrais da amostra (n-1) e, em seguida, a amostra removida é 

estimada, utilizando a nova equação do modelo. Esse procedimento é repetido para todas as 

amostras, de forma que todas as observações sejam estimadas nos demais valores restantes. Para 

geração dos cálculos, utilizou-se o programa de linguagem R e o software livre BioEstat, versão 

5.0. 
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CAPÍTULO 4 – ANÁLISE PRELIMINAR DOS DADOS 

4.1-Análise limnológica e meteorológica  

Neste tópico, evidenciam-se os resultados obtidos pelas variáveis meteorológicas e limnológicas, 

que são elementos que influenciam no crescimento e na resposta do fitoplâncton.   

Os levantamentos de campo ocorreram em condições meteorológicas favoráveis para a 

realização de amostragem de dados fitoplanctônicos. Conforme a tabela 01 e as observações 

realizadas no dia de cada campo, não houve ocorrência de chuvas, poucas nuvens e a velocidade do 

vento foi leve. Essas características são extremamente importantes, pois a associação de chuva, 

temperatura e vento pode causar aumento ou diminuição da biomassa fitoplanctônica. Além disso, 

essas interações podem provocar uma maior heterogeneidade da distribuição vertical e horizontal do 

fitoplâncton das concentrações de fitoplâncton na coluna d’água (Esteves, 1998; Reichwaldt & 

Ghadouani ,2012).  

Tabela 01 – Condições meteorológicas gerais dos campos. 

Estação: BRASÍLIA-83377- DF 

Temperatura média: 22°C Velocidade do vento: 1.1 m/s 

Umidade: 55% Precipitação média dos meses coletados: 105 mm 

Fonte: https://portal.inmet.gov.br/ 

Para uma análise geral do comportamento sazonal das variáveis limnológicas, apresenta-se, na 

Tabela 2, um resumo estatístico obtido para as variáveis em todas as áreas pesquisadas. De modo 

resumido, os dados limnológicos apresentaram valores homogêneos para todos os locais de estudo. 

A temperatura média da água foi de 26.2ºC. A turbidez foi considerada baixa, variável que depende 

de vários fatores para sua alteração, como concentração de material dissolvido e do material em 

suspensão. O pH, entre 5.2 e 6.3, está dentro do padrão estabelecido como referência. Por fim, as 

taxas de oxigênio dissolvido variaram de 8 a 15, o que pode ser decorrente de interferências da 

matéria orgânica.  

Tabela 2: Variáveis limnológicas medidas nos campos 

 

 

 

Variáveis 

Limnológicas 

 

Mínimo 

 

Máximo 

 

Média 

 

Desvio 

Padrão 

 

Coeficiente de 

Variação 

Condutividade 122.8 170.8 145.5 10.2 7.02% 

temperatura 22 29.1 26.2 0.45 2.02% 

pH 5.2 7.6 6.78 0.3 5% 

turbidez 1.8 5.24 6.9 0.3 4.74% 

oxigênio 

dissolvido(mg.) 

8 15 3.1 0.84 25% 
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4.2-Análise estatística dos dados absolutos  

Com a obtenção dos dados coletados referentes aos três métodos, observou-se que alguns dados 

não poderiam ser usados para análise comparativa, o que foi ocasionado por problemas logísticos e 

instrumentais no momento da coleta, sendo assim, foi necessário descartar alguns dados, totalizando 

82 pontos amostrais. Na tabela 03, apresentam-se os resultados da estatística descritiva dos três 

métodos de estimativa de clorofila-a, após o descarte dos dados. 

Tabela 3 - Estatística descritiva das concentrações de clorofila-a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXO – instrumento usado para coleta de pigmento de clorofila-a em µg/L; BBE – instrumento usado para coleta de 

pigmento de clorofila-a em µg/L; LAB – método laboratorial utilizado para leitura pigmento de clorofila-a em µg/L; *: 

distribuição não normal pelo teste de Shapiro-Wilk’s a 5 %; **: distribuição não normal pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov a 5 %. 

Os resultados da tabela 03, os valores dos métodos avaliados para os 82 pontos mostram que as 

medidas de tendência central dos dados, como: média aritmética (10.15, 24.95, e 15.02) e mediana 

(1.55, 5.46, e 3.60) apresentaram valores altamente distintos, evidenciando que os dados tendem a 

não apresentar uma distribuição normal. Essa afirmação pode ser observada também nos valores de 

assimetria e curtose, no caso da assimetria: os dados foram caracterizados como distribuição 

assimétrica positiva g >0, ou seja, maior que zero e apresentam uma distribuição mais para a direita 

da curva, não se enquadrando uma distribuição simétrica.  O coeficiente de curtose caracterizou-se 

como uma curva mais fechada que o normal, esse tipo de curva de achatamento é conhecido como 

leptocúretica.  

Estatística descritiva  

Variáveis EXO  BBE LAB 

Tamanho da 

amostra  

82 82 82 

Mínimo 0.27 0.72 0 

Máximo 150.6 290.74 308.26 

Amplitude Total 150.55 290.32 308.26 

Mediana 1.55 5.46 3.60 

Média Aritmética 10.15 24.95 15.02 

Variância 602.02 3171.39 1859.86 

Desvio Padrão 24.54 56.32 43.13 

Erro Padrão 2.69 6.18 4.73 

Coeficiente de 

Variação 

241.74% 225.73% 287.04% 

Assimetria (g1) 3.70 3.28 5.11 

Curtose (g2) 15.24 10.61 29.27 

Shapiro-Wilk * * * 

Kolmogorov-

Smirnov 

 

** 

 

** 

 

** 
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Para analisar a variável coeficiente de variação, usou-se uma classificação muito utilizada ainda 

em diversas áreas de pesquisa, a proposta feita por Gomes (1991), que classifica os valores como: 

baixos (menores que 10%), médios (entre 10 e 20%), representando pouca variabilidade para essas 

variáveis, entre 20 e 30% considerado alto, e acima de 30% tido como muito alto, representando 

alta variabilidade.  Na Tabela 3, os coeficientes de variação para os três (EXO, BBE e LAB) 

métodos analisados foram acima de 30%, ou seja, uma elevada dispersão. Essa constatação é devida 

aos experimentos terem sido feitos em diferentes ambientes e com variação bastante significativa. 

Além disso, outras variáveis, como: variância, desvio padrão, erro padrão, amplitude total, mínimo 

e máximo, também confirmam essa variabilidade. Diante do observado na análise preliminar da 

estatística descritiva e confirmada pelos testes de normalidade Shapiro-Wilk e de Kolmogorov-

Smirnov, os métodos não apresentaram normalidade (Tabela 3). Uma forma de visualizar essa 

variabilidade dos dados e investigar a fonte da anormalidade, usou-se o gráfico de caixa (Boxplot), 

que permitiu identificar a existência de outliers, como pode ser observado na Figura 01. 

Figura 01: Boxplot dos dados de clorofila-a para os três métodos coletados

 

Q3- Terceiro quartil; Q2-Segundo Quartil ou mediana; Q1-Primeiro quartil; EXO – instrumento usado para coleta de 

pigmento de clorofila-a em µg/L; BBE – instrumento usado para coleta de pigmento de clorofila-a em µg/L; LAB – 

método laboratorial utilizado para leitura pigmento de clorofila-a em µg/L.  

LAB 
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Na figura 01, observa-se a presença dos pontos que apresentaram discrepância (outliers 

estatísticos) para cada método avaliado (EXO, BBE e LAB), a quantidade de outliers foram 11,12 e 

10, respectivamente. Esses valores discordantes são referentes aos pontos de altas concentrações 

que foram coletados em ambientes artificiais, lênticos e lóticos, são eles: o tanque de piscicultura, 

que é um ambiente aquático monitorado, o lago do parque Asa Sul e o braço do rio do Riacho 

Fundo I, vistos na Figura 1 (Mapa de Localização dos locais de coleta) que apresentam atividades 

antrópicas ao entorno, o que provavelmente pode ocasionar um aumento de atividades 

fitoplanctônicas.  

Ainda na figura 1 (Boxplot) é notório a alta variabilidade entre os três métodos coletados, apesar 

das coletas terem sido coletadas simultaneamente nos mesmos pontos. O método 

espectrofluorímetro EXO (in vivo), apresentou as menos concentrações quando comparadas com os 

outros métodos. O método BBE alcançou resultados mais próximo ao de referente (LAB) 

evidenciados nas variáveis média, mediana e amplitude máxima (tabela 1).  

 Outra constatação é que a técnica espectrofotométrica tradicional (LAB) - in vitro, apresentou 

maiores valores, com amplitude máxima 308.26, já os métodos portáteis EXO e BBE apresentaram 

150.6 e 290.74, respectivamente. Esses valores encontrados são referentes aos pontos de coleta 

realizados nos tanques de psicultura. É importante mencionar que outros pontos também 

apresentam alta variabilidade, pelo fato de serve de ambientes de alta concentração ou devido as 

superestimativas dos métodos portáteis.  

No intuito de compreender o comportamento da estimativa de clorofila-a pelas técnicas foram 

realizados testes prelimitares para comparação da estimativa absoluta obtida com a sonda EXO e 

BBE com a concentração de clorofila-a obtida em laboratório (figura 2).  

   

Figura 02: Equações de regressão linear entre os métodos avaliados. 
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Percebe-se na figura 2, uma aglomeração dos pontos para baixas concentrações e uma 

dispersão para altas concentrações, o que evidencia que o modelo gerado ficou inadequado para o 

universo amostral. Apesar dos coeficientes de determinação terem sido altos, vale ressaltar que a 

existência de alguns valores espúrios ou outliers, que podem influenciar no resultado.  

