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RESUMO - O método aqui apresentado tem por objetivo melhorar a recuperagéo de palinomorfos em amostras
de sedimentos quaternérios da bacia de Campos. Nas preparaces tradicionais, tanto palinoldgicas quanto de
palinofécies, afracéo mineral é eliminada por acidificacdo, com o objetivo de concentrar o maior nUmero possivel
de palinomorfos e de matéria organica nas |aminas. Entretanto, ambas utilizam o descarte do sobrenadante ap6s
0 ataque com é&cidos. A principal diferenca entre 0 novo método e as preparacOes tradicionais de palinologia e
palinofécies é o peneiramento do material, ao invés do descarte do sobrenadante, com aproveitamento total do
residuo organico. Além disso, acrescentou-se a utilizagéo de um procedimento simples e artesanal, 0 bateamento,
para eliminar os minerais pesados do residuo que sobram depois do ataque com &cido fluoridrico. Também sdo
empregados, nesse novo método, detergente e ultra-som, para dissociar e eliminar a matéria organica amorfa.
Além disso, ndo é necessario o uso de acetdlise, diferentemente da preparacéo palinolégica convencional para
amostras do Quaternério. Uma vantagem adicional da nova metodologia é a utilizagdo de menor quantidade de
amostra (cerca de 6 gramas). Para a constatagdo de sua eficécia foram preparadas duas amostras de um mesmo
nivel, para estudos de palinoféacies (sem peneiramento) e com a nova metodologia (com peneiramento). Os
resultados mostraram-se bastante satisfatorios, revelando que a nova metodol ogia aumenta significativamente o
nuimero de dinocistos recuperados. Na amostra preparada para palinoféacies foram contados 319 palinomorfos,
contra 1017 palinomorfos obtidos na nova preparacéo. Quanto aos dinoflagelados, na lamina de palinofacies
foram contados apenas dois cistos, perfazendo 1% do total de palinomorfos da amostra. No novo método, os
dinoflagel ados atingiram 78% do total dos palinomorfos contados. Verificou-se que anova preparagdo propiciou
apenas 0 aumento da recuperacdo de dinoflagelados, sem a diminuicdo dos outros palinomorfos (p6lens e
esporos). Podemos concluir que o novo método possibilita umamaior recuperacao de dinoflagel ados em menor
quantidade de amostra, além de uma menor quantidade de matéria organica amorfa naléamina, o que facilitaa
identificac&o dos palinomorfos, especia mente dos dinoflagelados.

Palavras-chave: dinoflagelados, preparaco palinol dgica, recuperacdo de palinomorfos.

ABSTRACT - NEW METHOD OF PALYNOLOGICAL PREPARATION FOR INCREASING THE
RECOVERY OF DINOFLAGELLATES. This new methodology arises the needs to improve the recovery of
marine palynomorphs Quaternary sediments of Campos basin. The objective of the palynological preparation
is to eliminate the mineral constituents through acidifications, thus concentrating the palynomorphs on the
palynologica slides. In this new method, it is add the use of a ssmple and artisan procedure: of panning to
eliminate the heavy minerals in the samples after the use of hydrofluoric acid. Additionally, the amorphous
organic matter is dissociated with detergent and ultra-sound. The main difference between the method employed
herein and the traditional one palynofacies isthat the suspended material (after decantation) is sieved instead of
the discard. For this method is not necessary the use of acetolysis, thus the dinoflagellates are better preserved.
Another advantage of the method | isthe use of lesser amount of sample (6 grams). To confirm the effectiveness
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of the used method was compared one same sample prepared for method | and method 11. The results
show that the new method increases the number of dinoflagellates recovery. The sample prepared using
the method 11, were counted 319 palynomorphs, while in the sample prepared using the method |1 were
counted 017 palynomorphs. This conspicuous difference between the methods is resulted of the high
abundance of the recovery dinoflagellates. Using the method |1, only two dinoflagellates were found.
These two dinoflagellates are 1% of all palynomorphs of the sample. On the other hand, using the method
I, the percentage of dinoflagellates reaches 78% of al palynomorphs of the sample. It seems that the
increase of the dinoflagellatesis not at the expense of other palynomorphs, because in both methods do not
have difference in the results of palynomorphs count. According to these resullts, it is possible to confirm
that the method greatly improves the recovery of dinoflagellates.

Key words: dinoflagellates, palynological preparation, recovery of palynomorphs.

