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RESUMO

Na piscicultura, diversos fatores podem ocasionar o aparecimento do fenémeno off-flavor, que
significa sabores e odores indesejaveis e € um dos principais entraves que prejudica a venda
do pescado no mundo. A ocorréncia do off-flavor na carne do peixe é devido a existéncia de
certas substancias que estdo presentes na agua, sendo a geosmina (GEO) o composto mais
importante. Este trabalho teve por objetivo, determinar e quantificar a presenca da GEO na
carne do tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier, 1818) cultivados em pisciculturas
situadas em diferentes ecossistemas de Roraima. O estudo foi conduzido na regido da
amazonia brasileira, estado de Roraima, durante os meses de dezembro do ano de 2013 a abril
de 2014 em 4 pisciculturas localizadas em dois tipos de ecossistemas, 2 em areas de savana e
2 em floresta, sendo analisadas a carne de 60 peixes e a 4gua de 12 tanques, distribuidos hum
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com dois tratamentos e duas repeticdes e a
determinacédo da diferenca entre as médias dos tratamentos procedeu-se através do teste T de
Student para observacdes independentes quando as variancias ndo sao iguais. Também foram
avaliadas a qualidade da &4gua, 0 método analitico para detec¢do da geosmina por Quechers e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e a correlacdo de duas situacBes, uma entre as
medidas analiticas da GEO e as pontuacfes do painel sensorial e outra entre as caracteristicas
fisico-quimicos da agua e as medidas analiticas da GEO. Existem diferencas estatisticamente
significativas entre as médias da concentracdo da geosmina (t=3,050, p=0,04) nos diferentes
tipos de ecossistemas avaliados. Apenas as caracteristicas de pH e a temperatura mantiveram
valores apropriados em todas as pisciculturas estudadas. As maiores correlacGes entre as
propriedades fisico-quimicas da agua e as concentracdes de geosmina obtidas por meio da
CLAE foram o oxigénio dissolvido (r= 0,58; p<0,001), o pH (r= 0,41; p<0,001) e o nitrito (r=
0,38; p<0,001). Quanto a validacdo, obteve- se excelente linearidade (r=0,9998), exatiddo
(98% e 87%) e precisdo (CV=8,7%). Baixos coeficientes de correlagdo (r=-0,001 a r=-0,363)
foram encontrados quando se avaliou a correlacdo entre as varidveis painel sensorial e
medidas analiticas da geosmina.

Palavras-chave: off-flavor. Validacdo de método analitico. Amazénia. Quechers.



ABSTRACT

In fish farming, many factors can cause the appearance of off-flavor phenomenon, which
means undesirable tastes and odors and is one of the main obstacles that affect the sale of fish
in the world. The occurrence of off-flavor in the fish flesh is due to the existence of certain
substances which are present in the water, the geosmin (GEO) is the most important
compound. This study aimed to determine and quantify the presence of GEO in the flesh of
tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier, 1818) grown in fish farms located in different
ecosystems of Roraima. The study was conducted in the Brazilian Amazon region, state of
Roraima, during the months of December 2013 to April 2014 in 4 fish farms located in two
types of ecosystems, 2 in savanna areas and 2 in forest, being analyzed meat 60 fish and water
tanks 12, distributed in a completely randomized design (CRD) with two treatments and two
replications and determining the difference between the treatment means was carried out
using Student's t test for independent observations when variances are not equal. We
evaluated the quality of water, the analytical method for the detection of geosmin by
QUEChERS and Liquid Chromatography of High Efficiency and the correlation of two
situations, one of the analytical measures of GEO and the scores of the sensory panel and one
between the physicochemical characteristics chemical water and analytical measures of GEO.
There were statistically significant differences between the mean concentration of geosmin (t
= 3.050, p = 0.04) in different types of ecosystems. Only the pH characteristics and the
temperature maintained appropriate values in all fish farms studied. The strongest correlations
between physico-chemical properties of water and geosmin concentrations obtained by HPLC
was dissolved oxygen (r = 0.58; p <0.001), pH (r = 0.41; p <0.001) and nitrite (r = 0.38; p
<0.001). As for validation, was obtained excellent linearity (r = 0.9998), accuracy (98% and
87%) and precision (CV = 8.7%). Low correlation coefficients (r = -0.001 -0.363 = air) were
observed when the correlation between the variables sensory panel and analytical measures of
geosmin.

Keywords: off-flavor. Analytical method validation. Amazon. Quechers.
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1 INTRODUCAO

A pesca na Amazonia é a atividade extrativista mais importante e tradicional na
regido, porém sofre os efeitos da sazonalidade, sendo assim, dependente do nivel das dguas
nos rios, com superproducdo na época da seca, e escassez durante a época da cheia. Durante
as enchentes, a maioria das espécies de peixes se deslocam para as novas regides de savanas e
florestas alagadas, onde encontram renovadas fontes de alimento assim como refugio e
protecdo dos predadores. Quando o nivel do rio comeca a baixar, muitos lagos secam
completamente ou ficam extremamente rasos e 0S peixes procuram se abrigar nos COrpos
d'dgua remanescentes (ISAAC; BARTHEM, 1995).

Outro fato que gera oscilacdo na producdo pesqueira é a medida anual conhecida como
periodo do defeso da piracema, onde a pesca fica proibida por determinado periodo do ano
permitindo que as espécies realizem migrac@es reprodutivas o que influi decisivamente no
preco final do produto (SANTOS; SANTOS, 2005). Uma alternativa para minimizar os
efeitos desta sazonalidade produtiva € a criacdo de peixes em cativeiro, que além de propiciar
equilibrio entre oferta e demanda no mercado regional estabilizando os precos ao longo do
ano, também € capaz de produzir mais em menor espaco geogréafico e de tempo (SUFRAMA,
2003).

Um problema na producéo piscicola é a falta de manutencéo da qualidade da agua, da
guantidade e qualidade da racdo e da densidade de peixes, ocasionando o aparecimento do
fendmeno off-flavor, um dos principais entraves que prejudica a venda do pescado no mundo.
A palavra off-flavor ndo possui uma traducdo literal aceitavel para o portugués e apenas
conceitua-se como sendo os sabores e odores passiveis de objecdo que sdo adquiridos pelos
peixes durante o cultivo por meio da absor¢do de substancias dissolvidas na agua ou ingeridas
durante a alimentacdo (MATTHIENSEN; GALVAO; PINTO, 2012).

A 4gua de cultivo revela relacdo direta com o off-flavor, pois a ocorréncia deste
acontecimento na carne do peixe € devido a existéncia de certas substancias que estdo
presentes na fase liquida, sendo a geosmina (GEO) a mais importante. A GEO é um alcool
terciario biciclico que apresenta odor de terra mesmo em solucBes aquosas muito diluidas e
pode ser encontrada naturalmente em beterrabas e em algumas raizes de plantas. Esse
composto organico assim como outros compostos odoriferos sdo produzido por elevadas
populacdes de cianobactérias e actinomicetos (SOUZA; MATHIES; FIORAVANZO, 2012).

Atualmente, existem varios métodos de detecgdo para estudar a presenca de

cianotoxinas na &gua, sendo a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) a


http://www.grupoaguasclaras.com.br/artigos/aguas-um-dos-fatores-principais-na-piscicultura
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metodologia comum utilizada com esse proposito (PEREZ; SORACI; TAPIA, 2008). O
contrério ocorre nas matrizes de origem animal, que devido a complexidade e as baixas
concentracdes dos compostos organicos presentes ndo existem amplas alternativas de métodos
de deteccéo, por esta razdo ha grande necessidade de desenvolvimento de métodos analiticos

eficientes e confidveis para identificagdo e quantificacdo dos compostos (PRESTES, 2011).

1.1 AQUICULTURA versus PESCA

Devido a crescente demanda por alimento se fez necessario encontrar alternativas para
formas de cultivo de peixes que complementassem a producdo natural e que tivessem
capacidade de suprir a demanda mundial de pescado, buscando também a sustentabilidade
econdmica e ambiental. Nesse caso, foi necessario desenvolver tecnologia para producdo em
grande escala de organismos cultivados em &guas interiores e no mar. Assim, hoje no mundo
todo, um grande numero de espécies sdo cultivadas em diferentes sistemas de producdo e
niveis tecnoldgicos (ANDRADE; YASUI, 2003).

Atualmente a procura por produtos e derivados da pesca extrativista tem aumentado
consideravelmente, levando diversos estoques pesqueiros ao limite. Um método que vem
ganhando destaque consiste em confinar em espago controlado, em diferentes fases de vida,
organismos aquaticos e assim realizar o manejo. A aquicultura entdo vem como opc¢do de
negocio, tendo diversos trabalhos e estudos que apresentam numeros sobre demanda,
producdo, importacdo e exportacdo (OLIVEIRA, 2009).

A aquicultura é considerada uma atividade multidisciplinar referente ao cultivo de
diversos organismos aquaticos, incluidos neste contexto plantas aquéticas, moluscos,
crustaceos e peixes, sendo que a intervencdo ou manejo do processo de criacdo €
imprescindivel para o aumento da producdo (OLIVEIRA, 2009). Na aquicultura, destaca-se a
piscicultura, cujo produto destinado para fins alimentares é denominado peixe, e €
considerada atividade de grande importancia no cenario mundial, visto 0 montante de recursos
financeiros oriundos do comércio de pescado como também o grande nimero de empregos
que gera (ROTTA, 2009).

Se 0 problema da pesca extrativista continua sendo a garantia da producéo, esse fato
parece ndo existir na aquicultura, cujo potencial de expansao ainda é promissor (OLIVEIRA,
2009). Conforme dados do MPA - Ministério da aquicultura e da pesca do ano de 2010, a
producdo mundial de pescado atingiu 0 montante aproximado de 146 milhdes de toneladas no

ano de 2009, entre o pescado proveniente da pesca extrativa e da aquicultura, sendo a China o
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maior produtor, responsavel por 41,68 % da producédo total no respectivo ano. O Brasil foi
responsavel por 0,86 % da producdo mundial de pescado no ano de 2009, ocupando assim o
18° lugar no ranking mundial, com 1.264.765 toneladas produzidas.

Apesar do seu potencial hidrico, a Regido Norte é a que menos produz peixes de
cultivo. Isso se explica, fundamentalmente, pelo fato de a oferta dos estoques extrativistas de
algumas espécies ainda ser grande na regido, e pelas técnicas de cultivo ainda estarem pouco
disseminadas. Os principais Estados produtores sdo Para, Amazonas, Rondonia, Roraima e
Acre (MATTHIENSEN et al., 2009).

Na AmazOnia a pesca continua sendo uma das atividades extrativistas mais
tradicionais e importantes, porém nas ultimas décadas vem aparecendo 0s primeiros sinais de
esgotamento de alguns estoques naturais de peixes, como o apreciado Colossoma
macropomum (tambaqui) e o Arapaima gigas (pirarucu). Para que uma verdadeira politica
integrada para o desenvolvimento e manejo da atividade pesqueira possa ser posta em pratica
é necessario bom conhecimento da dindmica do ecossistema e das atividades econdmicas nele
desenvolvidas (ISAAC; BARTHEM, 1995).

1.2 ECOSSISTEMAS DE RORAIMA E SUA RELACAO COM AS CIANOBATERIAS

A Amazbnia brasileira é uma regido de proporcbes continentais formada
principalmente por florestas e savanas (cerrados) que possuem grande importancia ecoldgica
global. Em Roraima (Figura 1) o maior grupo € o de Floresta Ombréfila Densa (42,76%),
seguido das Florestas de Contato (23,44%), das Savanas (11,82%) e das Campinaranas
Florestadas (9,52%). Esses grupos séo basicamente as grandes fitopaisagens que constroem o
mosaico de vegetacdo do Estado (BARBOSA; KEIZER; PINTO, 2010).