Ainda nessa análise preliminar ficou evidente uma certa variabilidade no comportamento de 

clorofila-a obtida pela técnica de laboratório, principalmente para pontos com maiores 

concentrações, como observado na figura 2. Ficou constatado a não normalidade dos dados, alta 

dispersão dos dados (coeficiente de variação) e, principalmente, a diferenças entre as réplicas e 

tréplicas pelo método laboratorial realizado no laboratório do IG/UnB. Após uma análise cuidadosa 

nos dados, observou que os resultados de estimativa laboratorial por espectrofotometria obtidos pela 

CAESB apresentaram comportamento normal com alto controle de qualidade. Atualmente a 

CAESB apresenta laboratório, ferramentais e protocolos consolidados para a estimativa na 

concentração de clorofila-a, o que garante a qualidade na estimativa. A Tabela 4 apresenta um 

experimento realizado pela Caesb com a quantificação de clorofila para diferentes pontos no Lago 

Paranoá, além da réplica e tréplica. 

Os resultados mostram que a variabilidade entre as amostras para o mesmo ponto não 

ultrapassou um desvio padrão de 0,5 µg/L, sendo muito abaixo do desvio padrão obtidos em outros 

laboratórios. Dessa forma, os dados obtidos em outros laboratórios foram extraídos da amostra para 

as análises posteriores, mantendo-se apenas as análises laboratoriais realizadas pela CAESB. 

Entende-se que o fato de a Caesb ter estabelecido um protocolo bem definido, com equipamentos, 

logística e espaço físico adequados, garante que as estimativas tenham qualidade suficiente para 

serem utilizadas para validação dos dados de fluorescência.  
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Naturalmente, o universo amostral para as próximas etapas foi reduzido para 45 amostras.  

Tabela 4: Pontos de validação – Amostras triplicadas 

Data Locais Chla µg/L Média 
Desvio 

Padrão 

17/08/2020 Paranoá - A5 - 01 m Próx. Trem do Lago/Posto  2.1 

2.03 
0,404 

 
17/08/2020 Paranoá - A5 - 01 m - Próx.  Trem do Lago/Posto 1.6 

17/08/2020 Paranoá - A5 - 01 m - Próx.  Trem do Lago/Posto 2.4 

17/08/2020 Paranoá - B - 01 m - Parque QL 14 (ultra-leve) 0.5 

0.87 
0,404 

 
17/08/2020 Paranoá - B - 01 m - Parque QL 14 (ultra-leve) 1.3 

17/08/2020 Paranoá - B - 01 m - Parque QL 14 (ultra-leve) 0.8 

17/08/2020 Paranoá - C - 01 m - Área central 1.9 

1.7 
0,173 

 
17/08/2020 Paranoá - C - 01 m - Área central 1.6 

17/08/2020  Paranoá - C - 01 m - Área central 1.6 

17/08/2020 Paranoá – D – 01 m – Ent. Ribeirão do Torto 1.9 

1.8 
0,173 

 
17/08/2020 Paranoá - D - 01 m – Ent. Ribeirão do Torto 1.6 

17/08/2020 Paranoá – D – 01 m – Ent. Ribeirão do Torto 1.9 

17/08/2020 Paranoá - E - 01 m - Minas Brasília Tênis Clube 4 

3.37 0,850 17/08/2020 Paranoá – E – 01 m – Minas Brasília Tênis Clube 2.4 

17/08/2020 Paranoá - E - 01 m - Minas Brasília Tênis Clube 3.7 
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CAPÍTULO 5 – FLUORESCÊNCIA NA ESTIMATIVA DE CLOROFILA-A EM 

MANANCIAIS DE ABASTECIMENTO PÚBLICO NO CERRADO, BRASIL 

RESUMO: Uma das consequências do processo de eutrofização artificial é a proliferação de fitoplâncton 

para níveis que afetam o meio ambiente e a saúde humana, principalmente em mananciais de abastecimento 

público. A estratégia habitual para monitoramento desses eventos é o uso de métodos limnológicos 

tradicionais de quantificação de biomassa fitoplanctônica. Esses procedimentos envolvem análises 

laboratoriais onerosas e morosas, normalmente com metodologias in vitro, que ainda podem apresentar 

limitações quanto à sensibilidade e confiabilidade, se mal administradas. Naturalmente, o processo resulta na 

redução do tempo de previsão do risco de desastres ambientais, o que provoca atrasos nas ações de resposta. 

Logo, estabelecer técnicas para monitorar os ambientes aquáticos de forma rápida, acurada e precisa é um 

grande desafio. Os fitoplânctons contam com a capacidade dos principais pigmentos fotossintetizantes serem 

altamente fluorescentes, fornecendo informações quali/quantitativas de algas. Diante do exposto, o objetivo 

desta pesquisa foi analisar e avaliar métodos de estimativa de clorofila-a por meio da fluorescência em 

mananciais de abastecimento público no cerrado brasileiro. Os dados absolutos e laboratoriais foram 

submetidos a uma análise exploratória estatística, na qual se observou baixas concentrações de clorofila-a e 

uma forte correlação entre métodos (Dados 1 - r=0.79, R²=0.63; Dados 2 - r=0.78, R²=0.63). Posteriormente, 

foram gerados modelos empíricos que permitissem a conversão de medidas de fluorescência relativas em 

estimativas de concentração de clorofila a partir da combinação de bandas. O modelo gerado apresentou 

correlação significativa forte (r=0.88; R²=0.78), principalmente, quando comparado com dados absolutos. A 

eficiência do modelo pode ser confirmada pelos indicativos estatísticos (RMSE= 1.27, MAPE=26.72 e 

BIAS= -6.32) e pelos dois métodos validação usados, em que se concluiu que a estimativa de clorofila-a por 

meio de dados relativos foi melhor que utilizando dados absolutos. Observou-se que o uso das medidas 

fluorimétricas é ótima como alternativa para quantificação em concentração de clorofila, portanto, uma 

excelente ferramenta no controle e no monitoramento de ambientes tropicais.  

Palavras-chave: Fluorescência. Estimativa de Clorofila-a. Ambientes Aquáticos Tropicais. 

ABSTRACT: One of the consequences of the artificial eutrophication process is the proliferation of 

phytoplankton to levels that affect the environment and human health, especially in public water sources. 

The usual strategy for monitoring these events is the use of traditional limnological methods for quantifying 

phytoplankton biomass. These procedures involve costly and time-consuming laboratory analyses, usually 

with in-vitro methodologies, which can still have limitations in terms of sensitivity and reliability, if poorly 

managed. Naturally, the process results in a reduction in the time for forecasting the risk of environmental 

disasters, which causes delays in response actions. Therefore, establishing techniques to monitor aquatic 

environments quickly, accurately and precisely is a great challenge. Phytoplankton have on the ability of 

major photosynthetic pigments to be highly fluorescent providing qualitative/quantitative algal information. 

Given the above, the objective of this research was analyzed and evaluated the estimate of chlorophyll-a 

through fluorescence in public water sources in the Brazilian cerrado. Absolute and laboratory data were 

subjected to an exploratory statistical analysis, which observed low concentrations of chlorophyll-a and a 

strong correlation between methods (Data 1 - r=0.79, R²=0.63; Data 2 - r=0.78, R²=0.63). Subsequently, 

empirical models were generated that allowed the conversion of relative fluorescence measurements into 

chlorophyll concentration estimates from the combination of bands. The model generated showed a strong 

significant correlation (r=0.88; R²=0.78), especially when compared to absolute data. The efficiency of the 

model can be confirmed by the statistical indicators (RMSE= 1.27, MAPE=26.72 and BIAS= -6.32) and also 

by the two validation methods used, in which it concluded that the estimate of chlorophyll-a through relative 

data was better than using absolute data. The generated model explained, confirmed by the validation 

parameters, concluding that the estimate of chlorophyll-a through relative data was better than using absolute 

data. It was observed that the use of fluorimetric measurements is an excellent alternative for quantifying 

chlorophyll concentration, therefore, an excellent tool in the control and monitoring of tropical 

environments. 

Keywords: Fluorometer. Fluorimetric Reflectance. Aquatic Environments. 
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1- Introdução  

Proteger os mananciais de água é essencial para a manutenção da vida dos ecossistemas 

terrestres. Além das chuvas, o volume de água que abastece as zonas urbanas e rurais advém dessas 

fontes. Logo, é um dever de toda a sociedade o uso consciente da água, monitoramento e 

preservação desses mananciais (Mustafa et al., 2020). No Brasil, tem se observado esse 

agravamento nos ambientes aquáticos, causados pelas poluições originadas de fontes pontual e 

difusa, que ocasiona assoreamento e estimula o processo de eutrofização, o que induz a proliferação 

de fitoplâncton para níveis críticos.   

Esses processos são ainda mais dinâmicos em ambientes tropicais, nos quais as alternâncias de 

estações quentes e úmidas no verão, e frias e secas no inverno, provocam uma maior capacidade de 

assimilação de nutrientes e consequente rápido crescimento de algas e plantas aquáticas (Lewis 

2000; Hennemann et al., 2010; Andrade et al., 2020). Como consequência, o reservatório pode 

deixar de cumprir seus usos múltiplos, em razão da presença de variáveis limnológicas com valores 

acima do limite permitido. Trata-se de um cenário comum em grandes centros urbanos, portanto, 

torna-se um desafio definir estratégias de monitoramento que garantam o entendimento da dinâmica 

do ambiente aquático. A clorofila-a, encontrada na biomassa do fitoplâncton, é um elemento com 

esse potencial, pois é considerado um indicador dos níveis de eutrofização, portanto, um alvo 

importante para o controle (Lorenzen 1967; Hartmann et al., 2019; Panchenko et al., 2020). 