INTRODUCAO

Este novo procedimento na preparacdo de [aminas pali-
nol 6gicas surgiu da necessidade de melhorar a recuperag@o
de palinomorfos marinhos em amostras de sedimentos
quaternarios da bacia de Campos, preparadas pelo método
padrédo para estudos de palinologia e palinofécies, no Proje-
to “Aplicacéo da faciologia organica na modelagem
pal eoceanogréfica e microbiof aciol 6gi ca do tal ude continen-
tal brasileiro recente da bacia de Campos — RJ' (CTPetro/
CNPg/UFRJ- n°460492/00-4), o qual visacaracterizar, atra-
vés de estudos taxondmicos e paleoecol 6gicos dos
dinoflagelados do furo Bu91-GL 07, os parémetros pal eoam-
bientais e paleogeograficos necessarios a modelagem
paleoceanogréfica do talude continental. Para tanto, foram
utilizados os testemunhos do furo Bu91-GL 07, j& anterior-
mente estudados pela PETROBRAS, que investe no
detalhamento da se¢cdo quaternaria do talude continental
meédio da baciade Campos.

Os métodos aqui aplicados seguem os procedimentos
descritos por Brenner (1998) para preparacdo palinolégicae
por Tyson (1995), Mendonca Filho (1999) e Carvalho (2001)
para palinofécies. O estabelecimento de uma metodologia
adequada de recuperacéo de palinomorfos, especialmente dos
dinoflagelados, foi fundamental para o desenvolvimento da
presente pesquisa. O método de preparacdo de sedimentos
quaternarios e recentes adotado nessa pesquisa € inédito no
pais. Essa preparacdo seguiu a metodologia proposta por
Brenner (1996, 1998), que apresentam resultados bastante
eficientes paraaconcentracéo de palinomorfos, notadamente
de cistos de dinoflagelados. A amostragem do testemunho
estudado e as etapas da preparacao palinol6gica das amos-
tras s80 descritas detalhadamente a seguir.

METODOLOGIA

Amostragem

O furo Bu91-GL07 é um testemunho continuo e longo,
com 100,20 m de comprimento, coletado a 955 m de lamina
d'&gua, no talude continental da bacia de Campos.

Os sedimentos lamosos compreendem cerca de 77% da
secdo testemunhada e foram classificados de acordo com suas
cores - marrom ou oliva- que sdo funcéo dos teores de carbo-
nato de célcio e sulfetos disseminados, e de origens pel &gicas
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e hemipelagicas, respectivamente (Caddah et al., 1998). As
areias foram classificadas de acordo com o contetido de lama,
emareiaslimpaseareiaslamosas (Caddah et al ., 1998).

O materia foi classificado de acordo com as seguintes
litologias: lamaolivahemipelagica(Loh), arelalamosa(AL),
lamaolivacarbonosa(L oc), lamacinzaesverdeada (L ce), lama
cinza escuro esverdeada (L c), lama preta esverdeada (L pe),
lama preta esverdeada com intercal aces arenosas (Lpei) e
lamacinza(Lcc).

Paramaterial arenoso ou de coloragéo clara, o ideal na
preparacdo palinoldgica € usar entre 50 g e 1 kg de sedi-
mento, paraumaboa recuperacéo de palinomorfos. Japara
lamas e areias escuras, sdo suficientes, em média, de5a8
g de material. Para o presente estudo, também foi levado
em consideragdo a pouca quantidade de material disponi-
vel. Foi usado o peso de médio de 6,5 g de sedimento por
amostra.

Processamento palinol6gico dasamostr as

Foram testadas duas metodologias para preparacdo
palinol 6gica de amostras, uma para andlises de palinofécies
e 0 método palinol égico por peneiramento.

As laminas preparadas para os estudos de palinofacies e
facies organica utilizaram os procedimentos palinol égicos
ndo oxidativos, segundo os padrdes descritos por Tyson
(1995) e MendongaFilho (1999). Esta preparacéo foi realiza-
dapor Menezes (2002), parao estudo de palinofaciesefécies
orgénica no pogo Bu91-GLO07. As etapas de isolamento do
querogénio e preparacdo de laminas organopalinol dgicas
foram realizadas no Laboratorio de Petrografia Organica do
Centro de Exceléncia em Geoquimica (GEO/CENPES/
PETROBRAYS), ondefoi utilizado o Sistemade Neutralizagcdo
de Residuo Acido desenvolvido por Assis (2000). Foram
confeccionadas e observadas ao microscopio bioldgico 38
[&minas de palinofcies. Aslaminas de palinofécies ndo apre-
sentaram bons resultados para estudo de dinoflagelados,
pois arecuperacdo dos cistos foi pequena (Figura 1: A, B).