As florestas ombrofilas de baixa altitude do sul do Estado fazem um sistema continuo
com os sistemas florestais do terciario presentes na calha do rio Negro-Amazonas. As
campinaranas, no interflivio rio Branco-Negro, fazem o elo de ligacdo entre estas paisagens
com as florestas de contato e as savanas que se estendem ao norte. As florestas de contato sdo
finalmente ligadas as regides de florestas ombréfilas de média e alta altitude a oeste e
noroeste de Roraima, encontradas quase integralmente nas terras do povo Yanomami
(BARBOSA; KEIZER; PINTO, 2010).



Figura 1 — Distribuicéo espacial dos grandes grupos de vegetacdo de Roraima
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Fonte: Barbosa; Keizer; Pinto (2010).

A savana localizada no nordeste do estado de Roraima é a maior area continua de
vegetacdo nativa aberta desse bioma, que representa a parte brasileira de um grande complexo
de savanas na parte setentrional da Amazonia, incluindo o Brasil, Guiana, Suriname e
Venezuela (BARBOSA et al., 2007). Desde o final de 1970, o "lavrado™ sofreu um continuo
processo de mudancas derivado do estabelecimento e ampliacdo da agricultura e projetos
pecuarios com objetivo de estimular crescimento econdmico local (BARBOSA, 1993;

BARROS, 1995).

Cianobactérias sdo microrganismos procariotos fotossintetizantes, que em razdo de sua
longa histdria evolucionaria (primeiros registros fosseis de cianobactérias datados em 3,5
bilhdes de anos) foram capazes de colonizar praticamente todos os ecossistemas do planeta.

Entretanto, sdo mais comumente encontradas no plancton de ambientes marinhos e de agua

doce (MOLICA; AZEVEDO, 2009).
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A morfologia dos ecossistemas age diretamente sobre a distribuicdo da diversidade de
organismos aquaticos que sdo diretamente influenciadas pelo tipo de substrato, quantidade e
tipo de detritos organicos, presenca de vegetacdo aquatica, presenca e extensdo de mata ciliar,
e indiretamente afetados por modificacBes nas concentracdes de nutrientes e mudancas na
produtividade priméria (GOULART; CALLISTO, 2003)

A dominancia de cianobactérias tem sido associada a fatores ambientais dispostos nos
ecossistemas, como: escassa disponibilidade e baixa razdo zona eufética/zona de mistura,
altas temperaturas, principalmente entre 15° C e 30° C, baixas concentracdes de CO, e alto
pH, principalmente entre 6 e 9 ou maior, altas concentracdes de fosforo total, baixas de
nitrogénio total e de nitrogénio inorganico dissolvido e baixas razdes N:P presentes nos
diferentes solos (SILVA, 2009).

1.3 A ESPECIE ESTUDADA - TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

O C. macropomum (Cuvier, 1818) é uma espécie nativa das bacias dos rios Amazonas
e Orinoco introduzida na década de 80 no Panama e Taiwan e, posteriormente, em Cuba,
Republica Dominicana, Estados Unidos, Honduras, Jamaica, Filipinas, Guatemala, Hungria,
Costa Rica, Porto Rico e China, onde sdo cultivados ou possuem populagfes livres na
natureza (MENDONCA et al., 2009).

O tambaqui (Figura 2) pertence a classe Actinopterrygii, ordem Characiformes e
familia dos Characidae (BARBOSA et al., 2009). E um peixe de piracema considerado o
maior caracideo da Amazonia, atingindo comprimentos de até um metro e peso além de 30 kg
(GOULDING, 1988).

Figura 2 — Tambaqui (Colossoma macropomum)

Fonte: Oliveira (2012).

Essa espécie é a mais cultivada comercialmente na Regido Amazonica, principalmente

pela facil obtencdo de alevinos, além de bom potencial de crescimento, alta produtividade e
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rusticidade. E muito apreciado pela populacio local e a demanda por sua carne é grande,
razdo pela qual muitos pesquisadores e produtores tém intensificado esforcos para estabelecer
um pacote tecnologico para a criacdo da espécie (GOMES et al., 2003).

O tambaqui é uma espécie que possui escamas com corpo romboidal, nadadeira
adiposa curta com raios nas extremidades, dentes molariformes e rastros branquiais longos e
numerosos, boca prognata pequena e fortes labios grossos; sua colora¢do parda na metade
superior e preta na metade inferior do corpo podendo variar para mais clara ou escura
dependendo da cor da dgua. O habito alimentar dos adultos € predominantemente herbivoro,
porém pode alimentar-se de insetos, caramujos e eventualmente de outros peixes (ARAUJO;
GOULDING, 1998).

O C. macropomum também apresenta outras caracteristicas importantes para a
piscicultura como: habito alimentar diversificado, rapido crescimento, facilidade na producdo
de alevinos e adaptacdes ao ambiente exposto, um exemplo classico é, quando exposto a
hipoxia, apresenta como adaptacdo o desenvolvimento do labio inferior, que serve para
capturar o oxigénio presente na lamina superficial da coluna d’agua (ALMEIDA-VAL; VAL,
1995). Possui grande valor econdmico e ecoldgico, pois sua carne € de grande aceitacdo no
mercado, observando-se, no entanto que, sua abundéncia na natureza vem se reduzindo
devido ao excesso da exploracdo pesqueira, embora seja considerada a espécie nativa mais
estudada e sobre a qual se gerou mais conhecimento sobre a criagdo em cativeiro (LIMA,;
GOMES, 2005).

Entretanto, existem desvantagens na criacdo em cativeiro do tambaqui, segundo
Ferrari et al. (1999) a maior restricdo ao cultivo é a temperatura, pois a criagdo dessa espécie
apresenta sérios problemas de crescimento quando a temperatura da agua atinge valores
inferiores a 18,0 °C, exigindo constante monitoramento desse parametro. A faixa ideal de
temperatura para o tambaqui é de 26-32°C, o nivel minimo de oxigénio dissolvido é de 1 a
3mg/L e a faixa de pH deve permanecer entre 4 e 6 (MENDONCA et al., 2009).

1.4 IMPORTANCIA DA QUALIDADE DA AGUA NA AQUICULTURA

Dentre os varios recursos naturais de reconhecida importancia social e econémica, a
agua é considerada a mais importante, por ser detentora de grande valor econémico agregado.
Em escala global, 80 paises ja vivem em regime de escassez, e paises possuidores deste
recurso, tanto em quantidade como em qualidade, adquirem grande poder de negociacdo. Esse

é o caso do Brasil, através da Regido Amazonica Brasileira (RAMALHO, 2011).
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A qualidade das &guas superficiais e subterraneas tem sido imensamente discutida em
ambito mundial, ja que o comprometimento deste recurso natural afeta diretamente a vida de
todos os organismos vivos do planeta. A atividade de criacdo de organismos aquaticos no
territério nacional é promissora e cuidados com o ambiente proporciona producdo de melhor
qualidade. A analise de parametros fisicos e quimicos da agua constitui importante ferramenta
para monitorar a qualidade hidrica do sistema (MILLAN, 2009).

Para cultivar organismos aquaticos é necessario primeiro cultivar a agua, pois existe
intrinseca relacdo entre aquicultura e qualidade da agua, sendo que a cada momento fica mais
patente a necessidade de se utilizar racionalmente este recurso, necessitando-se, portanto do
entendimento dos fatores que condicionam a qualidade da &gua. O conhecimento deste
assunto é importante ndo apenas como forma de potencializar a producdo, mas como meio de
mitigar os impactos ambientais que esta atividade possa causar (FREITAS; DIAS;
CAVALCANTE, 2007).

A fertilizacdo dos viveiros acontece unicamente para propiciar um aumento
cumulativo de fitoplancton na agua dos tanques, pois por meio de uma cadeia de interacdes 0s
fertilizantes adicionados na &gua produzem alimentos e nutrientes para a producdo de
fitoplancton e estes por sua vez servem de alimentos para os chamados zooplancton (LIMA,
2011). Segundo Ostrensky e Boeger (1998), tudo comeca com a fertilizag&o dos viveiros, pois
havendo condicOes propicias de luz e temperatura, 0s nutrientes presentes nos fertilizantes
dissolvem-se na agua e sdo assimilados pelo fitoplancton. Com a combinacdo destas
condicdes, o fitoplancton reproduz-se rapidamente, formando densas comunidades que em
poucos dias podem se espalhar por todo o viveiro; este rapido desenvolvimento do
fitoplancton é conhecido por "bloom" fitoplancténico.

De acordo com Sipalba-Tavares (1994) existem dois fatores importantes que
influenciam de maneira marcante a ecologia (qualidade da agua) de viveiros de peixes. O
primeiro é a grande quantidade de alimento que ndo sdo utilizados pelos peixes ficam
disponiveis no ambiente, possibilitando o crescimento de algas e bactérias e o segundo € a alta
densidade de peixes que pode levar a abundante suprimento de CO, devido a respiragdo,
causando o crescimento de grande quantidade de algas, ou mesmo a morte de outras, 0 que
poderia provocar alta mortalidade nos peixes devido as alteracbes na qualidade da agua,
especialmente a reducdo do oxigénio dissolvido, que seria utilizado na respiracdo dos
organismos do viveiro e na decomposicdo da matéria organica gerada pelas atividades vitais

daqueles organismos.
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A manutencdo da qualidade de dgua em viveiros de piscicultura é requisito basico para
0 sucesso econdmico do sistema produtivo e pode ser influenciada por varios fatores, dentre
eles, a origem da fonte de abastecimento de agua e o manejo alimentar (PEREIRA;
MERCANTE, 2005). A qualidade da agua pode ser alterada pela introducdo de qualquer
substdncia e pelo manejo em viveiros, 0s quais nem sempre sdo favoraveis ao
desenvolvimento e a sobrevivéncia dos organismos aquéticos. A andlise e interpretagdo dos
parametros fisico-quimicos e bioldgicos da qualidade da agua sdo importantes para a
atividade de aquicultura. Parametros como oxigénio dissolvido e temperatura, entre outros,
estédo diretamente relacionados ao desenvolvimento dos peixes e a preservacdo dos corpos da
4gua (SIPAUBA-TAVARES, 1994).

1.4.1 Parametros fisicos

Segundo Albanez e Matos (2007) os parametros fisicos mais importantes da agua para

uso na aquicultura sdo: temperatura, transparéncia, turbidez e condutividade elétrica.

1.4.1.1 Temperatura

A temperatura interfere diretamente na solubilidade de gases, velocidade de reagdes
quimicas, circulacdo de agua e metabolismo dos peixes, tornando-se um dos fatores mais
importantes nos fendmenos quimicos e bioldgicos existentes em sistema de criacdo. As
atividades fisioldgicas dos peixes que sdo: respiracdo, digestdo, reproducdo e alimentacéo,
entre outros, estdo intimamente ligadas a temperatura da dgua (FERREIRA; SOUSA;
FERNANDES, 2009). Portanto, esse parametro ¢ um dos fatores que deve ser objeto de
constante monitoramento, pois € um fator limitante na alimentacdo, provocando redu¢do no
consumo alimentar e estresse quando n&o estiver na faixa de conforto dos peixes, favorecendo
a ocorréncia de doencas e parasitoses (LIMA, 2011).