Atualmente, existe uma variedade de abordagens que são usadas para mensurar e quantificar esse 

pigmento. Técnicas tradicionalmente utilizadas (Marino 2017; Batista e Fonseca 2018; Garrido et 

al., 2019) são os métodos espectrofotométricos ou de cromatografia liquida de alta eficiência (High-

performance liquid chromatography-HPLC). Tratam-se de métodos destrutivos (in vitro) que 

utilizam vários protocolos de laboratório com elevado consumo de reagentes químicos. A 

quantificação é extremamente confiável e aceitável, apesar de ainda ter muito debate sobre a 

abordagem in vitro, pois envolve uma série de etapas laboratoriais (processos químicos e 

maceração) que podem deteriorar as algas no momento da extração (Lorenzen 1967; Heukelem et 

al., 2001; Marino. 2017; Graban et al., 2020). Além disso, as análises consomem tempo, requerem 

grandes volumes de amostra e envolvem alta logística e altos custos analíticos (Ferreira el at., 2012; 

Kuha el at., 2020). Esse processo retarda a caracterização do ambiente, o que atrasa o potencial de 

resposta dos órgãos responsáveis para ações de prevenção, controle e fiscalização.  

Para suprir essa lacuna espaço-temporal, novas tecnologias são propostas com capacidade de 

captura de dados em tempo real (Loisa et al., 2015; Shin et al., 2018; Cremella et al., 2018; Garrido 

et al., 2019; Panchenko et al., 2020; Silva e Garcia 2021). Dentre as diversas tecnologias, destacam-
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se os sensores ópticos, que se baseiam no princípio da fluorescência. Roesler et al. (2017) 

apresentam benefícios no uso da fluorescência in vivo, dentre eles, destacam-se a facilidade de uso, 

a aquisição instantânea da concentração dos elementos de forma não destrutiva do organismo, a 

capacidade de obtenção de dados em grandes quantidades, a precisão e a acurácia.  

A técnica fundamenta-se no princípio de que cada pigmento possui faixas espectrais de excitação 

e emissão, que, no caso da clorofila-a, é absorvida em comprimentos de onda menores que 675 nm 

(453-440, 620-635 e 672-675 nm) e reemitida por volta de 685 nm (Shin et al. 2020; choo et al. 

2018; Suggett et al., 2010; Seppala 2007; Lohrenz et al., 2003). Essas faixas (bandas fluorimétricas) 

têm um papel importantíssimo na obtenção de um resultado confiável na detecção dos pigmentos e 

até mesmo identificação dos grupos de algas. Tal constatação foi confirmada na pesquisa de Ling et 

al. (2018) que obtiveram ótimos resultados a partir do uso de canais espectrais de emissão de 

fluorescência em 550 nm e 700 nm para estimar clorofila-a e distinguir os grupos de algas. O estudo 

de Garrido et al. (2019) também obteve excelentes resultados, porém trabalhou com outras bandas 

fluorimétricas (370, 450, 525, 570, 590 e 610 nm) para alcançá-los.  Apesar dessas vantagens, há 

relato em estudos que demostram preocupações diante dos dados adquiridos, como observado no 

estudo de Catherine et al. (2012), que identificaram valores superestimados de clorofila-a, quando 

correlacionados com medidas laboratoriais tradicionais.  

Vários outros trabalhos com abordagens distintas (Leboulanger et al., 2002; Gregor e Maršálek 

2004; Richardson et al., 2010; Houliez et al., 2012; Kring et al., 2014; Escoffier et al., 2014; Ling 

et al., 2018; Hartmann et al., 2019) também avaliaram a efetividade da fluorescência in vivo. 

Entretanto, muitos desenvolvidos em ambientes controlados, regiões temperadas ou de altas 

concentrações de clorofila-a, o que pode ser diferente da realidade de reservatórios tropicais.  

No Brasil, pesquisas que usaram método in vivo (fluorômetro) para quantificar concentração de 

clorofila-a possuem baixa amostragem laboratorial, o que compromete a avaliação e/ ou calibração 

dos fluorômetros (Silva et al., 2016; Cicerelli et al., 2017, Ferreira el at., 2012). Essas pesquisas 

apontam uma lacuna na literatura sobre a acurácia dos dados fluorimétricos advindos de formato 

absoluto e relativo em ambientes altamente heterogêneos, tais como ambientes tropicais e 

mananciais de abastecimento público.  

Distante do exposto, o presente estudo tem, como objetivo, analisar e avaliar métodos de 

estimativa de clorofila-a por meio da fluorescência em ambientes tropicais no Cerrado. Para tanto, 

foram testadas diferentes composições de dados fluorimétricos (regiões de emissão e excitação) 

absolutos e relativos para a avaliação de sua acuracidade na detecção de clorofila-a. Entende-se que 

os dados fluorimétricos relativos podem ser adaptados por meio do uso de modelos empíricos, 
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melhorando, assim, o potencial na estimativa de clorofila-a, ou seja, acredita-se que o modelo físico 

oferecido pela empresa para estimativa de clorofila-a (valor absoluto) pode ser aprimorado ou 

apropriado para realidades de regiões tropicais, como as do Cerrado brasileiro. 

2- Materiais e Métodos 

2.1- Localização  

A região do estudo está inserida integralmente no bioma Cerrado, uma região conhecida por ser 

“caixa d'água do Brasil”, pois abriga boa parte das bacias hidrográficas do país, fundamentais no 

processo do escoamento das águas para outras regiões (Lima, 2011). Esse bioma apresenta uma 

vegetação predominante constituída de savanas, matas, campos e matas de galeria (Oliveira filho et 

al., 2002; Sano et al., 2008). O clima é estacional, sendo que apresenta uma estação seca e outra, 

que é chuvosa, precipitação média anual na faixa de 800- 1.800 mm e temperaturas variam entre 

20ºC e 27ºC em média (Pereira et al., 2011).  

O presente estudo foi realizado em três mananciais de abastecimento público do Distrito Federal 

(DF): Lago Descoberto, Santa Maria e Paranoá (Figura 1). Esses reservatórios atendem uma 

população de aproximadamente três milhões de habitantes (IBGE, 2017). O primeiro lago, 

Descoberto, é responsável pelo abastecimento de água de cerca 60% da população do DF, está 

localizado na porção oeste do Distrito Federal (a 40 km do centro do plano piloto de Brasília). 

Possui uma área alagada de aproximadamente 12 km² e volume útil de 86 hm³(GDF, 2017). É um 

reservatório que tem apresentado, ao longo dos anos, uma expansão de atividade agrícola e 

ocupações inadequadas em seu entorno, contribuindo, assim, para a poluição do reservatório. O 

segundo reservatório de estudo foi o de Santa Maria, situado numa área de preservação, o Parque 

Nacional de Brasília, ocupa uma área de 6,1 km² e apresenta cobertura vegetal no entorno de campo 

limpo/cerrado. De acordo com o Plano Integrado de Enfrentamento da Crise Hídrica (GDF, 2017), 

os reservatórios Lago Descoberto e Santa Maria têm sofrido, nos últimos anos, com os baixos 

índices de precipitação (estiagem), o que tem interferido no nível de captação dos reservatórios, 

situação que obrigou a Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB) a 

interromper o abastecimento de água e prover um sistema de rodízio nas cidades do DF nos anos de 

2016 e 2017.  

Como resultado dessa crise hídrica, tornou-se necessário o uso do Lago Paranoá como uma fonte 

de captação emergencial de água para abastecimento público. Especificamente, em 2016, junto com 

a crise hídrica, o Lago Paranoá registrou altas concentrações de nutrientes que resultou no processo 

de proliferação de eutrofização e, consequentemente, no surgimento de cianobactérias, que são 

prejudiciais ao meio ambiente e à saúde humana. (Barbosa et al., 2019). O lago Paranoá é a terceira 

área de estudo, é um reservatório de múltiplos usos, localizado na região central do Distrito Federal, 
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numa área de aproximadamente 1034 km², correspondendo a cerca de 18% do DF.  É um 

reservatório que sofre com atividades antropogênicas em virtude da sua proximidade da área 

urbana. Além de receber os efluentes de estações de tratamento de esgoto.  

Figura  1: Mapa de Localização dos Lagos em estudo. 

 

2.2- Delineamento amostral e métodos de estimativa  

No DF, o monitoramento das variáveis limnológicas é realizado pela CAESB, de forma 

sistemática, por meio de técnicas convencionais. Neste estudo, em conjunto com a coleta de dados 

tradicional realizada pela CAESB, foram coletados dados in vivo (fluorômetro) nos campos, nos 

períodos e locais e listados na Tabela 1 e na Figura 1. Ressalta-se que a pesquisa procurou observar 

dados mensalmente em diferentes estações ao longo de aproximadamente um ano.  
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Tabela 1: Data da aquisição dos dados 

Para obtenção de concentrações de clorofila-a, utilizou-se duas técnicas de estimativa: 

espectrofotométrica tradicional in vitro (referência) e o espectrofluorímetro in vivo (fluorescência-

IVF) por sondas portáteis. O método de estimativa tradicional, utilizado para validação, foi 

realizado pela CAESB, pela técnica de referência 10.200H do Standard Methods for the 

Examination os Water and Wastewater (APHA; AWWA; WEF, 2012). Cada amostra de água 

coletada em campo foi mantida sobre refrigeração até a chegada ao laboratório, tendo sido 

protegida da luz. Posteriormente, as amostras coletadas foram filtradas por meio de um filtro 

Whatman GF/F (0.7 µm de porosidade e 47 mm de diâmetro), congelada e analisada em ambiente 

escuro, para evitar degradação, em seguida, feita a extração dos pigmentos com acetona a 90%. 

Posteriormente, foi realizada a leitura no espectrofotômetro em comprimentos de onda em 664 e 

750 nm antes e, após, 665 e 750 nm a acidificação com HCl 0.1 N. Essa metodologia é 

frequentemente utilizada em pesquisas brasileiras para ambientes aquáticos interiores, como os 

estudos de Ferreira el at. (2012); Utsumi el at. (2015); Silva et al. (2016); Cicerelli et al. (2017); 

Marino (2017); Batista & Fonseca (2018).  