Para o uso da metodologia mais adequada de processa-
mento das amostras, fez-se um primeiro teste de preparacéo
do material, em funcéo dalitol ogiarecuperada pel o testemu-
nho. Foi testada apenas 1 g de material arenoso e 1amoso,
representativosdo pogo Bu91-GL 07, paraverificacdo de como
estas diferentes litologias reagiriam sob diferentes concen-
tracOes e tempos de exposi¢do aos reagentes, ao Uso Ou N&o
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Figura 1. A, B: lamina preparada pelo Método | (palinofacies), com recuperagdo de palinomorfos continentais e fitoclastos; C, D: [amina
preparada pelo Método Il (palinolégico proposto no presente trabalho), com bateamento, apresentando alta recuperacéo de dinoflagelados;
E, F: preparagéo de lamina pelo Método Il, sem bateamento, apresentando abundantes minerais.

Figure 1. A, B: Method | (palynofacies), with recovering of continental palynomorphs and phytoclasts; C, D: Method Il (palynologic method
proposed in this paper), with panning process, presenting high recovered of dinoflagellates; E, F: Method II, without panning, presenting

a high percentage of minerals.

de reagentes oxidantes e de detergentes para limpeza das
amostras. Este tipo de teste economiza material para estudo,
tanto de amostras quanto de reagentes quimicos, e principal-
mente, tempo de preparagéo e andlises. Com este teste, foi
possivel determinar o processamento a ser adotado para a
preparacdo das 80 amostras coletadas. Neste mesmo teste
foi constatado que seria hecesséria uma separacéo fisica de
minerais pesados, que permaneceram nas amostras arenosas
mesmo depois dos atagues com os &cidos, o qual foi chama-
da, aqui, de “bateamento”.
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Depois dos testes, optou-se pela adogéo do “método
palinol dgico por peneiramento” com o uso de HCl e HF, as-
sociado ao detergente, ultra-som e seguido por bateamento.

Material

Foram utilizados os seguintes materiais para o pro-
cessamento das amostras. sacos plasticos para armazenar as
amostras, geladeira, balanca de precisdo, recipientes pléasti-
cos, peneiras cilindricas com rede de poliéster com malhade
6 um, papéis descartaveis, bastdes de vidro, bastdes de
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polipropileno, pipetas de vidro descartavel, béqueres de vi-
dro e palipropileno de 100 ml, 250 ml e 500 ml, garrafas plasti-
cas, acido cloridrico 32% (HCI 32 %), &cido fluoridrico 40%
(HF 40%), ultra-som, detergente comum, esponjas, bandejas
devidro, potesdefilmefotogréfico, |aminasde vidro Menzel
SuperFrost Color (76 x 26 mm), laminulasdevidro (24 x 24mm),
corante safranina e gelatina glicerinada.

As peneiras sdo confeccionadas como segue: usa-se uma
mal ha de poliéster com aberturade 6 um, aqual é presaem
potes plésticos aguecendo-se ambas com um pedaco de fer-
ro quente. O didmetro desses potes varia de acordo com a
necessidade do trabal ho, conforme a quantidade de material
a ser peneirado. Para o presente trabalho foram utilizadas
peneirascom 1cm, 2cm, 4cme5cmdedidmetro edturaigual
OuU Maior aos respectivos diametros.

Wood et al. (1996), em seu estudo sobre processamento
de amostras em laboratério recomendam atencdo no manu-
seio dos &cidos que deve ser realizado em uma capelacom o
exaustor ligado. E necessario que o preparador utilize corre-
tamente os equipamentos de seguranca (avental, luvas de
borracha, méscara com filtro para vapores écidos, 6culos de
protecdo, calcado apropriado etc.) para evitar acidentes.

| dentificacdo dasamostras

Inicialmente, as amostras foram analisadas em lupa para
observacao dacor, granulometriaeformadosgréos, litologiae
possivel ocorréncia de carapacas de microféssels. Apds estes
registros, cada amostra foi colocada sobre papel descartével,
para evitar contaminacdes, e entdo pesada. E necessério colo-
car aidentificacdo daamostraem todo o material utilizado no
processamento (saco plastico, béqueres, peneiras, garrafas
pléasticas, vidros paraarmazenamento e laminas).