Os peixes sdo animais pecilotérmicos, ou seja, sua temperatura corporal apresenta-se
préxima a temperatura da agua em que vivem. E cada espécie de peixe possui limites de
conforto térmico com faixa de temperatura da agua ideal para o seu desenvolvimento
(SANDOVAL JUNIOR et al., 2010). O conhecimento da zona de conforto térmico de cada
espécie é fundamental, para que se possa selecionar espécies capazes de manifestarem todo o
seu potencial genético e, com isso, proporcionarem maior produtividade (ALBANEZ;
MATOS, 2007).
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De acordo com Silva, Ferreira e Logato (2001) o metabolismo dos peixes é maior a
medida que aumenta a temperatura. Os peixes de &guas tropicais geralmente vivem bem com
temperaturas entre 20 a 28° C e seu apetite maximo sera entre 24 a 28° C, mas abaixo de 20°
C o apetite decresce rapidamente e acima de 28° C param de comer, podendo ocorrer
mortalidade em temperaturas superiores a 32° C. Por isso é importante para o cultivo dos
peixes, um equipamento fundamental para a piscicultura, o termémetro de mercurio, onde
deve-se ter o cuidado de medir tanto a temperatura da superficie, como a do meio e do fundo

do tanque.

1.4.1.2 Turbidez

A turbidez da agua ocorre devido a presenca de particulas em suspensao, que podem
ou nao serem coloridas. Geralmente, viveiros de cultivo intensivo de peixes sdo tarbidos,
devido ao fitoplancton que cresce em resposta a adicdo de fertilizantes ou alimentos
destinados aos peixes (MERCANTE et al., 2008).

Em agua com elevada turbidez dificulta a penetracdo da luz, comprometendo o
desenvolvimento de microrganismos e a producdo aquicola. Além disso, os sélidos em
suspensdo na agua podem causar danos diretos aos peixes, pois quando pequenas particulas
ficam aderidas as guelras e aos ovos, podem ocasionar a mortandade de peixes e embrides. A
turbidez é determinada com um aparelho denominado turbidimetro e pode ser expressa por
meio de unidades de Jackson ou nefelométricas (UNT). Valores normais em aguas naturais
sdo de 3 a 500 UNT, enquanto que especificamente para a piscicultura devem variar de 10 a
40 UNT (ALBANEZ; MATOS, 2007).

1.4.1.3 Transparéncia ou visibilidade

A transparéncia da &gua tem sido mais usada na caracterizacdo das condi¢des das
aguas de viveiros de piscicultura, por ser mais facilmente obtida e ndo depender do uso de
equipamentos sofisticados. Além disso, pode ser utilizada como um indicativo de densidade
da populacéo planctonica no viveiro e, por consequéncia, permite uma estimativa dos riscos
da ocorréncia de concentracfes criticas de oxigénio dissolvido durante o periodo noturno
(ALBANEZ; MATOS, 2007).

A capacidade de penetracdo da luz na agua ou transparéncia é medida com o auxilio

do disco de Secchi (Figura 3) e definida como a profundidade média no qual o disco
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desaparece quando introduzido verticalmente na coluna d’agua. Esse equipamento pode ser de
madeira ou ferro, com um peso para poder chegar ao fundo do tanque, apresentando quatro
quadrantes, dois com a cor branca e dois com a cor preta, suspensos por uma corda graduada a
cada centimetro ou com uma escala (SILVA; FERREIRA; LOGATO, 2001). Aguas com
transparéncia maior que 60 cm permitem a penetracdo de grande quantidade de luz em
profundidade, favorecendo o crescimento de plantas aquéticas submersas e de algas
filamentosas; e aguas com valores de transparéncia inferiores a 30 cm indicam excessivo
enriquecimento em nutrientes e em plancton e podem apresentar maiores riscos de problemas
como baixo oxigénio dissolvido (FERREIRA; SOUSA; FERNANDES, 2009).

Figura 3 — Disco de Secchi

Fonte: Adaptada de Oliveira (1995).

1.4.1.4 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica expressa a capacidade do meio em transmitir corrente
elétrica, devida a presenca de anions e cations em solucdo, uma vez que o aumento da
concentracéo ionica na solucdo proporciona aumento na capacidade de condugéo de corrente
elétrica (ALBANEZ; MATOS, 2007). Este parametro pode ser usado para inferir importantes
informacBes sobre o ecossistema aquatico, como metabolismo e magnitude da concentracdo
ibnica, pois os ions mais diretamente responsaveis pela leitura desta variavel sdo considerados
dominantes (MILLAN, 2009).

As unidades usadas para condutividade elétrica séo mhos ou Siemens (S) por unidade
de comprimento. Aguas naturais tém condutividade elétrica entre 10 e 100 pS/cm e em
viveiros de piscicultura, devem apresentar variagdo de 20 a 100 uS/cm, neste caso o
parametro pode ser usado para avaliar a disponibilidade de nutrientes nos viveiros
(ALBANEZ; MATOS, 2007).
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1.4.2 Parametros quimicos

Os parametros quimicos fundamentais no controle da qualidade da agua em
piscicultura, geralmente, s@o o potencial hidrogeniénico (pH), a alcalinidade, a dureza, os
gases dissolvidos (oxigénio e gas carbdnico) e os nutrientes (amonia, nitrito, nitrato e fosfato
total).

1.4.2.1 pH

O potencial hidrogenionico (pH) expressa a atividade de fons H* no meio e, como tal,
determina seu carater acido ou alcalino (ALBANEZ; MATOS, 2007). Ao realizar a
fotossintese, o fitoplancton retira o CO, da agua, aumentando o pH. A respiracdo do CO; na
agua contribui para baixar o pH. A renovacdo de agua ao impedir que grandes concentracfes
de fitoplancton ocorram, ajuda a diminuir o problema da variacdo excessiva do pH em aguas
de baixa alcalinidade. Os viveiros devem ter o pH medido semanalmente, de preferéncia no
final da tarde (IMBIRIBA; LOURENCO JUNIOR; CARVALHO, 2000).

O pH é um parametro muito importante a ser considerado em aquicultura, ja que
possui profundo efeito sobre o metabolismo e processos fisiolégicos de todos 0s organismos
aquaticos, podendo ser obtido atraves de kits de andlise de &gua ou do equipamento
denominado pHmetro, que consiste em um eletrodo acoplado a um potenciémetro. Tem sido
reportado que os pontos letais de acidez e alcalinidade sdo de pH 4 e pH 11, respectivamente.
As aguas com valores que compreendem a faixa de 6,5 a 9,0 sdo as mais adequadas para a
producdo de peixes (Figura 4). O pH também exerce forte influéncia sobre a toxidade de
certos parametros quimicos, tais como a amonia ndo ionizada, que se torna mais abundante
em pH alcalino (ARANA, 2004).

Figura 4 — Desenvolvimento de peixes em funcdo dos valores de pH na dgua
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Fonte: Albanez e Matos (2007).
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Nos ambientes aquaticos acontece um sistema de neutralizacdo do pH chamado
capacidade buffer. As substancias buffer sdo aquelas que em solucdo oferecem resisténcia as
variacdes de pH, quando &cidos ou bases sdo incorporados ao sistema. Em aguas naturais o
CO; ¢ liberado pelos processos respiratorios do fitoplancton e dos organismos, assim como
adicionado da atmosfera por difusdo. A remogdo do CO, da agua provoca um aumento do pH.
Em ambientes de cultivo onde o fitoplancton costuma proliferar em grandes quantidades
(blooms algais), o pH pode aumentar bastante devido a liberacdo de ions hidroxila (OH),
resultantes da hidrolise do bicarbonato realizada pelas células vegetais para obtencdo de CO..
O sistema buffer de bicarbonato evita essas mudancas repentinas de pH. Se a concentracdo
dos ions de hidrogénio aumentar, este ird reagir com bicarbonato para formar CO; e agua,

sendo assim, o equilibrio é mantido e o pH varia pouco (ARANA, 2004).

1.4.2.2 Alcalinidade

A alcalinidade total é a concentracdo de todas as bases titulaveis na agua expressa em
equivalente de carbonato de célcio (mg CaCOg3/L). A alcalinidade protege contra as variacdes
do pH causadas pela fotossintese (através de absorcdo e liberagdo do CO,), servindo ainda
como fonte de reserva de CO, para o fitoplancton. O solo é o fator que mais influencia na
alcalinidade das aguas, pois solos pobres e acidos tendem a apresentar baixa alcalinidade e
para aumentar a mesma € necessario realizar uma calagem, que pode ser feita com calcério,
cal virgem ou cal hidratada. O calcario agricola, calcitico ou magnesiano é preferido por
solubilizar lentamente e ndo elevar o pH a um valor maior que 8,3 e a quantidade de calcario a
ser usada na calagem depende do tipo de solo (IMBIRIBA; LOURENCO JUNIOR;
CARVALHO, 2000).

Os maiores contribuintes para a alcalinidade da agua sdo os bicarbonatos (HCOj3),
quando o pH da agua esta entre 4,4 a 8,3; os carbonatos (COs%) e bicarbonatos, quando o pH
da &gua esté entre 8,3 a 9,4 e os hidroxidos (OH") e carbonatos, quando o pH da dgua é maior
que 9,4 (ALBANEZ; MATOS, 2007). Este parametro confere resisténcia a mudancas de pH,
prevenindo mudancas bruscas no valor do mesmo, portanto, aguas com alcalinidade menor
que 20 mg/L apresentam baixo poder tamponante, estando sujeitas a grandes variacoes diarias
de pH (NOGRUEIRA et al., 2011).
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1.4.2.3 Dureza

A dureza pode ser definida como a concentracdo total de calcio e magnésio na agua
proveniente da dissolucédo de rochas calcareas, variando de acordo com a composi¢do do solo
de cada regido e é importante em testes de toxicidade, uma vez que interfere de modo
significativo na toxidez de alguns produtos quimicos, em especial os metais (MILLAN,
2009). A origem da dureza das aguas além de ser natural, pode ser antropogénica, devido ao
lancamento de efluentes da mineracdo e industriais em corpos receptores (ALBANEZ;
MATOS, 2007).

As é&guas podem ser classificadas de acordo com seu tipo de dureza: a dureza quimica
total é equivalente a alcalinidade total, denominada como dureza de carbonato que também ¢é
conhecida como dureza temporal, porque esta precipita sob um processo de ebulicdo da agua.
Se a dureza total da dgua excede a alcalinidade total, a 4gua contém dureza ndo carbonatada,
que também é conhecida como dureza permanente pelo fato de ndo poder ser removida por
ebulicdo (ARANA, 2004).

1.4.2.4 Gases dissolvidos

Dentre 0s gases que podem estar em maior ou menor quantidade dissolvidos na agua,
0 oxigénio é provavelmente o mais importante para o cultivo de animais aquaticos, a falta
deste elemento pode ocasionar consideraveis perdas econdmicas devido aos seus efeitos
negativos sobre o ganho de peso e conversdo alimentar, assim como, a morte subita dos
peixes (VALBUENA et al., 2006). Além disso, a deficiéncia de oxigénio dissolvido na &gua €
considerada responsavel por mais de 60% das perdas nos cultivos (BOYD;
LICHTKOPPLER, 1979). O gas carbdnico também é de fundamental importancia para o
metabolismo das algas e de outros vegetais fotossintetizantes, mas a distribuicdo desse gas na
massa d’ 4gua é exatamente oposta a do oxigénio dissolvido (SIPAUBA-TAVARES, 1998).

A concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) varia ao longo do dia em funcdo da
fotossintese e da respiracdo. Logo, quanto maior a quantidade de organismos por unidade de
volume, maior a variacdo diaria na concentracdo desse gas (NOGRUEIRA et al., 2011). Para
um Otimo crescimento e desempenho de peixes tropicais como, por exemplo, o tambaqui e 0
pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg, 1887) é desejavel uma concentracdo de OD na
agua maior que 5 mg/L. Dentre os fatores que influenciam na variacdo da concentracdo de

oxigénio dissolvido na agua dos viveiros de piscicultura estdo a difusdo do ar, a renovacao de
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agua, a fotossintese realizada pelo fitoplancton durante as horas de luz e a respiracdo dos
organismos presentes na agua (IMBIRIBA; LOURENCO JUNIOR; CARVALHO, 2000).