A técnica testada para a detecção da clorofila-a, sem a degradação e contato direto com o 

fitoplâncton, foi por espectrofluorímetro in vivo (fluorescência-IVF). Esses instrumentos induzem a 

clorofila-a a ficar fluorescente ao direcionar um feixe de luz (light-emitting diode - LED) em um 

comprimento de onda e, em seguida, mede-se a energia de comprimento de onda mais alta emitida 

como resultado do processo de fluorescência (YSI, 2009). A presente pesquisa utilizou dois 

modelos de fluorômetro disponíveis no laboratório do IG/UnB, a sonda multiparâmetrica da YSI 

modelo EXO2 e o fluorômetro FluoroProbe - BBE Moldaenke – Version 2.6 E2. De acordo com o 

manual da EXO2 (2020), o comprimento de onda de excitação ocorre em 470 nm ± 15 nm, 

enquanto de emissão em 685 nm ± 20 nm para a estimativa de clorofila-a. Além desse comprimento 

de onda de excitação, o fluorômetro também é capaz de excitar nos comprimentos de onda de 590 ± 

Datas Pontos Local Profundidades Nº de amostras  

10/07/2019 
A1 Descoberto 

30 cm(superfície) 1 

21/10/2019 30 cm, 1 m e 5m 3 

15/08/2019 A2 Santa Maria  30 cm(superfície) 1 

19/06/2019 C, D e E 

Paranoá 
1 metros 

3 

23/07/2019 D e E 2 

13/08/2019 

A4, A5, B, C, D e E 

6 

22/10/2019 6 

19/11/2019 6 

11/12/2019 6 

11/02/2020 6 

17/08/2020 A5, B, C, D e E 30 cm  5 (Validação) 

Total    45 
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15 nm e 525 ± 15 nm para a estimativa de ficocianina e ficoeritrina, respectivamente, com emissão 

em 685 nm ± 20 nm (Choo et al., 2018).  

O fluorômetro FluoroProbe - BBE Moldaenke apresenta seis comprimentos de onda de excitação 

em 370nm, 470nm, 525nm, 570nm, 590nm e 610nm, com a leitura da emissão ocorrendo em 685-

700 nm. Por intermédio dos LEDs, são medidas as fluorescências, que são comparadas com a 

biblioteca de espectros para quatro grupos de algas, denominadas “impressões digitais”, conforme a 

descrição feita por Beutler et al. (2002). Esses fluorômetros fornecem os resultados em valores 

absolutos (µg/L) e em valores relativos (Intensidade relativa de fluorescência - digits).  

Em cada ponto analisado, os fluorômetros foram posicionados na mesma localização de coleta 

de água para estimativa de clorofila pelo método tradicional (referência). O intervalo médio de 

espera para coleta de dados foi de quatro minutos com registro a cada dois segundos. Para cada 

ponto coletado pelas sondas, obteve-se valores estimados a partir da média das medidas. No caso da 

sonda EXO, apenas a estimativa absoluta foi utilizada na pesquisa para fins de comparação com os 

valores de referência.  

2.3- Análises Estatísticas e modelagem 

A partir da obtenção dos dados absolutos adquiridos pelos fluorômetros (µg/L) e os dados 

tradicionais laboratoriais (in vitro), foram realizadas algumas análises exploratórias dos dados. 

Primeiramente, foi feita uma análise estatística descritiva básica dos dados, em seguida, aplicados 

testes de normalidade e identificado que os dados avaliados não atenderam à suposição da 

distribuição normal (testes de Shapiro– Wilk e de Kolmogorov – Smirnov). A ferramenta estatística 

Boxplot foi usada para investigar a fonte da anormalidade, devido à existência de valores 

discrepantes (outliers), observações ruidosas ou o comportamento anormal do sistema (Díaz Muñiz 

et al., 2012; Gradilla-Hernández et al. 2020).  Normalmente, um conjunto de dados brutos pode 

conter dados com comportamento atípico (outliers), portanto, é importante categorizar o tipo de 

outliers para adotar a melhor estratégia de refinamento de dados (Gradilla-Hernández et al., 2020). 

Concluiu-se que muito dos outliers observados foram devido a fenômenos comuns nos ambientes 

aquáticos. Portanto, devido a esses valores discrepantes terem ocorridos por eventos normais, 

optou-se por manter essas observações para análises. 

Vale lembrar que estudos anteriores também não encontraram normalidade e usaram algumas 

estatísticas não paramétricas para realizar análises comparativas, tais como correlação de spearman 

(Hartmann et al., 2019) e o teste Kruskal-Wallis (Garrido et al., 2019), que foi replicado neste 

estudo. O teste de Kruskal-Wallis e o método comparativo de pares chamado post hoc de Dunn (ou 

Dunn-Bonferroni) foram utilizados para analisar e comparar as diferenças significativas entre os 
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métodos avaliados. Ademais, as análises foram complementadas por análise de regressão linear, 

grau de confiabilidade de 95%, probabilidade de significância (p-valor), análise de correlação, 

coeficiente de determinação (R²) e raiz do erro quadrático médio (RMSE), com o objetivo de 

avaliar o comportamento, a acurácia, a dispersão e a tendência dos valores fluorimétricos absolutos 

comparados com os dados de referência.  

A estratégia adotada para os dados de fluorescência relativa foi realizar combinações de bandas 

dos espectros de emissão de fluorescência para desenvolver modelos empíricos a fim de estimar a 

concentração de clorofila-a a partir das medidas fluorimétricas, técnica similar aplicada pelo estudo 

de Ling et al. (2018). No estudo de Ling et al. (2018), além do exposto, também foi aplicado um 

método para estimar as espécies dominantes em águas marinhas com base nas combinações de 

bandas dos espectros de emissão de fluorescência.  

Na pesquisa, foram utilizadas oito combinações, que incluem a análise das bandas individuais 

(Tabela 02 - 1) e operações com razão de bandas (Tabela 02 - 2 a 10). Cada combinação, 

considerou o espectro de emissão de fluorescência dos equipamentos. Foram usadas as 40 amostras 

coletadas para elaboração do modelo. A correlação Pearson (r), o coeficiente de determinação (R²) e 

a análise de dispersão foram utilizados para determinar o melhor modelo. Posteriormente, a análise 

de regressão também foi empregada para gerar modelos de estimativa de clorofila-a a partir da 

relação entre os dados obtidos por espectrofotometria de laboratório com a combinação de dados de 

fluorescência relativa. Os modelos foram analisados considerando a dispersão dos pontos em 

relação à função de regressão, bem como intervalo de confiança de 95% e p-valor de 0.05. 

Estatisticamente, o melhor modelo foi empregado para a estimativa de concentração de clorofila-a.  

Tabela 2: Combinação de bandas de fluorescência de emissão. 

(𝒙) (1) 

𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎(𝒙) (2) 

(𝒙) − (𝒚) (3) 

(𝒙)/(𝒚) (4) 

𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎(𝒙) / 𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎(𝒚) (5) 

[(𝒙) − (𝒚)]/[(𝒙)/(𝒚)] (6) 

[(𝒙) − (𝒚)]/[(𝒚)/(𝒙)] (7) 

[(𝒙) + (𝒚)]/[(𝒙)/(𝒚)] (8) 

[(𝒙) + (𝒚)]/[(𝒚)/(𝒙)] (9) 

[(𝒙) − (𝒚)]/[(𝒙) + (𝒚)] (10) 

* as bandas 370nm, 470nm, 525nm, 570nm, 590nm e 610nm foram testadas para x e y. 
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2.4- Validação dos dados 

Análises estatísticas foram feitas para avaliar o desempenho e a precisão do modelo, este estudo 

utilizou cinco indicadores estatísticos, comumente usados em pesquisas de variáveis limnológicas 

(Ling et al., 2018; Kuha et al., 2020). Foram eles: correlação Pearson (r), coeficiente de 

determinação (R²), raiz do erro quadrático médio (RMSE), erro percentual médio absoluto (MAPE) 

e erro sistemático (BIAS), que pode ser calculado da seguinte forma: 

[𝑅2] ≅
𝛽̂1

2 ∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)²𝑛
𝑖=1

𝛽̂1
2 ∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)²𝑛

𝑖=1 + 𝜎²
 

(1) 

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
1

𝑁
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦𝑖

′)²
𝑁

𝑖=1
 

(2) 

𝑀𝐴𝑃𝐸 =
∑

|𝑝𝑖 − 𝑡𝑖|
|𝑡𝑖|

𝑛
𝑖=1

𝑁
 

(3) 

𝐵𝐼𝐴𝑆 =
1

𝑁
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦𝑖

′)
𝑁

𝑖=1
 

(4) 

Para avaliar o potencial do modelo desenvolvido, foram aplicadas duas formas de validação. A 

primeira, in situ, foi a verificação a partir de um outro conjunto de dados coletado no campo do dia 

17/08/2020 (5 pontos-Tabela 1), em que um novo valor de concentração de clorofila-a foi obtido 

por meio do modelo e comparado com o valor obtido pela técnica espectrofotométrica tradicional. 

Apesar do tamanho da amostra ter baixa significância estatística, manteve-se essa forma de 

validação. O segundo método de validação, denominado jackknife, popularmente conhecido como 

validação cruzada, que é aplicado para estudos que envolvem menor quantidade de elementos 

amostrais (Neophytou et al., 2000, p.20). Essa técnica consiste na remoção de uma amostra do 

conjunto total observado (40 amostras) e o estimador do modelo é recalculado com base no restante 

de elementos amostrais amostra (n-1) e, em seguida, a amostra removida e é estimada utilizando a 

nova equação do modelo. Esse procedimento é repetido para todas as amostras, de forma que todas 

as observações sejam estimadas nos demais valores restantes.  