M etodologiasdepr epar acéo palinol dgica

A metodologia aqui descrita refere-se ao método de pre-
paracdo de amostras para recuperacdo de microfésseis do
tipo microplancton de parede orgénica, como as ciano-
bactérias (Cyanophyceae), cloroficeas (Chlorophyceae),
prasinéfitas (Prasinophyceae), acritarcos (Acritarchs) e
dinoflagelados (Dinophyceae), sendo este Ultimo o principal
objeto de estudo do presente trabalho.

Para o estudo de microfdsseis organicos sdo geralmente
adotados trés métodos de preparacdo de amostras:

1. Palinofécies: recuperatodaamatériaorganicapresente
originamente na amostra;

2. Paleopalinologia: utiliza compostos oxidantes, como
hidroxido de potassio (KOH) e &cido nitrico (HNO,), para
clareamento dos palinomorfos;

3. Palinologia por peneiramento: inclui etapas de
acidificacéo (HCl e HF), uso de detergente e ultra-som, sem
descarte de material organico flotante.

Neste trabalho foi adotado o método utilizado por Brenner
(1996, 1998, 2001), 0 “método palinol dgico por peneiramento”
(Figural: C, D). O peneiramento favorecearemocdo dematerial
lenhoso, tecidos cuticulares, pequenos fitoclastos, concentran-
do os palinomorfos. Nas 80 amostras preparadas no Laboraté-
rio de Micropal eontol ogiada UFRJ, foram associados ao méto-
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do, por peneiramento, 0 uso de detergente, para dissociar e
degradar a matéria organica amorfa, os pequenos fitoclastos e
as cuticulas. Foi usado ainda o ultra-som, por trés segundos,
paradissociar amatériaorganicamaisresistente, comofitoclastos,
materialscuticulares, membranase matériaorganicaamorfa.

Etapadeataqueséacidos

Adotou-se o processamento de dez amostras por vez. A
preparacdo de cada lote de amostras teve a duracdo de seis
dias, da pesagem ao armazenamento do residuo em vidro.
Apdbs apesagem, coloca-se aamostraem um bequer devidro
de 250 ml. O &cido cloridrico (HCl a32 %) é acrescentado ao
bequer até cobrir aamostra. Deixa-se a amostra em repouso
nacapelaeespera-se o final dareacéo ou deixa-se 0 reagente
agir por duashoras. O HCI é utilizado paraeliminar o material
carbonético e alguns microorganismos como bactérias,
nanofésseis, microforaminiferos e ostracodes. Caso este ata-
gue inicial ndo sgja suficiente para dissolver totalmente a
fracdo carbonatica, acrescenta-se mais écido cloridrico (HCI
a 32 %) e espera-se a reacdo cessar ou duas horas. Apds 0
término da reacdo, ainda com o material dentro da capela,
transfere-se 0 material do bequer para a peneira sem fazer
descarte do liquido, isto é, todo o material atacado € coloca-
do diretamente na peneira, utilizando-se paraisto um pouco
de dcool e aguafiltrada paralimpar a parede do bequer.

A técnicade manegjo dapeneirainclui umaalternanciade
movimentos verticais e horizontais para que o material a ser
estudado fique limpo, isto é, 0 material ndo desgjavel sedes-
prendado microplancton de parede organica, principal mente
dos cistos que possuem processos, espinhos ou outra orna-
mentacdo. Em geral, amatériaorganicaamorfaenvolve esses
microfdssels, o quedificultaaobservacdo e principalmente a
identificacdo dos microorganismos. O peneiramento of erece
umalargavantagem naremocao do material lenhoso, tecidos
cuticulares, pequenos fitocl astos e matéria organica amorfa,
isolando e concentrando os palinomorfos.