O gas carbobnico (CO,) é altamente solivel em &gua, podendo ser encontrado no meio
aquatico sob trés formas dependendo do pH: como CO; livre e ion bicarbonato (HCO3) em
valores de pH entre 4,5 a 8,3 e fon carbonato (COs*) em valores de pH superiores a 8,3. A
medida que o pH diminui, aumenta a concentragdo de CO,, que é toxico aos peixes, e diminui
a de COs* no meio (ALBANEZ; MATOS, 2007).

1.4.2.5 Nutrientes na agua

Os viveiros de peixes apresentam altas concentracdes de nutrientes sélidos e soluveis,
derivados de produtos metabolicos, da decomposicdo da matéria organica e lixiviagdo,
dissolvidos na &4gua ou acumulados sobre o sedimento (SHILO; SARIG, 1989; YOO et al.,
1995). Segundo Macedo e Sipalba-Tavares (2010) a concentragdo de nutrientes nos sistemas
de criacdo de peixes pode aumentar com a fertilizacdo e manejo para incremento da producéo
dos viveiros. A racdo ndo consumida é convertida em gas carbdnico, amonia, fosfatos e outras
substancias dissolvidas pela acdo microbiana, gerando impacto nos sistemas de criagédo de
peixes (PILLAY, 1992; BACCARIN; CAMARGO, 2005).

No ambiente aquatico, o nitrogénio pode ser encontrado sob diferentes formas, dentre
outras, a de amonia, nitrito e nitrato. A quantidade e a natureza de seus compostos muitas
vezes determinam a produtividade total do sistema aquatico, e, em alguns casos, a
disponibilidade desses compostos controla a biomassa algal (SIPAUBA-TAVARES, 1998).

A aménia (NH3) é também denominada aménia ndo ionizada, sendo depois do
oxigénio dissolvido o segundo fator em importancia em sistemas aquicolas, sendo muito
toxica aos peixes (ALBANEZ; MATOS, 2007). Este composto € resultante do catabolismo
das proteinas, sendo encontrada em baixos niveis no inicio das criagdes, quando a biomassa é
ainda pequena. Com o aumento da biomassa o nivel de amonia aumenta proporcionalmente
ao aumento da quantidade de alimento fornecido (PEREIRA; MERCANTE, 2005).

A amoénia é proveniente da decomposicdo da matéria organica e dos excretas
nitrogenados liberados pelos organismos presentes na agua. Quando o teor de OD e o pH
estdo dentro dos limites considerados ideais, a amonia e convertida em nitrito e depois em
nitrato, ndo ficando acumulada na dgua (NOGRUEIRA et al., 2011). Quanto maior o pH,

maior sera a porcentagem de aménia tdxica na amonia total. Assim, uma agua com 2mg/L de
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amonia total pode conter apenas 0,0014mg de NHs/L em pH 7 (0,7%) ou niveis toxicos
maiores que 1mg em agua com pH acima de 9,3 (ARANA, 2004).

A alta densidade de peixes em cultivos intensivos com sistemas de recirculacdo de
agua frequentemente resulta em aumento das concentracdes ambientais de nitrito (NO3),
produto oriundo de residuos nitrogenados devido a incompleta oxidacdo da amdnia a nitrato
(ATWOOD; FONTENOT; TOMASSO, 2001). O acumulo de NO," é uma das alteragdes mais
criticas na qualidade da &gua em tanques de cultivo de peixes, pois 0 NO; é oxidado a nitrato
rapidamente, contudo, sua alta toxicidade para os peixes merece consideracao, pois 0 NO, é
forte formador de metahemoglobina (MetHb) a partir da hemoglobina (Hb), a qual é incapaz
de transportar o0 O, (HILMY; EL-DOMIATY; WERSHANA, 1986).

O nitrato € considerado uma substancia com pequeno poder toxico por parte de
pesquisadores, mas por ser o produto final da nitrificacdo, pode acumular-se em grandes
quantidades, principalmente em sistemas fechados de cultivo (THURSTON; RUSSO;
SMITH, 1978). Esta substancia pode causar efeitos letais ou subletais para diferentes
organismos, ou ainda, atuar sinergicamente com outras formas nitrogenadas, tornando-se
extremamente importante o estudo dos seus efeitos tdxicos para diferentes espécies
(POERSCH et al., 2007).

O fésforo tem importancia fundamental no armazenamento de energia, constituindo as
moléculas de adenosina trifosfato (ATP), além de ser constituinte da membrana plasmatica.
Ele se apresenta na forma de fosfato, sendo classificado como fosfato particulado, fosfato
organico dissolvido, ortofosfato, fosfato total dissolvido e fosfato dissolvido. Entre as formas
de fosfato presentes na &gua, o ortofosfato é o de maior importancia, por ser a principal forma
assimilada pelos produtores primarios (ESTEVES, 1998).

A medida que as concentracdes de nutrientes aumentam, ha aceleracio da
produtividade de algas, alterando a ecologia do sistema aquatico (ESTEVES, 1998). A
assimilacdo de compostos nitrogenados pelo fitoplancton pode acarretar crescimento
descontrolado dessa comunidade, provocando floragdes de algas no ambiente e causando
problemas a qualidade da agua (PEREIRA; MERCANTE, 2005).

1.5 GEOSMINA (GEO)
A geosmina foi isolada e identificada pela primeira vez no ano de 1965 pelos

pesquisadores Gerber e LeChevalier, que através da produgdo por cultura de actinomicetos

observaram que 0 composto causava gosto e odor de terra (FILHO; ALVES, 2006). Esta
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substancia ¢ um alcool aliciclico, biciclico condensado, muito volatil (Figura 5), naturalmente
encontrada no solo, sendo também citado como terpendides semivolateis e altamente
odorifero na agua ou nos peixes (SOUZA; MATHIES; FIORAVANZO, 2012).

Figura 5 — Estrutura quimica do 4,8a-dimethyl-decahydronaphthalen-4a-ol, também
conhecido como geosmina, composto de formula quimica C12H,,0 e massa molar aproximada
de 182,3 g/mol

CH;
OH

CH;
Fonte: Adaptada de Freitas, Sirtori e Peralta-Zamora (2008).

O composto GEO ¢é produzido e liberado para a fase liquida por actinomicetos e
cianobactérias, como do ponto de vista microbioldgico o ciclo de vida dos actinomicetos é
dividido em dois estagios, anaerébio e aerdbio, é exatamente neste Gltimo que ocorre a
producdo e liberacdo do GEO para a fase liquida e as cianobactérias durante o seu ciclo de
vida produzem inimeros compostos volateis e ndo volateis que, ndo podendo ser utilizado
imediatamente ou armazenados para uso futuro, também séo liberados nesta fase (BIATO,
2005).

A geosmina é produzida principalmente por algas cianoficeas (cianobactérias ou algas
azuis-esverdeadas) do género Anabaena, Microsystis e Oscillatoria, bem como por bactérias
da ordem dos actinomicetos, entre estas as espécies Streptomyces spp. e Nocardia spp.
(SCHRADER; DAVIDSON; SUMMERFELT, 2013). O composto ¢ rapidamente absorvido a
partir de agua para dentro do tecido adiposo de peixe e outros organismos aquaticos que
adquirem sabores e odores indesejaveis, conhecidos como off-flavor (LLOYD; GRIMM,
1999).

Os peixes podem adquirir off-flavor pela ingestdo de cianobactérias contendo reservas
intracelulares, sendo que a rota principal de absorgédo é o transporte passivo dos compostos
presentes na dgua. As branquias sdo o sitio primario de absor¢éo, pela sua estrutura e funcéo,
aumentando a difusdo de geosmina entre a a4gua e o sangue. A GEO é inicialmente
transportada para os tecidos de maior suprimento sanguineo e, depois, redistribuidas pelos
tecidos ricos em gordura (SOUZA; MATHIES; FIORAVANZO, 2012).
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O composto geosmina ndo € nocivo para a saude humana, causando somente
desconforto estético (JOE, et al., 2007). Porém, o estudo realizado por Huang et al. (2005)
demostra que os extratos liberados por culturas de Anabaena, Microystis e Oscillatoria,
contendo estes compostos, entre outros, tém atividade mutagénica, existindo a necessidade de

identificar precisamente todos os compostos através de analises quimicas e toxicoldgicas.

1.6 QUECHERS

Em 2003, Anastassiades e colaboradores com o objetivo de superar limitacfes praticas
dos métodos multirresiduo de extracdo disponiveis na época, introduziram um novo
procedimento de preparo de amostras para extracdo de residuos de pesticidas denominado
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). Esse método, que tem como
vantagens ser rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto e seguro, explora as possibilidades
oferecidas pela instrumentacéo analitica moderna (PRESTES et al, 2009).

E baseado em uma extracdo com acetonitrila (ACN), seguida de particdo liquido-
liquido (adicdo de MgSO4 e NaCl) e posterior etapa de purificacdo com extracdo em fase
solida dispersiva. E um método robusto, adotado nos EUA, como o oficial da Association of
Official Analytical Chemists para a determinacdo de residuos de pesticidas em alimentos.
Também ¢é considerado método oficial pelo European Committee for Standardization
(RODRIGUES et al. 2011).

O QUEChERS é destinado para a extracdo de pesticidas em matrizes alimenticias com
baixo conteudo de lipidios, como frutas e vegetais, porém este método tem sido adaptado para
ser aplicado a matrizes alimenticias mais complexas, que contém alto contetdo de lipidios e
proteinas, como ovo e abacate, chocolate, café e cereal, alimento para bebés, sementes de
linhaca e amendoim, azeitona e azeite de oliva, leite e tecido animal (BRONDI; SOUZA;
NOGUEIRA, 2013).

O método QUEChERS original é baseado nas seguintes etapas: extracdo com ACN,
seguida da particdo, promovida pela adicdo de sais como por exemplo, o sulfato de magnésio
(MgSO,4) e o cloreto de sddio (NaCl) (PRESTE, 2011). O método induziu uma nova
denominagdo ao procedimento de limpeza da amostra, chamada de extragdo em fase solida
dispersiva (D-SPE) no qual, diferentemente do procedimento de limpeza tradicional (SPE)
gue utiliza cartuchos e colunas, os sorventes sdo adicionados diretamente ao extrato organico
e permitem que a limpeza da amostra e a redugdo da agua residual sejam realizadas
concomitantemente (BASTOS et al., 2012).
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Com o objetivo de atender aos rigorosos Limites Maximos de Residuos, estabelecidos
por legislacBes internacionais, este método foi idealizado para gerar extratos que pudessem
ser analisados por Cromatografia gasosa acopladas a Espectrometria de Massa e/ou
Cromatografia Liquida (ANASTASSIADES et al., 2003).