Por fim, foi realizada uma proposta de adaptação do modelo absoluto obtido pela sonda BBE 

para reservatórios de abastecimento público do cerrado. Para geração dos cálculos, utilizou-se o 

programa de linguagem R e o software livre BioEstat, versão 5.0. 
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3- Resultados e Discussão 

 

3.1- Análise dos valores Absolutos 

Os trabalhos de campos foram realizados em condições meteorológicas favoráveis com ausência 

de chuva, temperatura (média de 22ºC), vento (média de 1.1 m/s) e umidade do ar (55%). A análise 

estatística obtida a partir dos valores absolutos extraídos diretamente dos fluorômetros de 

concentração de clorofila-a segue na Tabela 03. Os valores de clorofila-a permaneceram abaixo de 

30 μg/L para todo o período, sendo considerado dentro do limite estabelecido pela resolução 

CONAMA n°357/2005, para águas de classe 2. Embora as concentrações de clorofila-a tenham sido 

baixas para os reservatórios avaliados, observou-se ainda, pelo desvio padrão, uma certa 

variabilidade nos dados. O coeficiente de variação alcançado pelas técnicas foi de 118% pelo 

fluorômetro da EXO2 e de 86% e pelo fluorômetro BBE Moldaenke. Os resultados com menor 

variabilidade (66%) foram alcançados pela técnica laboratorial (LAB). 

Tabela 3: Estatística descritiva das concentrações de clorofila-a (µg/L), para os métodos coletados.  

Estatística descritiva  

Variáveis EXO BBE LAB 

Tamanho da amostra  40 40 40 

Mínimo 0.28 1.60 0.80 

Máximo 10.01 20.88 11.8 

Amplitude Total 9.73 19.28 11 

Mediana 0.88 3.92 3.60 

Média Aritmética 1.89 5.63 4.09 

Variância 5.02 23.56 7.50 

Desvio Padrão 2.24 4.85 2.74 

Erro Padrão 0.35 0.77 0.43 

Coeficiente de Variação 118.73% 86.15% 66.91% 

 

De acordo com a Tabela 3, a média de concentração de clorofila-a alcançada por todos os 

métodos não ultrapassou 6 µg/L. Foi observado, nos trabalhos de Gregor et al. (2005), Catherine et 

al. (2012) e Garrido et al. (2019), que os valores alcançam 90 µg/L, 265 µg/L e 42 µg/L, 

respectivamente. Tal constatação não condiz com o encontrado neste estudo, com características de 

ambientes tropicais, que apresentam naturalmente alta variabilidade e prioritariamente baixas 

concentrações.  

Além disso, os valores absolutos apresentaram, pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis, 

diferença significativa (p < 0.05) entre os três métodos coletados, entretanto, quando comparado por 

pares, por meio do método Dunn, não houve diferença significativa entre a medição por LAB e 

medição por BBE (p-ajustado > 0.05), com exceção da comparação das medidas entre LAB e EXO 

(p-ajustado < 0.05), sendo que, neste caso, houve diferença significativa. Esses resultados são 
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comprovados graficamente (figura 2), em que é visível a identificação dos outliers. Na figura 2, 

evidenciou-se a presença dos pontos que apresentaram discrepância (outliers estatísticos) para cada 

método avaliado (EXO, BBE e LAB), a quantidade de outliers foram 7,6 e 1 medições, 

respectivamente. Esses valores são referentes às mesmas datas de campo e pontos, são eles: Pontos 

A4 e A5, do lago Paranoá e as coletas de superfície do lago de Santa Maria e do Descoberto. Para 

valores dos pontos A4 e A5 do lago Paranoá que possuem concentrações elevadas de clorofila-a, 

infere-se que tal fato pode ser ocasionado pelas suas localizações próximas a estações de tratamento 

de esgoto que lançam seus rejeitos tratados no Lago Paranoá, além de receber contribuição da bacia 

do Riacho Fundo (Batista & Fonseca, 2018; Barbosa et al., 2019; Roriz et al., 2019). Para os pontos 

(A2 e A1) de coletas da superfície dos lagos de Santa Maria e do Descoberto, sugere-se que as 

épocas de aumento de temperatura e baixas precipitações ocasionaram maiores concentrações de 

clorofila-a (Esteves, 1998; Odebrecht et al., 2003). Assim, conclui-se que os efeitos de outliers 

foram resultantes de fenômenos comuns nos ambientes aquáticos.  

Ainda na Figura 2, no gráfico de violino com a distribuição estatística dos dados para todos os 

métodos, pode-se notar que os valores excedentes foram maiores pelos fluorímetros portáteis que os 

obtidos pela técnica espectrofotométrica tradicional. Essa superestimação pode ser causada por 

vários motivos, como, por exemplo, o aumento da emissão de fluorescência pelas cianobactérias 

diante da limitação de nutrientes (MacIntyre et al., 2010), a fase de estágios do fitoplâncton e suas 

variações de teor de pigmento das células (Beutler et al., 2002),  os diferentes níveis de eficiência 

durante a extração de clorofila pelo método espectrofotométrico a partir de solventes orgânicos 

(Nusch, 1980), além de outros fatores, tais como variação de luz, presença de bolhas, Matéria 

orgânica dissolvida, turbidez, temperatura (Zamyadi et al., 2016; Choo et al., 2018). É importante 

mencionar que o método por fluorescência prevê que a estimativa para um ponto seja feita a partir 

de um conjunto de dados coletados por um intervalo de tempo em função da variação de tipos e 

tamanhos de algas naturalmente observadas no ambiente. 
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Figura  2: Distribuição dos dados de clorofila-a, para os métodos coletados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para Meyns et al. (1994), essa superestimação é provavelmente devido ao fato da calibração do 

Fluorômetro-BBE ser feita por HPLC, o que pode provocar uma superestimação, vista que o HPLC 

fornece valores mais baixos de concentração de clorofila-a do que por espectrofotometria. Na tabela 

4, evidencia-se um índice que permite o cálculo da razão média entre as medidas do 

espectrofluorímetro in vivo (fluorescência-IVF) pelas medidas espectrofotométricas tradicional in 

vitro, conhecido como “fator de superestimação” (Silva et al., 2016). Silva et al., (2016) 

apresentaram um fator de superestimação de aproximadamente 0,36 (± 0,20). Outros estudos 

também foram comparados, mas o trabalho de Leboulanger et al. (2002) destaca-se pelo fato de 

apresentar um fator de superestimação de 1.03 em um ambiente com concentração máxima de 20 

µg/L, resultado aproximado a este estudo.  
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 Tabela 4: Fatores de superestimação do FluoroProbe relatados na literatura científica. 

a Fatores de superestimação foram calculados por meio de regressão linear y = ax, onde y é a concentração de clorofila-

a fornecida pelo espectrofluorímetro, x é a concentração espectrofotométrica (LAB) de clorofila-a e a é o fator de 

subestimação. 
b O fator de superestimação é uma razão média entre as medidas do espectrofluorímetro e a espectrofotometria 

tradicional (LAB) 

 

A Figura 3 apresenta a dispersão linear entre a estimativa tradicional (LAB) e as estimativas 

pelos métodos (EXO e BBE). Os resultados pelo LAB e medição pela EXO foram fortemente 

correlacionados (r=0.79, R²=0.63, p<0.0001, n=40) e um RMSE relativamente baixo, entorno de 

2.97, evidenciando uma moderada qualidade do modelo. Quanto à medida pela BBE, apresentou 

também uma correlação forte (r=0.78, R²=0.63, p<0.0001, n=40), entretanto, um RMSE de 3.34. 

Uma possível justificativa deve-se à interferência dos valores discrepantes, como observado no 

gráfico de dispersão linear na Figura 3 –B, em que as concentrações acima de 5 µg/L não se 

ajustaram muito bem ao modelo de regressão linear, situados fora da área em cinza, que 

corresponde os intervalos de confiança (95%), diferentemente do presenciado na Figura 3 - A, em 

que os valores ajustaram-se relativamente melhor, provavelmente devido às medições pela EXO e 

LAB terem apresentado, na sua maioria, concentrações abaixo de 10 µg/L de clorofila-a.  

 

 

 

 

Solvente de 

extração  

Faixa de 

concentração 

de clorofila-a 

Número de 

locais 

monitorados 

Fator de 

superestimação 
Referência 

Acetona 0–20 µg/L 1 a1.03 
Leboulanger et al. 

(2002) 

Etanol 0–50 µg/L 6 a0.83 
Gregor and 

Marˇsálek (2004) 

Etanol 0–90 µg/L 5 a0.74 Gregor et al. (2005) 

Metanol 0–265 µg/L 50 b0.56 
Catherine et al. 

(2012) 

Etanol 42–626 µg/L 1 a0.36 e b0.27 Silva et al., (2016) 

Acetona 0 - 20.8 µg/L 3 b1.37 Presente pesquisa 
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Figura 3: Equações de regressão linear entre os métodos avaliados. 

 

Vale destacar que trabalhos anteriores, como Silva et al. (2016), encontraram forte correlação, 

quando comparada com a estimativa tradicional, que apresentou, em seu estudo, uma correlação 

altamente significativa abaixo de 100 µg/L (r = 0.84, p <0.001, n = 25) e insignificante acima de 

100 µg/L (r = 0.17, p = 0.63, n = 10). Outras pesquisas, como as de Gregor et al. (2005) e Catherine 

et al. (2012), mostraram também correlações significativamente mais altas, com concentrações que 

alcançaram valores máximos de 90 µg/L (r = 0.95, n = 96) e 264 µg/L (r = 0.97, n = 50), 

respectivamente. Esses resultados descritos na literatura apresentaram correlações maiores quando 

comparados com o obtido neste estudo. Entretanto, o estudo de Leboulanger et al. (2002) 

apresentou uma correlação significativa em um ambiente que atingiu concentração máxima de 20 

µg/L (r = 0.77, n = 55), o que é similar a este estudo. Logo, esses resultados evidenciam que 

amostras de baixa biomassa geralmente apresentam coeficientes de correlação mais baixos. De 

forma geral, embora esses estudos tenham encontrado boas correlações, alguns fatores, como 

mencionado anteriormente (matéria orgânica, material total em suspensão, condição de floração e 

outros), podem causar limitações em suas precisões (Chang et al., 2012; Kring et al., 2014; 

Zamyadi et al., 2016).  