O materia que passa pela peneira é depositado em um
béquer vazio de 550 ml. Esse &cido cloridrico deve ser devida
mente neutralizado e s6 entdo jogado fora. Depois do
peneiramento, coloca-se apeneiracom o material retido dentro
deum béquer vazio de 550 ml, que serdlevado até umapiapara
ser lavado com &gua corrente filtrada, para a neutralizacdo da
solucéo &cida. Estalavagem paraneutralizacgo também érea
lizada através de sucessivos peneiramentos. E importante no-
tar que ndo ocorre descarte em qualquer etapa apds o uso do
acido ou em qualquer outra etapa seguinte. A lavagem éfeita
até que a &gua se neutralize, ficando com o pH por volta de
sete. Na prética, isto corresponde arepetir alavagem por dez
vezes, até que a &gua da lavagem saia limpa da peneira. Na
ultimalavagem, umaesponjade espuma é col ocadadebaixo da
peneira para que 0 excesso de agua sgja sugado deixando o
material dapeneiramaisseco e paraque o material com didme-
tro abaixo de 6 mm sgjaeficientemente eliminado. Assim, bac-
térias, nanofdsseis cal cérios e esporos de fungos sdo dimina
dos mais eficientemente. Com o material ainda dentro da pe-
neira, coloca-se um pouco de detergente (Extran), em quanti-
dade suficiente para cobrir aamostra e espalhar-se por todaa
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peneira. O uso do detergente gjuda na dissociacéo e degrada-
¢cdo da matéria organica amorfa, dos pegquenos fitoclastos e
das cuticulas. E preciso que o detergente atue em todaaamos-
tra paraa mesma ser devidamente limpa. Deixa-se a amostra
descansar por volta de 15 a 30 minutos em uma bandeja de
vidro. Coloca-se um pequeno suporte em baixo da peneirade
modo que ela permanecainclinada.

Apés areacdo com o detergente a amostra é lavada com
agua filtrada por peneiramento, por vérias vezes, até a dgua
ficar limpa de toda a espuma feita pelo detergente. Depois
dessaetapa, apeneiratem que ser limpacom dguadetorneira
sob pressdo forte, esponja e sab&o, e entdo colocada no
ultra-som por dois minutos, para que sua malha sgja limpa,
evitando a contaminacdo e entupimento na peneira.

A proximaetapaé o ataque daamostracom &cido fluoridrico
(HF a40%). Acrescenta-se umaquantidade de acido fluoridrico
cercadetrésvezesmaior que 0 volume daamostra, em um reci-
piente de polipropileno e deixa-se repousar por volta de doze
horas ou o tempo suficiente para a silica ser completamente
dissolvida. Uma vez terminada a reacdo, peneira-se 0 materia
dentro da capela, pois o HF € bastante toxico e corrosivo.

O material para andlise organica é lavado e peneirado
novamente vérias vezes até que a agua fique neutralizada,
seguindo a mesma técnica de movimentacGes verticais e la
terais utilizada na lavagem do é&cido cloridrico. Novamente
acrescenta-se detergente e deixa-se a amostra reagir entre
cinco a quinze minutos. O material é novamente lavado e
peneirado até asuatotal neutralizacdo. Aindacom o material
dentro dapeneira, e com um pouco de dgua correntefiltrada,
observa-se 0 material ao microscopio éptico.

Eliminacdodamatériaorganicaamorfa

Logo nos primeiros testes das amostras, verificou-se que
seria necessario o uso do ultra-som para dissociar a matéria
organicaamorfamaisresistente. Brenner (1996, 1998) recomen-
da 0 uso de aguns produtos oxidantes, como o hidroxido de
potassio (KOH) eo acido nitrico (HNO,), queeliminariam parte
damatériaorganicaamorfa, alémdeclarear ospainomorfos. No
material maisantigo, onde amatériaorganicasofreu carboniza-
¢cdo em dtas profundidades, esses reagentes sdo usados para
clarear asamostras efacilitar aidentificacdo e classificacdo dos
palinomorfos (Uesugui, 1979). Entretanto, no material do
Quaternario, osdinocistos sdo muito clarose muito maisfrégeis
do que os dinocistos de sedimentos mais antigos, e por isso 0
uso de oxidantes deve ser evitado.