1.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia € um metodo fisico-quimico de separacédo. Ela esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interagdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A grande variedade
de combinacdes entre fases moveis e estaciondrias a torna uma técnica extremamente versatil
e de grande aplicacdo (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Desde o inicio da cromatografia liquida, em 1950, até os dias atuais, muitos avangos
foram alcancados e todos eles foram impulsionados pelo desenvolvimento continuo de novas
particulas de fases estacionarias que fossem capazes de gerar colunas mais seletivas,
eficientes e estaveis quimica e mecanicamente (MALDANER; JARDIM, 2009). A
instrumentacdo bésica de um cromatografo liquido consiste nos seguintes componentes
(Figura 6): reservatorio do solvente, bomba de alta pressdo, misturador de solventes, injetor,
microsseringas, loop, coluna, detector, coletor de solvente, registador e sistema
computadorizado para colheita de dados (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Figura 6 — Esquema do cromatografo liquido
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Fonte: Skoog; Holler e Nieman (2002).
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Somente a partir dos anos 70 se conseguiu um avango considerdvel da cromatografia
liquida moderna que até entdo era essencialmente subdesenvolvida, apesar de que um dos
primeiros experimentos sobre cromatografia, no inicio do século, foi o tipo que é hoje
chamado cromatografia liquida classica. Desde 1968 tornou-se possivel rechear colunas com
particulas de pequeno tamanho, necessérias para alta resolucdo e, também, adquirir
equipamentos que funcionam nas altas pressdes necessarias para obter boa velocidade de
eluicdo (LANCAS, 2010). O avanco foi gradual e atingiu o atual nivel de sofisticacdo que a
CLAE apresenta, devido ao revolucionario desenvolvimento tecnoldgico da pratica deste tipo
de cromatografia.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separacdo que,
em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados para fins
qualitativos e quantitativos. As razOes para este crescimento estdo relacionadas a sua
adaptabilidade para determinagbes quantitativas com boa sensibilidade, a possibilidade de
separar espécies nao volateis e termicamente instaveis, com destaque para a industria
farmacéutica, bem como as sua aplicacbes em determinacdes ambientais e em muitos outros
campos da ciéncia (TONHI et al, 2002).

A CLAE é um tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas colunas, recheadas
de materiais especialmente preparados e uma fase mével que é eluida sobre altas pressdes. Ela
tem a capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos,
com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade (CEFET, 2012).

O grande avango na cromatografia em coluna foi o desenvolvimento e a utilizagéo de
suportes com particulas diminutas responsaveis pela alta eficiéncia, as quais tornam
necessario o uso de bombas de alta pressdo para a eluicdo da fase movel, devido a sua baixa
permeabilidade. As fases moveis utilizadas em CLAE devem possuir alto grau de pureza, as
valvulas de injecdo usadas possuem uma alca de amostragem para a introdugdo da amostra
com uma seringa e duas posi¢des, uma para 0 preenchimento da alca e outra para sua
liberacdo para a coluna (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

As colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente de aco inoxidavel, com didmetro
interno e comprimento variavel. Essas colunas sdo reaproveitaveis, sendo empacotadas com
suportes de alta resolucdo, ndo sendo necessaria sua regeneracdo apos cada separacdo. O
detector mais utilizado para separagdes por CLAE é o detector de ultravioleta, sendo também

empregados detectores de fluorescéncia, de indice de refracdo, e eletroquimicos, entre outros.
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O registro de dados pode ser feito através de um registrador, um integrador ou um
microcomputador (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

1.8 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢Bes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacGes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo denominada
validacdo (RIBANI et al., 2004).

A validacdo pode ser definida como o processo que confere validade a um método
analitico, instrumento ou equipamento, cujas especificacbes sdo aceitas como corretas
(SILVA; ALVES, 2006). A validagéo deve ainda garantir, por meio de estudos experimentais,
gue o0 método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (ANVISA, 2003).

O processo de validagdo pode ser aplicado de forma total ou parcial. A validacgdo total
deve ser desenvolvida quando é implementado um novo método; todavia, a validacéo parcial
pode ser aplicada em casos em que o método originalmente validado foi modificado. Tais
modificagdes podem incluir, entre outras, transferéncias entre laboratérios, analistas,
mudancas no equipamento, mudancas na matriz em que serd analisado o analito, entre outras
(MOREAU; SIQUEIRA, 2008).

A validacdo de um procedimento analitico pode ser atestada por meio da determinagdo
de pardmetros conhecidos como figuras de mérito. Esses parametros, dependendo de onde o
método sera aplicado, do seu proposito e ou do 6rgao de fiscalizacdo a que estara sujeito
podem variar, sendo as principais: seletividade, ajuste da curva analitica e determinacdo da
sua faixa de linearidade, sensibilidade do método, representada pelos limites de detecgdo (LD)
e quantificacdo (LQ), precisdo, exatiddo e robustez (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI,
2009).

1.8.1 Seletividade/Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto especifico

independente da matriz da amostra e de suas impurezas. Para analise qualitativa (teste de
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identificacdo) é necessario demonstrar a capacidade de selecdo do método entre compostos
com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela
obtencdo de resultados positivos em amostras contendo o analito, comparativamente com
resultados negativos obtidos com amostras que ndo contém o analito, contendo estruturas
semelhantes (SILVA; ALVES, 2006).

As diretrizes da Comunidade Européia, ANVISA e INMETRO usam o termo
especificidade como sinénimo de seletividade, ja que ambas estdo relacionadas ao evento da
deteccdo, o0 que pode levar a interpretacdes equivocadas (PASCHOAL et al., 2008). A
especificidade refere-se a um método especifico para um Unico analito e a seletividade refere-
se a um método utilizado para varios analitos com capacidade de distingdo entre eles. Em
HPLC estes parametros sdo avaliados geralmente através da capacidade de resolucédo

cromatografica, da eficiéncia da separacédo e do fator de assimetria (FIGUEIREDO, 2012).

1.8.2 Linearidade

A linearidade de um método expressa a faixa na qual o sinal analitico, denominado
variavel dependente, é linearmente proporcional a sua concentracdo, denominada variavel
independente, e a equacdo matematica que descreve esta dependéncia é conhecida como curva
analitica ou curva de calibracdo (Figura 7). O ajuste de qualquer equacdo matematica é feito
pelo método dos quadrados minimos, no qual a melhor curva sera aquela que fornecera o
menor valor para a soma quadratica dos residuos (Q) obtidos entre o sinal analitico medido
(yi) e o sinal analitico predito (“yi), para um conjunto de N pontos experimentais (RIBEIRO
et al., 2008).

Figura 7 — Curva de calibracdo mostrando a estimativa do residuo no sinal analitico
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Fonte: Ribeiro et al. (2008).
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1.8.3 Sensibilidade

Outro parametro empregado na validacdo de meétodos analiticos e que também é
recomendado pela FAO ¢ a sensibilidade (PASCHOAL et al., 2008). E um pardmetro que
demonstra a variagcdo da resposta em fungdo da concentracdo do analito. Pode ser expressa
pela inclinacdo da curva de regressdo linear de calibracdo, e é determinada simultaneamente
aos testes de linearidade. A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de
deteccdo utilizada (SILVA; ALVES, 2006). A sensibilidade de um método é definida pelos
limites de deteccdo (LD) e de quantificagéo (LQ) (RIBEIRO et al., 2008).

1.8.4 Limite de deteccédo (LD)

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢BGes experimentais
estabelecidas. No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absorcdo atdmica), a estimativa
do limite de deteccdo pode ser feita com base na relacdo de trés vezes o ruido da linha de base
(SILVA; ALVES, 2006).

Existem diferentes procedimentos para estimar o LD, entre esses o método visual,
razdo sinal-ruido e a partir da curva analitica, a ANVISA sugere apenas que o LD deve ser
estabelecido por meio da analise de solucdes de concentracdes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel, recomendando que o LD seja duas a trés vezes superior
ao ruido da linha de base, no entanto, ndo fazendo referéncia se o estudo deve ser realizado
com a matriz e o numero de replicatas que devem ser realizadas. J& a IUPAC recomenda que
se estime o LD a partir de pelo menos seis determinacgdes independentes do analito na amostra
branco ou em uma amostra contendo o analito em uma concentragcdo baixa, no entanto,
distinguivel de zero ou resultado negativo, sendo o valor de LD estabelecido pelo célculo de
trés vezes a estimativa do desvio padrdo das medidas (PASCHOAL et al., 2008).

1.8.5 Limite de quantificacdo (LQ)

A definicdo segundo a IUPAC para o limite de quantificacdo (LOQ) € a menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo
aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas (PASCHOAL et al., 2008). O limite

de quantificacdo refere-se a concentracdo do analito correspondente ao valor da média das
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amostras em branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrdo ou pode corresponder ao padrdo de
calibracdo de menor concentracdo descontando o branco (SILVA; ALVES, 2006).

1.8.6 Precisao

E o parAmetro que avalia a proximidade entre as varias medidas efetuadas na mesma
amostra é a precisdo do processo analitico. Usualmente, é expressa como o desvio-padréo,
variancia ou coeficiente de variacdo de diversas medidas, porém existem duas formas mais
comuns que sdo: por meio de repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade. Ambas
repetibilidade e reprodutibilidade sdo geralmente dependentes da concentracdo do analito e,
deste modo, devem ser determinadas para um diferente nimero de concentragdes. A
repetibilidade € o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas, efetuadas
sob as mesmas condi¢des de medigcdo. Todas as medi¢des séo efetuadas com o mesmo
procedimento, mesmo analista, mesma instrumentacdo, no menor intervalo de tempo possivel.
Reprodutibilidade avalia a imprecisdo ao nivel mundial, refletindo as diferencas aleatérias
esperadas para a comparacdo dos mesmos resultados entre laboratérios distintos
(FIGUEIREDO, 2012).

1.8.7 Exatidao

A exatiddo, definida como a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o
estimado pelo processo analitico, constitui a chave para o propésito da validacdo. Os quatro
métodos principais, propostos para o estudo da exatiddo, sdo baseados no uso de material de
referéncia certificado (MRC), na comparacdo do método proposto com um método de
referéncia, no uso de ensaios de recuperacdo na matriz e em estudos colaborativos. O
processo de avaliacdo por meio de MRC consiste em analisar nimero suficiente de replicatas
desse material e comparar os resultados obtidos com o valor certificado. Entretanto, o alto
custo do MRC e a abrangéncia limitada de matrizes e analitos restringem seu uso. A exatiddo
também pode ser estabelecida mediante comparacdo entre os valores obtidos pelo método
proposto com os valores obtidos para as mesmas amostras com outro método validado. Apds
analise de diferentes amostras com ambos os métodos, as diferencas obtidas para cada

amostra séo calculadas e comparadas com o valor desejado (BRITO et al., 2003).
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1.8.8 Robustez

De acordo com o INMETRO, a robustez de um método (“robustness”) mede a
sensibilidade que este apresenta face a pequenas varia¢fes. Diz-se que um método é robusto
quando ele ndo é afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros. A
robustez de um método cromatografico é avaliada, por exemplo, pela variagdo de pardmetros
como a concentracdo do solvente organico, pH e forca idnica da fase movel em HPLC,
programacdo da temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como o tempo de
extracdo, agitagdo, entre outros. As mudangas introduzidas refletem as alteragdes que podem
ocorrer quando um método € transferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos
(RIBANI et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

A sequir sdo descritos os objetivos que direcionam o presente trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar e quantificar a presenca de geosmina na carne do tambaqui (Colossoma
macropomum, Cuvier, 1818) cultivados em pisciculturas situadas em diferentes ecossistemas

de Roraima.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a agua dos tanques das pisciculturas por meio das variaveis fisico-
quimicas;

e Validar a metodologia analitica para detecgdo e quantificacdo da geosmina na carne
do peixe empregando 0 método Quechers e CLAE;

e Realizar andlise sensorial das amostras das pisciculturas;

e Relacionar os resultados obtidos quanto aos teores de geosmina com as pisciculturas

dos diferentes ecossistemas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho divide-se em duas partes, a amostragem e as analises, cuja metodologia

sera descrita a seguir.

3.1 AMOSTRAGEM

Os peixes e a agua foram coletados no periodo seco durante os meses de dezembro do
ano de 2013 a abril de 2014 em pisciculturas localizadas em diferentes municipios do estado
de Roraima e foi realizada uma Unica coleta em cada piscicultura. Primeiramente foram
efetivadas visitas a FEMARH (Fundacdo Estadual do Meio Ambiente e Recursos Hidricos) e
a SMGA (Secretaria Municipal de Gestdo Ambiental e Assuntos Indigenas), com um intuito
de formar um banco de dados com a localizacdo das propriedades rurais com pisciculturas
implantadas.