3.2- Análise dos valores relativos  

Os resultados das combinações são apresentado na tabela 05, em que se observa, pelos 

indicativos estatísticos (r e R2), as bandas que apresentaram melhor resultado na quantificação de 

clorofila-a, sendo que, dentre as diversas combinações (Tabela 5), a equação 09 com a combinação 
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das bandas 525nm e 570nm, apresentou ser o modelo com melhor resultado (525+570)/ (570/525). 

Nos trabalhos de Suggett et al. (2010), Seppala (2007) e Lohrenz et al. (2003), as bandas 

fluorímetricas 453-440 nm, 620-635 nm e 672-675 nm foram as faixas espectrais utilizadas para 

estimular seletivamente a excitação da clorofila-a, diferentemente do obtido neste estudo. No estudo 

de Blockstein et al. (2014), o comprimento de onda selecionado foi em 465 nm para estimar 

clorofila-a, no qual o autor fabricou um fluorômetro portátil, sendo capaz de indicar os melhores 

comprimentos de onda. Além disso, o mesmo autor relatou que, em 405 nm, é o comprimento de 

onda ideal para a estimativa de matéria orgânica dissolvida (CDOM). Tal resultado foi distinto do 

utilizado por Gosset et al. (2018), que trabalharam com o pico de 470 nm como fonte de excitação. 

Tal estudo foi em concordância com o fluorômetro BBE Moldaenke, cujo pico máximo para o 

grupo de algas verdes e clorofila-a é de 470 nm para valores absolutos. 

Tabela 5:Os resultados dos melhores índices. 

Combinações 

Correlação 

Pearson 

(r) 

Coeficiente de 

Determinação (R²) 
Combinações 

Correlação 

Pearson 

(r) 

Coeficiente de 

Determinação (R²) 

F1- (525) 0.85 0.72 F7- (525-570)/(570/525) 0.85 0.73 

F1- (610) 0.83 0.69 F7- (570-590)/(590/570) 0.83 0.69 

F1- (370) 0.83 0.69 F8- (525+590)/(525/590) 0.78 0.61 

F1- (590) 0.86 0.73 F8- (570+590)/(570/590) 0.78 0.61 

F1- (470) 0.79 0.62 F8- (610+370)/(610/370) 0.79 0.62 

F2- (Log10 470) 0.79 0.63 F8- (610+590)/(610/590) 0.86 0.74 

F2- (Log10 525) 0.83 0.69 F8- (370+470)/(370/470) 0.77 0.60 

F2- (Log10 610) 0.83 0.70 F9- (525+570)/(570/525) 0.88 0.78 

F2- (Log10 370) 0.84 0.71 F9- (525+590)/(590/525) 0.82 0.67 

  F2- (Log10 590) 0.85 0.73 F9- (610+590)/(590/610) 0.81 0.65 

F3- (525-570) 0.87 0.76 F9- (370+590)/(590/370) 0.77 0.60 

          F3- (590-570) 0.81 0.66 F9- (525+610)/(610/525) 0.78 0.61 

F6- (525-570)/(525/570) 0.81 0.65 F9- (370+470)/(470/370) 0.86 0.73 

F1 ;F2 ;F3;F6 F7;F8  e F9  – Fórmulas usadas na tabela 02 

É importante mencionar ainda que a melhor combinação obtida nesta pesquisa, ou seja, com as 

bandas espectrais de 525nm e de 570 nm, geralmente mostra o pico de fluorescência para os grupos 

de algas marrom (Bacillariophyceae e Dinophyceae) e misto (Cryptophyceae), que apresentam, na 

sua estrutura, pigmentos de clorofila-a e outros pigmentos acessórios (Clorofila-c e 

ficobiliproteínas) (BBE, 2017). De acordo com Batista (2018), os grupos predominantes do Lago 

Paranoá foram Bacillariophyceae, Chlorophyceae e Cryptophyceae. Já a pesquisa feita por Roriz et 

al. (2019), realizada em agosto de 2016 a agosto de 2017 no Lago Paranoá, identificou a presença 

do grupo Dinophyceae, em registrando a primeira espécie invasora Ceratium furcoides (Levander) 

Langhans 1925. 
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Estudos recentes confirmam essa flexibilidade dos canais de fluorescência, conforme observado 

na pesquisa de Ling et al., (2018), que apresentou ótimo resultado usando dois canais espectrais de 

emissão de fluorescência em 550 nm e 700 nm para distinguir os grupos de algas em águas 

marinhas, evidenciando que o uso dos canais espectrais específicos de emissão de fluorescência é 

promissor na quantificação e na distinção das comunidades de fitoplâncton.  Neste estudo, a 

combinação dessas duas bandas 525nm e 570nm mostrou-se eficiente na quantificação do pigmento 

da clorofila-a, indicada pelos valores de correlação Pearson (r = 88), coeficiente de determinação 

(R²= 0.77).  

Na Figura 4, é possível visualizar a reta de regressão entre valores modelo (combinações das 

medidas fluorimétricas) e a concentração de clorofila-a obtidos pelo método de extração em 

laboratório. O resultado apresentou alta correlação entre os valores analisados (r=0,88) e um bom 

ajuste do modelo pelo coeficiente determinação (R²=0.77). Esse resultado mostra que a correlação 

obtida ficou acima do relatado na pesquisa de Leboulanger et al. (2002), que obtiveram uma 

correlação de 0.77 para concentrações que atingiram valores máximos de 20 µg/L de clorofila-a, 

entretanto, ligeiramente abaixo do encontrado em outros estudos (r = 0.95, n = 96 em Gregor et al., 

2005; r = 0,97, n = 50 em Catherine et al., 2012). Notou-se também que o resultado com valores 

relativos foi capaz de melhorar a capacidade de estimativa, quando comparados com os valores 

absolutos (BBE- R²=0.63, r=0.78).  

Percebe-se ainda que, apesar dos bons resultados, o modelo ainda apresenta uma dispersão para 

concentrações acima de 5 µg/L (Figura 4), contudo tal constatação só pode ser confirmada com a 

densificação de pontos ao modelo, principalmente, para períodos de maiores concentrações. 

Outros indicadores estatísticos, como o erro quadrático médio (RMSE), erro percentual médio 

absoluto (MAPE) e o erro sistemático (BIAS), confirmaram o desempenho dessa técnica para 

estimativa na concentração de clorofila-a a partir do modelo e do uso da equação da reta obtida, os 

valores estatísticos foram: RMSE: 1.27, MAPE: 26.72 e BIAS: -6.32 respectivamente (Figura 4). 

Portanto, o erro quadrático médio (RMSE) do modelo pela fluorescência absoluta apresentou ser 

mais abaixo do que o obtido pelos valores relativos (BBE - RMSE=3.34), o que aponta que a 

fluorescência dos espectros de emissão das duas bandas combinadas (525nm e 570nm) foi capaz de 

permitir resultados eficazes na estimativa de clorofila-a. Pesquisas anteriores como Ferreira et al. 

(2012) e Ling et al. (2018) também apontaram a eficácia dessas medidas relativas fluorimétricas na 

quantificação e identificação de fitoplâncton. Ambos também garantiram aprimoramento no modelo 

de estimativa, com destaque para Ferreira et al. (2012), que trabalharam em ambientes tropicais, 

com concentrações que variaram de 2.67 a 30.84 µg/L clorofila-a.  
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Figura 4: Reta de regressão de calibração para a estimativa de clorofila-a. 

 

Vale lembrar que os desvios encontrados em relação aos dados espectrofotométricos podem 

surgir por diversos motivos e, consequentemente, influenciar os fatores de correção, quando 

convertido para dados relativos de clorofila-a. Estudos anteriores indicaram que intensidade de luz, 

temperatura, composição da biomassa e efeito quenching (Catherine et al., 2012 ;Chang et 

al., 2012 ; Kring et al., 2014; Cicerelli et al., 2017) podem afetar as respostas de fluorescência, 

resultando em variações na fluorescência (Garrido et al., 2019), contribuindo, assim, para a 

imprecisão da medição (Chang et al., 2012 ).  

Para validar o modelo e confirmar seu desempenho, na tabela 05, observa-se o resultado do 

primeiro método de validação, em que os valores estimados por meio do modelo foram 

significativamente próximos quando comparados com valores obtidos pelo método de extração em 

laboratório, o que indicou uma ótima acurácia e precisão do modelo de estimativa de clorofila-a 

com um erro significativamente baixo RMSE de 0.48 e um coeficiente de correlação (r) de 0.80. 

Esses resultados de correlação forte com erro baixo mostram uma boa confiança e um grande 

potencial da calibração do modelo. 

 

 

 

javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;


 

62 
 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Para o segundo método de validação, conforme a tabela 5, optou-se por realizar uma validação 

cruzada (técnica jackknife) na tentativa de compreender a participação de cada ponto na construção 

do modelo e observar se o modelo é capaz de predizer toda a variabilidade da concentração de 

clorofila-a. Os modelos das validações geradas pela técnica jackknife alcançaram um intervalo de 

coeficiente linear que variou de (-0.022 a 0.210), em que se apresenta uma variação significativa no 

ponto inicial, ou seja, cada modelo corta o eixo Y do plano cartesiano em lugares distintos. Já o 

coeficiente angular mostra um comportamento estável, pois houve pouca variação (0,068 - 0,073), o 

que indica uma menor variação da inclinação da reta, reforçando a robustez do modelo.  