Nestafase do processamento, caso aindapermanecanaamos-
tra muita matéria organica amorfa, pode-se recorrer s técnicas
descritas a seguir. Usar detergente puro (sem agua) na amostra,
por 30 minutos, agitando o materiad de vez em quando. Com a
matériaorganicadevidamentelimpae peneirada, transferir o ma
teria paraum bequer devidro com um pouco de &guadestiladae
acrescentar KOH a 10%, até que a cor da agua fique castanho
claro. Em seguida, acrescenta-se amesma quantidade de fosfato
de sodio (Na,PO,) ou outro fosfato, coloca-se na chapa agquece-
dora a uma temperatura de +/- 80°C por dez minutos. A seguir
deve-selavar epenarar 0o materid até neutrdizé-lo (sefor neces-
sario, pode-se usar 0 ultra-som por dois segundos).
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Apds os ataques com &cidos préprios do processamento
usual, utilizar acido nitrico (HNO, a 60°C) por trés a cinco
segundos. Em seguida, peneirar e depois usar o hidréxido de
potassio (KOH a10% aumatemperaturade +/- 80° C) por dez
minutos. A matéria organica amorfa das amostras deste tra-
balho foi eliminada usando-se detergente e ultra-som, em
periodos variando entre um e trés segundos.

Eliminacdo mecanicademinerais

Como as amostras aqui estudadas sdo constituidas pre-
dominantemente por areias lamosas, verificou-se a presenca
de uma grande quantidade de minerais apos os atagques &ci-
dos, como micas, nas |aminas testadas. Esta fracdo mineral
prejudica as anélises organopalinolégicas, palinolégicas e
pal eopalinol égicas. Matsuoka (2000) sugere, paraeliminar o
excesso de minerai s pesados do residuo, um método mecani-
co artesana que foi adotado neste trabalho por seu 6timo
resultado. Depois dos ataques com os &cidos, caso reste
algumafracdo mineral (micas, silicatos efluoretos), estafra-
¢a0 € separada através de um “ bateamento” (Figura l: E, F).
Coloca-se o residuo, janeutralizado e com um pouco de agua,
num vidro de relégio de 15 cm de didmetro e balanca-se o
vidro em movimentos circul ares, como os que sdo feitoscom
uma bateia para concentrar o ouro de aluvi&o. E preciso ter
cuidado para ndo derramar a &gua, pois os palinomorfos es-
t&o suspensos nalémina d’ dgua. Depois de alguns giros cir-
cularesno vidro, o residuo organico leve (palinomorfos) flu-
tuaeval juntando-se no centro, na coluna da agua. A fracéo
mineral, mais pesada, concentra-setambém, masafundamais
rapidamente eficano fundo do vidro, naparte central. Cuida-
dosamente, antes que todo o material decante, verte-se a
agua com o material flutuante para um recipiente ou pipeta-
seadguacom o material organico paraoutrapeneirade 6 mm.
Os minerais pesados ficam no fundo do vidro de reldgio.
Assim, separa-se 0 material organico da fracdo mineral, de
umaformafisicaendo quimica. O procedimento éfeito com
amostras muito arenosas ou que contenham muito mineral
micéceo, onde o atague com HF pode ndo ser muito eficaz.
Testa-se a qualidade da amostra, colocando-se um pouco do
material em umalaminacom um pouco de dguadestilada.

Coloracaodosdinocistos

Em geral, os dinoflagelados autotréficos do Quaternario
sdo dedificil identificagdo em microscopio com luz brancapor
apresentarem-se praticamente transparentes, enquanto que,
em microscopio com luz fluorescente, estes aparecem com bri-
Iho fluorescente. Ocorre o contrario com os dinoflagelados
heterotréficos, que sdo identificados sem problema sob luz
branca, por apresentarem uma cor marrom ou castanha. Uma
possibilidade para a identificacdo de dinoflagelados autotro-
ficos em microscopio com luz branca é o uso de produtos
guimicos de tingimento, os corantes Safranin (Safranina,
corante vermelho) ou Fucsin (Fucsina, corante marrom). Esse
tingimento foi utilizado, aprincipio, como teste em 20 amostras
desse trabalho. Como os resultados foram seatisfatérios ado-
tou-se o tingimento para todos os residuos organicos.

A solucgdo paracorar o residuo é ade 0,01 g de Safranina
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(sem fenol) paracada 1.000 ml de agua destilada, sugerindo-
se, ainda, misturade 50 ml de &guadestiladae 50 ml ded coal.
Do residuo final, pipeta-se trés gotas em uma peneira com
malhade 6 mm, queficaperfeitamente encaixadaem umyvidro
com tampa pl éstica (conjunto peneiralvidro para coloracéo).
Nesse vidro é colocada a Safranina. A solucéo deve invadir
apeneirao suficiente paracobrir todamatériaorganica. Tam-
pa-se o vidro e agita-se 0 sistema vidro/peneira para
homogeneizar amisturae efetivar o tingimento daamostra. O
ideal é deixar o material ser tingido de um dia para o outro.
Depois, peneira-se 0 material com aguacorrentefiltrada, dei-
xando apenas amatéria organicacom um pouco de agua. No
diaseguinte, faz-se um teste para verificar se 0 material esta
efetivamente corado. Caso contrario, deixa-se a solugdo agir
por mais tempo ou aumenta-se a concentragdo de corante.
Novamente, pipeta-se o0 material paraum vidro usando agua
destilada e adiciona-se trés gotas de fenol no vidro com o
material, queficaraarmazenado.