Apbs a formacdo do banco de dados, foram selecionadas de forma aleatoria quatro
propriedades que se encontravam legalizadas no ano 2013, tendo-se como critério a criacdo de
tambaqui em tanques ou viveiros construidos sobre diferentes tipos de ecossistemas, sendo
sorteadas 2 pisciculturas localizadas em area de savana (Boa Vista e Amajari) e 2 em areas de
floresta (Mucajai e Bonfim), foram entdo numeradas de 1 a 4, sendo a piscicultura 1 situada

no municipio de Boa Vista, a 2 em Mucajai, a 3 no Bonfim e a 4 no Amajari (Figura 8).

Figura 8 — Mapa de Roraima com os municipios das pisciculturas selecionadas
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Para a realizacdo da coleta dos peixes, o trabalho necessitou ser aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais- CEUA/UFRR (Anexo A), que aprovou 0 processo de abate
realizado em dois estagios, o primeiro os animais foram atordoados e insensibilizados, e no
segundo, ocorreu o sacrificio, as duas etapas foram feitas por meio do choque elétrico e
térmico respectivamente, que segundo Viegas et al. (2012), é considerado um abate
humanitario uma vez que o uso da eletricidade promove a transicdo rapida para a
insensibilidade e evita a recuperacao da consciéncia antes que ocorra a morte.

O choque térmico foi obtido através de agua e gelo e o elétrico por meio de um
dispositivo (Figura 9) que foi desenvolvido baseado no trabalho de Lambooij et al. (2008)
com algumas adaptacdes para a espécie em estudo, como voltagem e frequéncia.

Figura 9 — Dispositivo do choque elétrico

Os tambaquis (C. macropomum) coletados para as analises apresentavam padrdo no
peso (cerca de 2 kg), medida que caracteriza a fase de engorda. De cada instalagdo piscicola
foram coletados quinze peixes, ou seja, cinco peixes de cada um dos trés tanques de engorda
escolhidos, que foram imobilizados e abatidos no local, posteriormente foram identificados e
transportados para o laboratorio de Ecotoxicologia do PRONAT da Universidade Federal de
Roraima em caixas de gelo, mantendo a temperatura de -18° C até a execuc¢éo das analises.

As amostras da agua dos tanques foram coletadas entre as 8 e as 12 horas em dias
ensolarados e com pouco vento, no qual foram recolhidas em garrafas de polietileno,
obedecendo aos cuidados preconizados pela Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo-
CETESB e pela Agéncia Nacional de Aguas-ANA (CETESB, 2011). As amostras foram
coletadas em triplicada, protegidas da luz solar, acondicionadas em caixas de isopor com gelo
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e encaminhadas ao laboratério de Aguas do Departamento de Quimica da UFRR, onde foram
mantidas sob refrigeracdo a uma temperatura de 4° C até a execucao das analises.

3.2 ANALISE SENSORIAL

A analise qualitativa da geosmina presente na carne do peixe foi feita através da
avaliacdo sensorial do odor e sabor dos peixes coletados por meio de um painel sensorial
(Figura 10), realizado segundo a pesquisa de Freitas et al. (2012) com algumas modificacdes.
O painel foi constituido por 15 julgadores ndo treinados, que foram previamente selecionados
através de possiveis fatores de exclusdo como problemas alérgicos, habito de fumar, periodo

gestacional, ou uso de aparelhos dentéarios, inclusive dentaduras.

Figura 10 — Painel sensorial

Os 15 participantes foram divididos em 03 grupos, cada grupo, por sua vez, entrou no
laboratdrio de Grdos da UFRR, assinaram um termo de consentimento (Anexo B) e tiveram a
sua disposic¢éo quatro diferentes amostras de peixe que foram selecionadas aleatoriamente.

Para a analise de sabor e odor o pescado foi cortado em pedacos de 4 cm?, embrulhado
em saco proprio e identificado, foi entdo submetido a coccdo em forno micro-ondas por 60
segundos, ap6s foi servido aos provadores. Entre as amostras, os avaliadores usaram agua
mineral e bolacha neutra para limpar o paladar e graos de café para limpar o olfato. Um frasco
contendo a solucdo-padrao de referéncia (padrdo analitico de GEO) ficou a disposicdo dos

participantes para eventuais consultas.
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Através de uma ficha individual (Anexo C) cada participante avaliou 0s seguintes
atributos, odor e sabor, numa escala heddnica de 7 pontos, que consistiram em: nenhum,

fraco, moderado, forte e muito forte.

3.3 ANALISE INSTRUMENTAL

Para proceder as andlises instrumentais foram retiradas aliquotas de todos 0s peixes
coletados e a extracdo de geosmina da carne do peixe foi realizada utilizando o método
Quechers (Figura 11) modificado segundo Prestes (2011). Cada tanque foi considerado como
uma amostra e cada amostra foi executada em triplicata, foram entdo coletados cinco peixes
de cada tanque e analisados trés tanques de cada uma das quatro pisciculturas selecionadas,
totalizando 60 peixes analisados. Os peixes de cada tanque foram entdo previamente filetados
e homogeneizados através de um multiprocessador para obter uma amostra com
aproximadamente 10,0 g e que foi pesada diretamente em um tubo de polipropileno
(capacidade 50 mL) com tampa rosqueada. Apés essa etapa foi adicionado a amostra 10 mL
de acetonitrila e procedeu-se a agitacdo manual e vigorosa, por cerca de 1 min. Em seguida,
acrescentaram-se 4,0 g de sulfato de magnésio anidro, 1,0 g de cloreto de sédio, 1,0 g de
citrato de sddio diidratado e 0,5 g de hidrogenocitrato sesquiidrato de sédio, repetindo-se a
agitacdo. Foram, posteriormente, centrifugados por 8 min (3500 rpm), apds transferiram-se 2
mL do extrato liquido para outro tubo de polipropileno (capacidade 2 mL), contendo 150 mg
de sulfato de magnésio anidro, 50 mg de PSA e 50 mg de Cig, sendo novamente agitados
manualmente por 1 min, e centrifugados como citado anteriormente. O sobrenadante passou
por um filtro de seringa e foi colocado em um vial &mbar de 1,5 mL, para se analisado no
sistema CLAE.

Figura 11 — Procedimentos para a analise instrumental
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As determinacgdes da concentracdo de geosmina foi performada utilizando um sistema
CLAE marca SHIMADZU, modelo CBM20A, composto por degaseificador a vécuo
(G1322A), bomba binaria (G1312A), injetor automatico (SIL 20A), compartimento de coluna
com termostato (G1316A), detector de arranjo de diodos — DAD (LC 10AD) e detector de
fluorescéncia (LC 10FA). Sistema cromatografico acoplado a computador e controlado
através do software ChemStation (Figura 12). Contendo como sistema de bombeamento o
LC-20AT, coluna cromatografica SHIM=PACK VP-ODS (4,6 mm de diametro interno e 75
mm de comprimento) e fase movel em regime isocratico com 1% agua e 99% de acetonitrila.
A velocidade de fluxo foi de 1,0 mL/min, volume da injecdo de 20 puL. O formo foi o CTO-

20A mantido a 40° e o tempo de corrida foi de 5 minutos.

Figura 12 — Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia- Shimadzu

A quantificacdo da GEO foi realizada por meio de uma curva analitica usando um
padrdo da AccuStandart com concentracdo de 2 pg/mL em metanol que foi diluido em
acetonitrila nas concentracdes de 0,01; 0,02; 0,03, 0,04 e 0,05 mg/L de geosmina. As analises
foram realizadas no Laboratério de Ecotoxicologia do PRONAT da Universidade Federal de

Roraima.
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3.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS DA AGUA

A qualidade fisico-quimica das amostras de agua das pisciculturas foi avaliada pelos
seguintes parametros: temperatura, transparéncia, condutividade elétrica, pH, alcalinidade,
dureza total, nitrito, nitrato, amonia, fosfato total e oxigénio dissolvido. As medi¢bes de
temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido foram realizadas in situ com
sonda multiparametros Hanna modelo HI9828 (Figura 13), cada medicdo foi repetida trés
vezes com um intervalo de 30 minutos. A transparéncia e a profundidade foram medidas

utilizando-se o Disco de Secchi.

Figura 13 — Sonda Multiparametros

As analises de alcalinidade, nitrato, nitrito, amdnia, fosforo total e dureza total da agua
foram feitos segundo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1998) e as determinagOes foram realizadas por meio do aparelho espectrofotometro
Shimadzu modelo UV-1800 (Figura 14). As analises foram realizadas no Laboratério de

Aguas do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Roraima.

Figura 14 — Aparelho Espectrofotdmetro
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3.5 ANALISES ESTATISTICAS

O trabalho foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
dois tratamentos (savana e floresta) e duas repeticdes, sendo a unidade experimental
constituida por cada tanque. A diferenca entre as médias dos tratamentos foi avaliada pelo
teste T de Student (a0 = 0,05) para observagdes independentes quando as variancias nao sao
iguais.

Também foram utilizadas correlacbes de Pearson para identificar relacdes
significativas entre as medidas analiticas e as pontuacBes sensoriais e entre 0s parametros
fisico-quimicos da agua e as medidas analiticas da geosmina. As analises dos dados obtidos
foram feitas utilizando-se o programa estatistico XLSTAT 2014 (ADDINSOLFT, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao comparar as médias totais das concentracbes de geosmina obtidas nos dois
tratamentos (savana e floresta) através do teste t de Student para grupos independentes com
variancias diferentes, observou-se que houve diferenca significativa (p<0,05). As pisciculturas
localizadas em &reas de savana apresentaram as maiores médias (1,55 e 1,13 mg/L) enquanto
as localizadas em éareas de floresta apresentaram as menores (1,10 e 0,85 mg/L).

Os resultados indicam que provavelmente a diferenca na composicdo dos solos dos
dois ecossistemas gerou resposta sobre as cianobactérias e actinomicetos produtores de
geosmina. Segundo Andreote (2013) os solos das &areas de florestas sdo ricos em matéria
organica, mas tendem a ser pobres em nitrogénio. O aumento da concentracdo de nitrogénio e
fosforo desempenha um papel importante na formacédo das floragcdes porque sdo elementos
que compdem diversos componentes celulares (MOLICA; AZEVEDO, 2009), explicando
assim a razdo de ter encontrado as menores médias da concentracdo de geosmina nas areas de
florestas.

Portanto, o trabalho sugere que, pesquisas futuras sejam feitas para o estudo detalhado
dos provaveis fatores ou elementos que estdo presentes nos ecossistemas e diferem na

concentracdo da geosmina.

4.1 CONCENTRACOES DA GEOSMINA NA CARNE DO PEIXE

Todas as amostras analisadas exibiram a presenca do composto GEO, sendo
encontradas concentracdes relativamente altas (Tabela 1) em relagcdo a estudos similares com
outras espécies de peixe, uma vez que ndo foram encontrados na literatura consultada outros
trabalhos de quantificacdo da geosmina no tambaqui. Galvdo (2011) estudou as condicdes
toxicologicas da agua de cultivo e da tilapia (Oreochromis niloticus) em fazenda aquicola no
estado de S&o Paulo e obteve como resultados niveis abaixo de 35 ng/L de GEO. Ruan et al.
(2013) analisaram os compostos causadores do off-flavor em filés de salmdo no Canada e

encontraram concentracdo média de 1 ng/L de GEO.
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Tabela 1 — ConcentragGes de geosmina na carne do tambaqui determinadas por CLAE

CONCENTRACAO | CONCENTRACAO
PISCICULTURAS | GEOSMINA GEOSMINA
(mg/L) (ug/g)
1,8873 0,062
1 Savana 1,9497 0,064
0,8065 0,026
1,0603 0,035
2 Floresta 1,0609 0,035
1,1708 0,038
0,7819 0,025
3 Floresta 0,8972 0,029
0,8829 0,029
0,9311 0,030
4 Savana 0,8268 0,026
1,6337 0,053

Provavelmente as altas concentracbes de GEO encontradas neste trabalho estdo
relacionadas a elevada porcentagem de gordura existente no tambaqui. Segundo Matthiensen,
Galvéo e Pinto (2012) a concentracdo de geosmina nos tecidos que contém lipideos é maior
do que a da &gua que circunda o peixe, ou seja, sob condigdes ambientais similares, peixes
“gordos” terdo maior concentracdo de geosmina que peixes “magros”.