A pesquisa de Escoffier et al. (2014) também confirmou a necessidade da aplicação de 

calibrações fluorímetricas específicas de acordo com as espécies presentes no meio aquático, pois, 

segundo o autor, as calibrações específicas melhoram as estimativas. Contudo, trata-se de uma 

atividade complexa feita diretamente na empresa fabricante do equipamento. A alternativa 

apresentada nesse trabalho, juntamente com os de Ferreira et al. (2019), Ling et al. (2018), 

mostraram ser uma excelente ferramenta de quantificação em concentração de clorofila-a, para 

ambientes aquáticos por meio de calibração com dados de campo, podendo ser um instrumento 

simples aplicado pelas companhias e de abastecimento e pesquisas acadêmicas. Porém, ressalta-se a 

importância do entendimento dos efeitos de outros elementos na quantificação total de clorofila-a, 

pois essas interferências podem variar conforme as espécies ou os grupos de algas encontradas nos 

ambientes aquáticos, ou seja, os grupos em altas concentrações corrompem a determinação de um 

Tabela 6: Métodos de validação 

Equação de regressão do modelo gerado Y= 0,135+0,068X 

Pontos Estimado pelo modelo LAB (µg/L) BBE - Absoluto (µg/L) 

A5 2.65 2.03 4.49 

B 1.18 0.87 1.41 

C 1.44 1.70 2.33 

D 1.55 1.80 1.87 

E 2.62 3.37 3.88 

Validação Cruzada - Jackknife 

Amostral Min-máx. Min-máx. Min-máx. 

40 modelos 1.20 – 12.14 0.80 – 11.8 1.60 – 20.87 
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grupo com baixa concentração. Além disso, o modelo é adaptado para características específicas do 

ambiente, ou seja, o modelo não será capaz de se ajustar para fenômenos extremos, como 

ocorrência de altas concentrações de clorofila-a ou até mesmo mistura de outros elementos não 

previstos na construção do modelo de regressão. 

4- Conclusão 

Conclui-se que os resultados das medidas fluorímetricas (dados relativos) comprovam a 

eficiência do modelo, em que se constatou uma correlação forte (r=0.88; R²=0.78), confirmada 

ainda pelos parâmetros de validação (RMSE= 1.27, MAPE=26.72 e BIAS= -6.32). Essas medidas 

fluorimétricas alcançaram uma boa estimativa para concentração de clorofila-a com precisão e 

acurácia necessária para ambientes tropicais com baixas concentrações para reservatórios de 

abastecimento público no Cerrado. O modelo absoluto, fornecido pelas empresas fabricantes, 

mostra limitações na estimativa. Tais limitações foram minimizadas com o uso de modelos 

relativos.  

O procedimento de combinação de bandas a partir dos dados de fluorescência e o processo de 

conversão indicam ser uma ótima alternativa para quantificação em concentração de clorofila-a, no 

qual se destacam os comprimentos de onda 525 nm e 570 nm, relacionados à presença de algas 

marrom e mistas.  Assim, os dados fluorimétricos relativos podem ser adaptados por meio do uso de 

modelos empíricos, melhorando, assim, o potencial na estimativa de clorofila-a. Expresso em outros 

termos, o modelo físico oferecido pela empresa para estimativa de clorofila-a (valor absoluto) deve 

ser aprimorado ou adaptado para realidades de regiões tropicais, como as do Cerrado brasileiro. Tal 

adaptação, em princípio, é dependente dos grupos de fitoplanctons predominantes no ambiente.  

Essa nova opção possibilita quantificar a concentração de clorofila-a de forma rápida e precisa. 

Além disso, há um ganho na redução nos custos operacionais que vão desde levantamentos de 

campo e a redução do número de amostras a serem analisadas em laboratório, fator relevante para 

monitoramento da qualidade de água nos reservatórios.  
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CAPÍTULO 6- CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados da pesquisa evidenciam que é possível obter uma boa estimativa de quantificação 

de clorofila-a em reservatórios do cerrado a partir dos dados relativos e absolutos. Ressalta-se que 

os reservatórios em análise apresentaram baixas concentrações, com média aproximada de 5µg/L, 

ou seja, mesmo próximo do limite inferior de detecção o método mostra-se viável para fins de 

monitoramento e controle de reservatórios, principalmente para fins de abastecimento público.  

É importante deixar claro que, embora o resultado seja satisfatório, a ideia original da dissertação 

foi monitorar os reservatórios com um ano completo para garantir a percepção da variação sazonal 

da variável, além de continuar as análises simultâneas para calibrar e validar o modelo. Contudo, 

devido à pandemia, houve uma redução nas coletas.  

Quanto ao desempenho dados relativos e absolutos ficou claro que o método absoluto teve 

menor desempenho em virtude de utilizar um modelo universal, o que não garante diagnosticar toda 

a realidade local, no caso dos reservatórios analisados no cerrado.  

Para os dados relativos, verificou-se que as bandas fluorimétricas são uma boa alternativa para 

quantificar pigmentos de clorofila-a em ambientes aquáticos tropicais. Vale salientar que 

interferências das características do ambiente aquático, a escolha do método e o modo de manuseio 

podem reduzir a qualidade na detecção e interferir na qualidade da estimativa do pigmento. 

A escolha do método de levantamento de campo a ser adotado para área de estudo é 

fundamental, visto que cada método apresenta suas peculiaridades que podem facilitar e/ou 

influenciar negativamente na estimativa. O levantamento pelo modo tradicional utilizado pela 

CAESB é considerado confiável e eficiente, mas requer um tempo e um cuidado em todo o 

processo, desde coleta das amostragens até aos processos de análises laboratoriais para diminuir a 

degradação dos pigmentos, o que pode muitas vezes não ser adequado para um rápido diagnóstico 

das condições da qualidade da água. Utilizar os métodos por meio de sondas que detectam os 

pigmentos em tempo real é uma ótima alternativa para complementar dados das companhias de 

saneamento, pois podem reduzir custos laboratoriais.  

Apesar das inúmeras vantagens obtidas pelos métodos in vivo (sondas), deve-se configurar e 

ajustar adequadamente esses instrumentos para região em estudo. A presente pesquisa reforça a 

importância de avaliar e analisar os canais espectrais usados pelas fluorômetros para obter melhor 

estimativa, pois existe, no mercado, uma variedade de sondas que trabalham com distintas faixas 

espectrais. Deve-se explorar os canais espectrais disponíveis por esses dispositivos e correlacionar 

características do ambiente aquático. 

O presente estudo buscou desenvolver um modelo fácil para quantificar a biomassa 

fitoplanctônica (clorofila-a) de formar rápida e precisa, usando os dados brutos (bandas 
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fluorimétricas), para obter melhor resultado na estimativa. Os comprimentos de onda de 525 nm e 

570 nm mostraram essa eficiência na quantificação para os reservatórios do DF, bandas que podem 

estar diretamente ligadas à presença das algas marrom e mistas, comum nesses ambientes aquáticos 

em estudo. Logo, deve-se adaptar os dados fluorimétricos aos modelos empíricos e correlacionar 

com as características dos corpos hídricos e com os grupos fitoplanctônicos presentes no ambiente 

aquático.  

Esse método relativo foi sugerido para minimizar e diminuir estimativas discrepantes, 

disponibilizadas por meio das medidas absolutas, sendo que se observou, neste estudo, uma 

variabilidade significativa diante de todos os métodos avaliados a partir dos dados absolutos, o que 

mostra que os dados fluorimétricos relativos são uma ótima alternativa. Vale ressaltar que a 

influência das características no ambiente, como presença de matéria orgânica, variação de 

iluminação, TSS entre outros, podem alterar a na qualidade da detecção, ou seja, apesar do modelo 

relativo ser ótimo, ainda não consegue analisar a parcela da influência desses elementos.  

 Por fim, este trabalho recomenda para trabalhos futuros uma maior densidade de pontos de 

amostras, aplicadas em distintos ambientes aquáticos com alta e baixa concentração de clorofila-a 

para obter uma melhor curva de calibração de estimativa. Além disso, vale ampliar a ideia do uso 

das bandas fluorimétricas para quantificar outros pigmentos fotossintetizantes e correlacionar aos 

dados das comunidades fitoplanctônicas. Também se observa grande potencial na relação entre as 

estimativas de clorofila-a obtidas pelas bandas fluorimétricas com dados de sensoriamento remoto, 

que podem ser utilizadas para calibração de modelos de quantificação.  
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APÊNDICE I- Método de validação (Jackknife) 
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Elemento 

amostral 

excluído 

 

Modelos de validação 

 

Estimado pelo modelo 

 

LAB  

 

BBE - relativo  

1 Y = 0,166 + 0,068X 1,206 0,800 1,600 

2 Y = 0,179 + 0,068X 2,373 1,600 2,201 

3 Y = 0,166 + 0,068X 1,759 1,300 1,813 

4 Y = 0,135 + 0,068X 5,430 8,000 16,644 

5 Y = 0,182 + 0,068X 2,053 1,300 1,958 

6 Y = 0,158 + 0,069X 2,882 2,400 3,223 

7 Y = 0,097 + 0,070X 12,145 11,800 18,232 

8 Y = 0,129 + 0,069X 4,450 4,800 7,686 

9 Y = 0,149 + 0,069X 1,756 1,600 1,776 

10 Y = 0,149 + 0,069X 1,804 1,600 2,112 

11 Y = 0,165 + 0,068X 1,735 1,300 1,975 

12 Y = 0,116 + 0,069X 2,530 2,900 2,990 

13 Y = 0,108 + 0,070X 8,120 7,500 20,875 

14 Y = 0,083 + 0,069X 1,862 2,700 3,143 

15 Y = 0,210 + 0,068X 2,463 1,100 5,457 

16 Y = -0,022 + 0,070X 2,353 5,300 7,178 

17 Y = 0,205 + 0,067X 9,135 10,200 14,551 

18 Y = 0,179 + 0,067X 6,905 8,600 12,759 

19 Y = 0,130 + 0,069X 3,531 3,700 4,543 

20 Y = 0,145 + 0,069X 3,931 3,600 4,019 

21 Y = 0,119 + 0,069X 3,448 3,900 3,449 

22 Y = 0,134 + 0,069X 5,722 5,000 6,234 

23 Y = -0,025 + 0,073X 8,640 5,300 13,191 

24 Y = 0,163 + 0,068X 6,963 8,000 8,830 

25 Y = 0,093 + 0,068X 4,741 8,300 4,194 

26 Y = 0,132 + 0,069X 4,931 5,300 4,200 

27 Y = 0,093 + 0,068X 4,619 7,600 3,830 

28 Y = 0,073 + 0,071X 7,146 4,700 6,029 
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29 Y = 0,131 + 0,069X 3,749 3,900 4,761 