Confeccao daslaminaspalinolégicas

Para a confeccédo das |aminas utilizamos pipetas de vidro
descartaveis pararetirar o residuo palinol égico do recipiente
ondeaamostrafoi armazenada. A 1amina é aquecidaem cha-
pa quente natemperatura de 60° C e, sobre ela, coloca-se 3
mm? de gelatina glicerinada. Aguarda-se o derretimento da
gelatina, sobre a qual sdo colocadas duas gotas do residuo.
Com um palito, mistura-se o residuo e agelatina glicerinada
até a sua homogeneizagdo. A &gua dessa solucdo deve eva-
porar completamente, e isso é verificado colocando-se a
laminula préxima da solucdo. Enquanto a solucdo contiver
agua, alaminula ficard embacada pelo vapor d’ agua. 1sso é
ruim, pois podera ocorrer formagdo de bolhas. Ap6s a eva-
poracdo, retira-se a lamina da chapa quente, colocando-a
sobre uma bancada clara, se possivel, para observar se apre-
sentaboa quantidade de material . Nem pouco, nem em exces-
s0. Em seguida, coloca-sealaminulasobre alamina, deforma
ando deixar bolhasno material . Paravedar al&mina, torna-se
a colocé-la na chapa quente, com um pedaco de parafina de
cercade 4 mm?, que deve ficar encostado entre alaminae a
laminula. Aguarda-se a parafina derreter e penetrar comple-
tamente entre a lamina e a laminula. Retira-se a lamina da
chapa quente e apds a secagem da mesma, 0 excesso de
parafinadas bordas é retirado com estilete. Por fim, limpa-se
alaminacom algoddo e dlcool.

Procedimento decontagem

Foram analisadas quatro amostras (amostras 1, 7, 12 e 13)
parase adotar ametodol ogiade contagem. As andlises quan-
titativa e qualitativa de palinomorfos do Quaternario foram
adotadas na contagem dos diferentes palinomorfos e géne-
ros de dinoflagelados.

Foi confeccionado um grafico para cadaamostraem fun-
¢do do género de dinoflagel ados versus sua variagdo a cada
50 formas contadas, num total de 300, para se conhecer a
fregliéncia de variacdo dos géneros de dinoflagelados. Os
génerostiveram umavariacdo maior entre 180 e 250 cistosde
dinoflagelados contados. Apds 250 particulas ocorre uma
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estabilizac8o da curva quanto ao aparecimento de novos
géneros. Optamos pela contagem de 300 palinomorfos (in-
clusive os cistos de dinoflagelados) e em seguida contamos
mais 300 espécimes de cistos de dinoflagel ados por 1amina.

A contagem dos 300 palinomorfos reflete a composi¢ao
original do material organico palinomarfico nalaminaque é
composto por graos de pdlen, esporos, microplancton de
agua doce (Botryococcus, Pediastrum), esporos de fungos,
microplancton marinho de parede organica (Prasinophyta,
acritarcas e dinoflagelados), ciliatas (tintinideos), ciano-
bactérias, microforaminiferos (paliniforaminiferos), ovos de
vermes, ovos de copépodas, etc.. Paralelamente a essa con-
tagem, também foram analisadas 38 |aminas organopali-
nol égicas que nos forneceram o resultado damatéria organi-
catotal (Menezes, 2002). As espécies de dinoflagelados que
ocorrem nas laminas confeccionadas por peneiramento e a
andlise da matéria organica total (Iaminas para estudos de
palinofacies) possibilitaram dados mais precisos, principal-
mente, arespeito do paleoambiente.

RESULTADOSE CONCLUSOES

Os resultados mostraram-se bastante satisfatorios, reve-
lando que este método aumenta significativamente o nimero
de dinoflagelados recuperados. Na amostra preparada para
palinofacies (Método I) foram contadas, primeiramente, 300
particulas da matéria organicatotal. Os resultados por com-
ponente, em percentual em relacdo a matéria organicatotal,
podem ser observados abaixo.