Outra possivel explicacdo para justificar as altas concentracfes determinadas na
pesquisa, é o fato de que quase todas as pisciculturas analisadas ndo adotavam préaticas de
manejo em relagdo a qualidade da agua, que foi observada por meio da avaliacdo negativa
obtida através dos parametros. A auséncia de bom manejo refletiu diretamente na proliferacao
de organismos produtores de geosmina. Segundo Macedo e Sipauba-Tavares (2010), em
tanques de criacdo de peixes, a proliferacdo excessiva do fitoplancton pode causar o
aparecimento de produtos do metabolismo secundario de cianobactérias, que causam sabor
desagradavel no pescado e esse acontecimento pode ser evitado através da aplicacdo das

praticas de manejo.
4.2 AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA
Os parametros de qualidade de agua dos tanques das pisciculturas avaliadas foram

representados pelas médias e desvios padrdo (Tabela 2). A amplitude de alteracdo dos

parametros pH e temperatura foi pequena entre as pisciculturas, sendo que a transparéncia e a
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dureza foram as que mais variaram. Baseado nos valores indicados por Arana (2004), a
maioria dos parametros fisicos e quimicos da 4gua ndo obtiveram niveis adequados ao cultivo
de peixes, apenas 0 pH e a temperatura mantiveram niveis apropriados em todas as
pisciculturas estudadas.

A dificuldade para obtencdo de boa avaliacdo da qualidade da &gua dos tanques
estudados pode ser explicado principalmente pela auséncia de boas praticas de manejo nas
criagdes. Segundo Macedo e Sipauba-Tavares (2010), a qualidade da agua nos sistemas de
criacdo de peixes esta diretamente relacionada a diversos fatores, como a agua de origem,
espécies cultivadas, quantidade e composicédo do alimento exdgeno e em especial ao manejo
(calagem, adubacdo, limpeza).

Segundo Arana (2004), para obter sucesso na criacdo de peixes de clima tropical é
necessario uma faixa térmica que vai de 25 a 35° C, uma vez que 0S peixes sdo animais
pecilotermos, sua atividade e sobrevivéncia estdo permanentemente sujeitos a temperatura do
ambiente. De acordo com Imbiriba, Lourengo Junior e Carvalho (2000) o pH 6timo para o
crescimento do tambaqui encontra-se na faixa de 6,5 a 7,5, portanto todas as pisciculturas
analisadas estavam com pH ideal.

Apesar de todos os piscicultores terem relatado realizarem adubacdo prévia dos
tanques, apenas as pisciculturas 2 e 4 apresentaram niveis adequados de transparéncia para
todos os tanques. O tanque n° 2 da piscicultura 3 apresentou a maior medida da transparéncia
(98,333+0,577 cm), indicando que sua produtividade priméaria é muito baixa. Para 0s tanques
n°2 e n°3 da piscicultura 1, foi verificada os menores valores de transparéncia (10,667+1,155
cm e 15,333+0,577 respectivamente), observou-se entdo, que estes tanques foram construidos
sobre um solo muito argiloso o que gerou uma turbidez argilosa devido aos materiais em
suspensdo advindos dos elementos deste tipo de solo.

Os teores de oxigénio dissolvido (OD) estiveram entre 0,3 mg/L e 5,6 mg/L. Os
valores mais elevados ocorreram nas horas mais préximas as 12 horas e 0s menores sempre
nas primeiras horas de medicdo que iniciavam as 8 horas e isso pode ser explicado pela
atividade da fotossintese, que em dias claros a taxa fotossintética aumenta, elevando a
demanda de oxigénio a noite e acarretando num déficit desse gas pela manhd. Graef et al.
(1987) observaram que valores de oxigénio de 0,1 mg/L a 2,6 mg/L prejudicam o crescimento
de jaraquis e matrinchds, porém o tambaqui € um peixe muito resistente e pouco exigente em
relacdo as concentragdes de OD na &gua, isto explica a sua sobrevivéncia em concentragdes

tdo bhaixas.
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As médias da condutividade elétrica foram de 11 puS/cm a 80,333 uS/cm, apontando
uma grande variagdo na concentracdo de ions presente na agua dos tanques, porém, os valores
maximos permaneceram abaixo de 100 uS/cm, 0 que é muito importante segundo a CETESB
(1988) uma vez que niveis superiores a este indicam ambientes altamente impactados.

Segundo Imbiriba, Lourenco Janior e Carvalho (2000) a concentracdo da forma toxica
da amoénia aumenta com a elevacdo do pH e da temperatura, de modo que, para 0s peixes
valores acima de 0,01 mg/L afeta o crescimento e a resisténcia a doencas. Verifica-se que
todos os tanques, independente da piscicultura, apresentam niveis toxicos de amonia,
destacando-se o tanque n° 3 da piscicultura 3, que a média foi de 2,877 mg/L. Este fato
também ocorreu no trabalho de Stachiw et al. (2013), onde explicaram que a alta
concentracdo de amonia toxica estava relacionada ao fato de os tanques estarem em um
periodo de quase despesca. Neste periodo, a concentracdo da amdénia tende a ser elevada.

Os valores de nitrito e nitrato permaneceram dentro dos permitidos na Resolucéo
CONAMA n° 357 de 2005 (< 1 mg/L para nitrito ¢ < 10 mg/L para nitrato). Altas
concentracdes de nitrito pode levar o peixe a morte, pois este nutriente liga-se a molécula da
hemoglobina formando um composto chamado metahemoglobina, que ndo é capaz de
transportar o oxigénio, entdo o animal morre por andxia. Estudos recentes mostram que além
deste efeito, o nitrito prejudica as células hepéticas (hepatdcito), dificultando a digestdo
(LAZZARI, 2010).

O fosfato total variou de 0,040 a 10,396 mg/L entre as pisciculturas. Na piscicultura 1
foi observado acumulo de fosfato com passagem da agua de um tanque para outro, ou seja,
como o tanque 3 era o Ultimo de recebia a 4gua vinda dos outros tanques seu valor de fosfato
foi maior (10,396+0,708 mg/L). De acordo com a Resolugcdo CONAMA 357/2005, aguas
destinadas a aquicultura podem ser classificadas como de classe Il e o nivel maximo de
fosforo total para ambientes 1énticos ¢ de 30,0 pug/L. Segundo Piveli e Kato (2005) juntamente
com o Nitrogénio, o Fosforo € um elemento indispensavel a formacao de proteinas de animais
e vegetais. O fitoplancton absorve intensamente o Fésforo apresentado em forma de Fosfato
gue se encontra dissolvido na gua.

A alcalinidade observada esteve entre 5,333 mg/L e 28,667 mg/L. De acordo com
Sioli (1975), o pH nas regides de terra firme da Amazonia é muito baixo, o que indica déficit
na concentracao de substancias de tamponamento, como bicarbonatos e carbonatos.

Os valores de dureza encontrados em todas as pisciculturas foram superiores aos de
alcalinidade. Arana (2004) cita que, nas aguas onde a dureza supera a alcalinidade, parte dos

fons Ca** e Mg?* podem estar associados a sulfatos, nitratos, cloretos e silicatos.
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Tabela 2 — Pardmetros de qualidade de dgua das piscicolturas avaliadas (média £ desvio padric)

Parametres
N ol e e N e R e
1| 7.567=0,058 | 26,805=0.185 | 26,333=0,577 | 4.473=0.084 | 24,667=0.577 | 0,700=0,072 | 0,043=0,002 | 0,516=0.084 | 35730187 | 34.,667=8 327 18333=0.577
2 71330115 | 266630257 | 10,667=1,155 | 3 900=0.100 | 26.333=0577 | 08480060 | 00530005 | 0360=0.071 | 59590 363 | TB667=0800 | 12 667=1 155
3| 64670153 | 26 200==00200 | 15,3330 577 | 4,667=0.100 | 26.333=0018 | 0.505=0.018 | 00430004 | 0,097=0.078 | 10,3040, 708 TE=5007 | 11=1,000
2 1| 7,100=0100 ( 29 197=0 300 | 30,667=0 377 | 3,847=0,140 | 52.333=0577 | 0446=0065 | 00090003 | 0,154=0,020 | 0.5347=0,181 | 34,023=3 207 | 17,067=1 361
2 2 73730038 | 28 500=0458 | 34.667=0 577 | 3 430=0.140 | 57.333=0577 | 04898=0073 | 00230004 | 0,052=0,020 | 16420160 | 48 7073055 | 19=0346
2 3| 78430040 (28 2600205 | 33 3330 577 | 3 4100044 | 536670577 | 04853=0014 | 00260001 | 0,160=0 064 | 129920135 | 46,0337 217 17.267=0,702
3 1| 7.573=0.070 | 26,650=00070 | 42,333=0.577 | 0.833=0.078 1=1.000 | 1,146=0025 [ 00040001 | 1. 266=00046 | 01360020 | 483734 163 | 5.333=1,155
3 2| 6,700=0.236 | 276230263 | 983330577 | 1,537=0,081 | 46,333=1,528 | 07830143 | 00110001 | 1, 300=0.013 | 00400005 | 26,01 7=5205 | 15333=1155
3 3| 76330174 (297070189 | 24 3331 528 | 2350=0202 | B0333=1528 | 28770730 | 00550002 | 0,710=0.045 | 006220037 | 23 350=3,061 | 1d=0.000
4 1| 6,733=0.058 | 306270007 G2 000 | 0,303=0025 | 63,667=1,528 | 1.204=0224 | 00070000 | 1,070=0.120 (1, 196=0 085 GE=2 000 | 286671155
4 2| 6,347=0,137 | 30,160==00645 38=1,000 | 1,750=0,002 52=1.000 | 1,133=0.161 | 00070002 | 1,695=1 154 | 0,624=0 087 4625 207 | 220,000
4 3| 7.813=0.091 (314530122 | 41, 333=1 528 | 3,707=0,021 | 36.333=0577 | 0465=0008 | 00020002 | 1,151=0345 | 02270039 | 43.333=3774| 14667=1,153
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4.3 CORRELACOES DAS MEDIDAS ANALITICAS DE GEOSMINA

Foram realizadas correlacdes de Pearson (r) para identificar as relacfes significativas
de duas situacdes, uma entre as medidas analiticas e as pontuagdes sensoriais e outra entre 0s
parametros fisico-quimicos da 4gua e as medidas analiticas da geosmina.

As maiores correlacbes entre os pardmetros fisico-quimicos da agua e as
concentracdes de geosmina obtidas através da CLAE foram: o oxigénio dissolvido (r= 0,58;
p<0,001), o pH (r= 0,41; p<0,001) e o nitrito (r= 0,38; p<0,001), embora as correlacdes nao
apresentaram alto grau de dependéncia entre as varidveis, elas foram estatisticamente
significantes. Analisando a correlagcdo entre o pardmetro oxigénio dissolvido e as medidas
analiticas da geosmina, observa-se que a mesma € significativa devido as cianobactérias
apresentarem uma natureza tipicamente fotossintética aerdbica, ou seja, elas produzem e
consomem oxigénio, sendo entdo este elemento essencial para sua sobrevivéncia.