30 Y = 0,150 + 0,069X 4,240 3,600 5,067 

31 Y = 0,146 + 0,069X 3,039 2,800 2,600 

32 Y = 0,167 + 0,069X 3,618 2,700 2,793 

33 Y = 0,149 + 0,069X 5,038 3,600 3,568 

34 Y = 0,145 + 0,069X 4,935 4,100 4,020 

35 Y = 0,134 + 0,069X 2,659 2,700 4,128 

36 Y = 0,109 + 0,069X 2,409 2,900 3,705 

37 Y = 0,148 + 0,069X 2,311 2,100 2,777 

38 Y = 0,162 + 0,069X 2,372 1,900 2,352 

39 Y = 0,187 + 0,068X 2,587 1,600 2,411 

40 Y = 0,180 + 0,068X 2,415 1,600 2,525 
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APÊNDICE II-Script dos gráficos- (Linguagem R) 

############BOXPLOT/KRUSKAL-WALLIS############### 

install.packages("ggstatsplot") 

library(ggstatsplot) 

install.packages("palmerpenguins") 

library(palmerpenguins) 

install.packages("tidyverse") 

library(tidyverse) 

library("tidyverse", "ggstatsplot") 

FINAL<-boxplot(VALORES~METODOS,data=dados) 

ggbetweenstats(data = dados,  

               x = METODOS, 

               y = VALORES, 

               type = "np", 

               conf.level = 0.95, 

               package = "colorBlindness", # package from which color palette is to be taken 

               palette = "Green2Magenta16Steps", # choosing a different color palette 

title = "Non-parametric Test (violin plot)", 

               p.adjust.method= "bonferroni", 

               pairwise.display= "all", 

               outlier.tagging = TRUE, 

               outlier.label = PONTOS)+ 

   labs(x="",y=("Chlorophyll-a concentration (µg/L)"),parse = F, 

   colour = "black", size = 12,family="Times New Roman")+ 

theme( 

     axis.text = element_text(color="black",family="Times New Roman",size=10), 

 panel.background = element_rect(fill = "white", colour="grey50"), 

panel.grid.major = element_line(colour = "tomato1", linetype = "dotted") 

  )+ 

scale_y_continuous( 

    limits = c(0,27 ), 

    breaks = seq(from = 0, to = 27, by = 5)) 

ggsave("BOXPLOT_FINAL.png",dpi=600) 
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###################GRÁFICO-DE-REGRESSÃO###################### 

D2<-ggplot(data=dados, aes(x=exo, y=lab)) + 

  geom_point(color="black",shape=21,fill="black",alpha=0.6,size=3) + 

theme(plot.background = element_rect(fill = "white"),  

    panel.background = element_rect(fill = "white", colour="gray"), 

panel.grid.major = element_line(colour = "black", linetype = "dotted"), 

    panel.grid.minor = element_line(colour = "gray", size = 0.5), 

axis.title = element_text( color="black", size=7, face=1))+ 

  geom_smooth(method=lm , color="red",size=0.8, se=TRUE) + 

ylim(0,15)+ 

xlab("Concentração de clorofila-a(µg/L) -  EXO")+ 

ylab("Concentração de clorofila-a (µg/L) -  LAB")+  

geom_label(label="Y = 2.234 + 0.984X 

R²= 0.639 

 r=0.79 

RMSE=2.97",x=2,y=12,label.padding =unit(0.19,"lines"), 

    size = 2.8, 

    color = "black", 

    fill="white")+ 

geom_label(label="A",x=0.5,y=15,label.padding =unit(0.19,"lines"), 

    size = 2.8, 

    color = "Black", 

    fill="white") 

 

 

D3<-ggplot(data=dados, aes(x=bbe, y=lab)) + 

  geom_point(color="black",shape=21,fill="black",alpha=0.6,size=3) + 

theme(plot.background = element_rect(fill = "white"),  

    panel.background = element_rect(fill = "white", colour="gray"), 

panel.grid.major = element_line(colour = "black", linetype = "dotted"), 

    panel.grid.minor = element_line(colour = "gray", size = 0.5), 

axis.title = element_text( color="black", size=7, face=1))+ 

  geom_smooth(method=lm , color="red",size=0.8,se=TRUE)+ 

xlim(0,23)+ 

ylim(0,15)+ 
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 xlab("Concentração de clorofila-a (µg/L) -  BBE")+ 

 ylab("Concentração de clorofila-a (µg/L) -  LAB")+  

geom_label(label="Y = 1.536 + 0.453X 

R²= 0.637 

 r=0.78 

RMSE=3.34",x=4,y=12,label.padding =unit(0.19,"lines"), 

    size = 2.8, 

    color = "black", 

    fill="white")+ 

geom_label(label="B",x=0.5,y=15,label.padding =unit(0.19,"lines"), 

    size = 2.8, 

    color = "Black", 

    fill="white") 

D1<-grid.arrange(D2, D3, ncol=2) 

ggsave("fig13.png",D1,dpi=600) 
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ANEXO- Summary of fluorometers of in situ chlorophyll measurement  

Tabela 2: Summary of fluorometers of in situ chlorophyll measurement 

Name 
Light 

source 
𝜆ex (nm) 

Excitation 

method 
Detectors Parameters 

Measurement 

mode 

Range 

(µg/L−¹ ) 

LOD 

(µg/L−¹ )  
Strengths Weakness 

AOA LED 

450, 525, 

570(×2), 590, and 

610 

5 kHz PMT 
Chl a, Chl c, PC et 

al. 

Benchtop, 

submersible probe 
0–80 0.02 

Spectral 

groups 

measurement 

More spectral 

fingerprinting 

will be better 

BenthoFluor LED 
370, 470, 525, 

570, 590, and 610 
5 kHz PMT Microphytobenthos In situ 

0– 7µg 

cm−² 
  

Sediments 

groups 

measurement 

More spectral 

fingerprinting 

will be better 

 -  

Flash 

xenon 

lamp 

Two-filter 435 Flash 10–15 us PD Chl a 

Underwatertowed 

bodies and 

moored or buoyed 

0–100 or 

0–1000 
  

Remote 

operation 

Need a 

platform for 

operation 

ALF 

Lasers 

405 532 200 us PDP PMT 
Chl a, PC, and 

CDOM 

Laboratory or 

flow-through 
0.003–50   

Spectral 

deconvolution 

Need a 

platform for 

operation 

ALF-T 

Laser 
510 375, 405, and 

510 
PDP 

Small PMT 

spectrometer 

Chl a, PBP Fv/F m 

CDOM 

Flow-through 

small-volume 

sample 

  0.01 
“T” optical 

scheme 

Need a 

platform for 

operation 

Multiexciter 

LED 

375, 400, 420, 

435, 470, 505, 

525, 570, and 590 

  
Si-PD, 680 

nm 
Phytoplankton In situ   0.1 

Nine LEDs for 

distinction 

phytoplankton 

groups 

Not enough 

information to 

assessment 

Phase 

fluorometer 

LED 

blue 

Sinusoidal 80 

MHz 

modulation 

PD Chl a     466.7 

Fluorescence 

lifetime 

measuremen 
A worse LOD 

 -  

LED 

470 

Pseudorandom 

sequence 

modulation 

PD Chl In situ 0–25 0.0103 

Pseudorandom 

sequence 

modulation, 

highly 

sensitive 

Need more 

information of 

assessment 

FRRf 
LED 

470 FRR PMT Chl In situ 0–50 0.01 
Profiling buoy 

system 

Big and 

complex 
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Tabela 2: Continued 

 

 Fonte: Zeng & Li (2015) 

Name 
Light 

source 
𝜆ex (nm) 

Excitation 

method 
Detectors Parameters 

Measurement 

mode 

Range 

(µg/L−¹ ) 

LOD 

(µg/L−¹ )  
Strengths Weakness 

           

MFF 

4 xenon 

strobe 

lamps 
455 

10 kHz strobe 

flash 

Two PMTs 

676 nm 
Chl a In situ 

0–50 and 

0–200 
0.1 and 0.5 

Eight sensors 

simultaneous 

measurement, 

long term 

Accuracy 

ECO BBFL2 

LED 

370, 540, and 660 Modulated 1 k 
460, 570, and 

660 nm PD 

Chl a, CDOM 

phycoerythrin 
In situ 0–125 0.025 

Three-channel 

excitation, 

high accuracy 

Expensive 

ECO 3X1M LED 435, 470, and 532 Modulated 1 k PD 695 nm Chl In situ 0.01–125 0.095 High accuracy Expensive 

Trios MicroFlu 

LED 

470 Modulated PD Chl In situ 
0–10 0–

100 
0.1 

Two ranges 

and accuracy 

Cannot 

simultaneously 

measure 

chlorophyll and 

phycocyanin 

TurboMAP-L 

Diode 

laser 410   PD CMOS Chl a and turbidity In situ 0–100 0.5 

Consider the 

aerodynamic 

design 

Composition 

analysis 

 -  
Blue 

LED 
425 Modulation PD Chl a Pumpable     

Low cost A little rough 

  

Lamp 

420, 270/530 Flash PMT Chl Submersible     

Two probing 

heads, Raman 

scattering 

calibration 

Cannot find the 

LOD 

PLIF 

Diode 

laser 532   CCD Chl In situ     

Microscale 

fluorescence 

imaging 

Accuracy 

Lensless 

Miniature 

Portable 

Fluorometer 

LED 

405, 465   
CMOS image 

sensor array 
Chl, CDOM Portable 

0.625– 

893 
0.625 

Low cost, 

lensless, and 

low power 

Accuracy and 

LOD 