Método | (palinofacies): matériaorganicatotal.
Contagem: 300 particulas.

Resultado em percentua dototal dematériaorganica(100%):
fitoclastos: 45%

matériaorganicaamorfa: 25%

esporos. 20%

graos de polen: 2%

microplancton de dgua doce: 6%

dinoflagelados. 1%

componentes indeterminados. 1%

Ainda na lamina referente a amostra preparada para
palinofacies (Método 1), foi realizada uma segunda conta-
gem, somente de palinomorfos, delaminainteira, obtendo-se
como resultado:

Método | (palinoféacies): somente palinomorfos.

Contagem: Contagem delaminainteira.

Resultado: n° particul as contadas/ percentual em relacéo
aos palinomorfos (100%):

esporos. 194 gréos/ 62%

gréos de pdlen: 37 graos/ 12%

microplancton de agua doce: 59 elementos/ 20%

dinoflagelados. 2 dinocistos/ < 1%

microforaminiferos (palinoforaminiferos): 0

outros: 18 elementos/ 5%

Total de elementos contados: 310.

10/11/2004, 08:17



OLIVEIRAET AL. —NOVO METODO DE PREPARACAQO PALINOLOGICA 175

O mesmo sistema de contagem utilizado anteriormente
(somente palinomorfosem |aminainteira) foi aplicado paraa
amostra preparada pel o novo método palinol dgico proposto
(Método I1), obtendo-se como resultado:

Método Il (palinol6gico agqui proposto): somente palino-
morfos.

Contagem: Contagem delaminainteira.

Resultado: n° particul as contadas / em percentual em re-
lac8o aos palinomorfos (100%):

esporos. 92 gréos/ 9%

graos de polen: 38 gréos/ 4%

microplancton de &gua doce: 59 elementos/ 6%

dinoflagelados. 796 dinocistos/ 79%

microforaminiferos (palinoforaminiferos): 15/ 1,5%

outros: 5 elementos/ 0,5%

Total de elementos contados: 1.005

Comparando-se 0os métodos utilizados constata-se que
no sistema de contagem efetuado somente para palinomorfos,
usando a contagem em lamina inteira, foram contados 310
palinomorfos naamostra preparada para palinofécies (M éto-
do| —Figural: A, B), enquanto na amostra preparada pelo
método aqui apresentado (Método Il —Figural: C, D), foram
contados 1.005 palinomorfos. Essa grande diferenca entre
um método e outro é devido ao grande namero de
dinoflagelados recuperados. No método de palinofécies fo-
ram contados apenas dois dinocistos que perfazem
percentuais inferiores a 1% do total de palinomorfos dessa
amostra. No método aqui apresentado o percentual dos
dinoflagelados chega a 79% do total dos palinomorfos con-
tados. Esse método propiciou um aumento (concentracdo)
de dinoflagelados podendo, entretanto, ocorrer adiminuicdo
de outros palinomorfos, notadamente de esporos.

O sistema de contagem utilizado paraa matéria organica
total sé tem resultado no método de preparacdo para
palinofacies (Método 1), uma vez que a elevada concentra-
¢do dos cistos de dinoflagelados, observada no Método |1,
se da em detrimento de outros componentes organicos da
matériaorganicatotal.

Pode ser concluido que o método aqui apresentado pos-
sibilitaumamaior recuperacao de dinoflagel ados em menor
guantidade de amostra, além de uma amostra mais limpa
devido ao peneiramento e ao uso do detergente que dissocia
amatériaorganicaamorfafacilitando, assim, amelhor iden-
tificacdo dos palinomorfos, especialmente dos dinofla-
gelados.

A preparacao palinol 6gicapor peneiramento, alémdeeli-
minar os constituintes mineral 6gicos por acidificagdo, mos-
tra 6timos resultados quando se utiliza detergente e ultra
som para eliminar pequenos fitoclastos e dissociar amatéria
organicaamorfa. A utilizacéo dapeneirafaz com que ocorra
umamaior concentracdo dos palinomorfos. A néo utilizacéo
de etapas de descarte € um dos principais responsaveis pela
recuperacdo dos dinoflagelados do Quaternario, obtendo
assim, 0 maior nimero possivel de palinomorfos na lamina
palinol égica.
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