Apesar de baixa, houve correlacdo estatisticamente significativa entre o pH e a
concentracdo de geosmina que pode ser explicada pelo fato de todas as pisciculturas
apresentaram valores de pH O6timos para o crescimento das cianobactérias que, segundo
Azevedo (1998), a maioria das espécies apresenta melhor crescimento em aguas neutro
alcalinas (pH 6 a 9).

Assim como no atual estudo, a baixa correlacdo encontrada entre nitrito e a medida
analitica da geosmina também ocorreu no trabalho de Schrader, Davidson e Summerfelt
(2013), eles testaram a resposta da geosmina na carne da truta arco-iris sobre diferentes niveis
de nitrogénio que foram adicionados na &gua. Os resultados indicaram que ndo houve
diferencga significativa nas concentracdes de geosmina em relacdo a adicdo de diferentes
niveis de nitrogénio. Por isso, concluiram que oscilagdes nos niveis de N que podem ocorrer
nos animais aquaticos criados em sistemas de recirculacdo de aquicultura ndo geram impactos
adversos ou benéficos sobre os problemas relacionados ao sabor do peixe.

Baixos coeficientes de correlacdo (de r=-0,001 a r=-0,363) foram encontrados entre o
painel sensorial e as medidas analiticas da geosmina. A sensibilidade humana para a geosmina
pode variar muito, mas, segundo Buttery et al. (1976), se aceita que o limiar de deteccédo seja
em torno de 6 pg/kg no peixe. Grimm, Lloyd e Zimba (2004) analisaram a similaridade entre
as medidas da geosmina do bagre do canal obtidas por cromatografia gasosa com as medidas
de percepcéo obtidas por painel sensorial treinado e obtiveram como resultado alta correlagéo

(r=0,9). Este estudo mostra a importancia e necessidade de ter profissionais devidamente
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treinados para compor o painel sensorial, uma vez que a maior vantagem deste tipo de analise

sobre a instrumental é o baixo custo.

4.4 VALIDACAO PARCIAL DO METODO ANALITICO

A determinacdo da linearidade e intervalo foi executada em triplicata, através da
elaboracdo de curvas de calibracdo. Segundo a RDC 899/2003 da ANVISA, o critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) da curva de calibracdo é de 0,99, sendo obtido um
valor médio de 0,9998 no atual estudo, revelando uma correlagdo fortissima. Através da curva
de calibracdo obtida (Figura 15) foi possivel observar que a regresséao linear foi significativa e

ndo demonstrou desvio da linearidade na faixa avaliada (0,01 a 0,05 mg/L).

Figura 15 — Curva de calibracdo da geosmina por CLAE
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A exatiddo foi demonstrada por meio do percentual de recuperacdo o método. A média
do percentual recuperado foi de 98% para amostras fortificadas com 30 pL e 87% para
amostras fortificadas com 50 puL com coeficiente de variagdo (CV) de 8,7%, mostrando que o
ensaio é exato e preciso para a finalidade determinada. Neste trabalho, seguiu-se a
recomendacéo de validacdo de métodos cromatograficos, na qual as recuperacfes devem estar
entre 70 e 120% (RIBANI et al., 2004) e para precisao consideram-se aceitaveis coeficientes
de variacdo de até 20% (BRITO et al., 2003).
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Ruan et al. (2013) validaram o método analitico para monitorar 0s compostos
causadores do off-flavor no filé do salmdo e obtiveram boa linearidade com coeficiente de
correlacdo de 0,9996 para geosmina, porém a recuperacdo foi de apenas 23% a 30%. Grimm
et al. (2000) determinaram os compostos volateis e semivolateis do tecido do bagre e
obtiveram recuperacdo de 57% para a geosmina, ambos 0s trabalhos citados encontraram
valores inferiores a recuperacao do atual trabalho.

Através da medida da linearidade, com os dados obtidos por area, foi calculado o
limite de deteccdo e quantificacdo por meio das Equaces 1 e 2, respectivamente, tendo sido
obtidos os valores 0,0026 mg/mL para o limite de deteccdo e de 0,0086 mg/mL para o limite
de quantificacdo. Esses resultados demonstram que o método proposto é suficientemente

sensivel para detectar e quantificar a geosmina.

LD= 3,33 Desv. Padréo Branco (Equacéo 1)
Coef. Ang. Reta

LD=10 Desv. Padrdo Branco (Equacéo 2)
Coef. Ang. Reta

Lloyd e Grimm (1999) combinaram destilacdo por micro-ondas (MD) com micro
extracdo e fase solida (SPME) com objetivo de desenvolver um método rapido para a
quantificacdo da concentracdo dos compostos que causam aromas desagradaveis em bagres, 0
qual encontraram limite de detec¢do de 0,01 pg/Kg e limite de quantificagdo igual a 0,1
ug/Kg. Bai et al. (2013) também quantificaram com precisdo os compostos causadores do off-
flavor em mdsculo de peixes vivos através de dois métodos de calibracdo cinéticos e foi
encontrado um limite de deteccdo de 0,12 ng/g para geosmina. Porém nenhum trabalho para
analise da GEO utilizando a CLAE foi encontrado, mostrando a importancia do presente

estudo para os pesquisadores da area.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados do estudo, pode-se concluir que:

e A maioria dos parametros fisicos e quimicos da agua ndo obtiveram niveis
adequados ao cultivo de peixes, apenas 0 pH e a temperatura mantiveram niveis apropriados
em todas as pisciculturas estudadas, evidenciando a importancia de um manejo adequado,
uma vez que a maioria das pisciculturas desenvolviam suas atividade de forma rustica e néo
se atentavam as condicOes basicas de manejo da criacao;

e As maiores correlacdes entre os parametros fisico-quimicos da &gua e as
concentracdes de geosmina obtidas através da CLAE foram: o oxigénio dissolvido, o pH e 0
nitrito, embora as correlacdes ndo apresentaram um alto grau de dependéncia entre as
variaveis, elas foram estatisticamente significantes, demostrando a importancia do controle
desses parametros para reduzir a concentracdo da geosmina na dgua e consequentemente no
peixe;

e Existem diferencas entre as médias da concentracdo da geosmina, em diferentes
tipos de ecossistemas avaliados, indicando a existéncia de um ou mais fatores que deferencia
os dois ecossistemas em relacdo a produgdo do composto geosmina. Portanto, estudos mais
detalhados sdo necessarios para confirmar a existéncia destes provaveis fatores;

e A validacdo obteve excelente linearidade, exatiddo e precisdo, sendo que 0S ensaios
de validacédo utilizados estdo de acordo com as recomendagfes internacionais assim como a
resolucdo 899/2003, vigente no pais;

e Baixos coeficientes de correlacdo foram encontrados entre o painel sensorial e as
medidas analiticas da geosmina, mostrando a importancia e necessidade de se ter profissionais

treinados para compor o painel sensorial nas pesquisas.
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ANEXO A — Certificado de aprovagédo do CEUA-UFRR.

i UNIVERSIDADE FEDERAL DE RORAIMA &y . .\,
~\~m COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS % ot
CERTIFICADO

Cerlificamos que o Protocolo n® 01/2013, relative ao projeto/disciplina intitulado "fnvestigagdo
da presenca de geosmina no tambaqui (Colossoma macropomum, cuvier, 1818) cultivado em
pisciculturas do estado de Roraima”. que tem como responsdvel(is) Henrigue Eduardo Bezerra
da Silva, csti(do). de acordo com os Principios Flicos da lixperimentagio Animal. adotados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFRR). tendo sido aprovado na reunido de
15/06/2013.

Este certificado expira-se cm 15/06/2018.
CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n* 00172013, related to the project/class entitled
"Investigation of the presence of geosmin in tambaqui (Colossoma macropomum, cuvier, [1818)
grown in fish farms of the state of Roraima™ . under the supervisiors of Henrique Fduardo
Bezerra da Silva, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted
by the Ethics Committec on Animal Use (CEUA-UFRR). and was approved in June 15, 2013

This certificate expires in June 15, 2018,

Boa Vista-RR. 22 de Junho de 2013,

bWolibismn  Cuodicno. {U- (huds
[\, ProP Juliana Cristina Nogueira Colodo
: Coordenador CEUA-UTRR

41?' awCN, Coloe
_:.l,f:faumm
ZUA- UFRR

Universidade Federal de Roraima
Avenida Capitdo Ene Garces, 2413, Bairro Aeroporto
Campus Paricarana - Bloco IV
www.ufrr.br/ceua ceua@ufrr.br
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ANEXO B — Termo de Consentimento dos participantes do painel sensorial.

TERMO DE CONSENTIMENTO

Nome da pesquisadora responsavel: Flavia Michelle Duarte Alves

Instifuicao: PRONAT-UFRR/RR

Pesquisa: Investigacdo da presenca de geosmina no tambaqui (Colossoma
macropomum. Cuvier, 1818) cultivado em viveiros do estado de Roraima.

OBJETIVO: Investigar a presenca ou auséncia de geosmina na carne do tambaqui
(Colossoma macropomum, Cuvier. 1818) cultivados em pisciculturas situadas em areas
de savana e floresta de Roraima.

PROCEDIMENTOS: O painel de provadores sera composio por 15 membros
voluntarios maiores de dezoito anos e ndo fumantes. As amostras de pescado serdo
elaboradas em laboratorio e serfo servidos aos participantes para a analise sensorial,
constando da analise degustativa (sabor e odor, apos coccdo). Os dados serdo
registrados em folha de avaliacdo individual, as quais permanecerio sob sigilo.
DESCONFORTO E POSSIVEIS RISCOS: O estudo ndo apresenta nenhum risco de
saude aos participantes, pois serdo tomadas as devidas precaucdes de higiene no
processamento do pescado.

CONFIDENCTALIDADE: Nos garantimos que apenas 0s pesquisadores envolvidos na
pesquisa vao ter conhecimento das informacdes que o(a) senhor(a) registrar, os quais
serdo usados somente para esta pesquisa. Assim. caso todas as suas duvidas estejam
esclarecidas., pedimos o seu consentimento para incluir o (a) senhor (a) como
participante voluntario da pesquisa. Qualquer diuvida entre em contato com:

Flavia Duarte.
Tel: (95) 99625702
AL’TORIZA(}JAO DE CONSENTIMENTO
Eu. . concordo em

participar da pesquisa “Investigacdo da presenca de geosmina no tambaqui (Colossoma
macropomum, Cuvier, 1818) cultivado em viveiros do estado de roraima.”

Boa Vista. de Maio de 2014,

Assinatura da(o) participante
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ANEXO C - Ficha individual usada pelo painel sensorial para avaliar a intensidade do sabor

ou odor de barro.

Nome:

Data:

Amostra:

Avalie as amostras de peixe por meio de cheiradas rapidas, e atribua uma nota (faga um

circulo no niumero abaixo) de acordo com a intensidade do cheiro.

Ausente Muito presente
. i
- -
Nenhum Fraco Moderado Forte Muito Forte
& . . . &
L t t t *
4] 1 2 3 4 5 [ 7
& y } ) I I I &
* t t t + + t *
- geosmina + geosming

Agora avalie as amostras de peixe por meio de provadas rapidas, e atribua uma nota

(faca um circulo no niimero abaixo) de acordo com a intensidade do sabor.

Ausente Muito presente

& &

. +
Nenhum Fraco Moderado Forte Muito Forte

i Il Il Il i

* t t } 4

0 1 2 3 4 5 ] 7
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+ geosming

- geosming




