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RESUMO

MIRANDA LOPES, TACIANA ONESORGE, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES,
junho de 2018. Biomonitoramento da criacdo de tilapia ( Oreochromis
niloticus L.) em tanques-rede em parques aquicolas do brasil , com énfase

em toxicidade e deteccdo de off-flavor . Orientador: Levy de Carvalho Gomes.

A producédo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.) no Brasil apresenta a
maior taxa de crescimento no mundo, para esta espécie. Esta alta producao foi
alcancada por meio de sistemas intensivos de aquicultura em tanques-rede,
instalados em reservatoérios brasileiros, seguindo politicas governamentais que
regulam a atribuicAo de aguas publicas a aquicultura. O desenvolvimento
acelerado e a exploracdo excessiva da aquicultura tém efeitos ambientais
potencialmente negativos, para toda a dindica do ambiente (abidtico e biotico).
Geosmina e MIB (2-methilisoborneol) sdo compostos semi-volateis, que sé&o
produzidas por certas espécies de cianobactérias e fungos (actinomicetos), os
guais demonstraram ser a principal causa de “off-flavor”, que produz compostos
odoriferos terrosos em aguas provenientes de instalacdes de aquicultura, podendo
levar a inviabilidade do empreendimento. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da criagdo de tilapia em tanques-rede em pisciculturas no Brasil, com
énfase em metais, praguicidas, cianotoxinas (microcistinas) e deteccdo de “off-
flavor”. Os resultados indicaram que, os peixes criados em parques 8 aquicolas no
Brasil (Aracoiaba - CE, Castanhdo — CE, Orés — CE, Furnas — MG, Trés Marias —
MG, llha Solteira — SP, Juara — ES e Linhares — ES), referenciados como acgudes,
reservatorios e lagos, para as concentragcdes de metais (As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e
Zn) e praguicidas apresentaram valores abaixo do tolerado, e ndo apresentaram
risco para consumo humano, porém, em relacdo as concentracdes de
microcistina, os valores encontrados foram acima do limite toleravel, o que indica
risco para o consumo em funcdo de possivel intoxicacdo por microcistina. Em

relacdo a deteccao de “off-flavor”, o lago Palminhas, localizado em Linhares — ES,



onde ficam localizadas as pisciculturas P1 e P2 que apresentaram maior
concentracdo de nutrientes e abundancia de Cyanobacteria, com altas
concentracdes de metabdlitos causadores de “off-flavor”. O lago Palmas,
localizado em Linhares — ES, onde estd a piscicultura PA, apresentou baixas
concentracdes de nutrientes e abundancia de Chlorophyceaes, com producédo de
Geosmina, mas com auséncia de MIB, o que representa a auséncia de “off-flavor”.
Em relacdo as andlises de metais nos tecidos das tilapias, antes e depois do
desastre da barragem de Fund&o, para as amostras de musculo, os elementos
estudados (As, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn) ndo apresentaram aumento nas
concentracdes, em relagcdo aos meses antes e depois do rompimento da barragem
de Fundao, demonstrando que as pisciculturas instaladas no lago de Palminhas,
nao sofreram impacto referente a bioacumulacdo de metais decorrentes do
acidente. Os célculos da analise de risco mostraram que, para uma pessoa
brasileira com peso médio corporal de 70 kg, o EDI (Ingestédo Diaria Estimada) do
musculo é inferior as diretrizes do RfD (Dose de Referéncia) para todos os metais
estudados, indicando fortemente que, durante todos os meses de amostras
coletadas, ndo ha nenhum risco a saude.

Palavras chaves: Aquicultura, cianobactérias, tilapias, biomonitoramento, metais,

praguicidas, off flavor.



ABSTRACT
MIRANDA LOPES, TACIANA ONESORGE, D.Sc, University of Vila Velha — ES,
june de 2018. Biomonitoring of tilapia ( Oreochromis niloticus L.) in tanks in
aquaculture parks in Brazil, with emphasis on toxic ity and off-flavor
detection. Advisor: Levy de Carvalho Gomes.

The production of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in Brazil has the highest
growth rate in the world. This high production was achieved through intensive
aquaculture systems in network tanks, installed in Brazilian reservoirs, following
government policies that regulate the allocation of public waters to aquaculture.
Accelerated development and over-exploitation of aquaculture have potentially
negative environmental effects, especially for aquatic communities and fish farming
itself. Geosmin and MIB are semi-volatile compounds, which are produced by
certain species of cyanophytes and fungi (actinomycetes). These compounds have
been shown to be the main cause of "off-flavor”, which produces earthy odorous
compounds in waters from aquaculture facilities. The objective of this study is to
measure the influence of tilapia production on fish tanks in fish farms in Brazil, with
emphasis on metals, agrochemicals, toxin (microcystin) and off-flavor detection.
The results indicate that fish farmed in aquaculture parks in Brazil, for
concentrations of metals and pesticides present values below that tolerated, and
present no risk for human consumption, but in relation to microcystin
concentrations, the values found are above the limit tolerant, indicating a risk for
consumption due to possible microcystin intoxication. Regarding the detection of
"off-flavor”, the lake Palminhas, where the P1 and P2 fish farms are located,
presented a higher concentration of nutrients and abundance of Cyanophyceas,
with high concentrations of "off-flavor" metabolites. Lake Palmas, where the fish
farm is located, presents low concentrations of nutrients and abundance of
Chlorophyceas, with production of Geosmina, but with absence of MIB, which
represents the absence of off-flavor. In relation to the metal analysis for Tilapia

tissue samples, before and after the dam dam of Fund&o, for the muscle samples,



the elements studied showed no increase in concentrations, in relation to the
months before and after the rupture, the which characterizes that the fish farms did
not suffer impact on the bioaccumulation of metals from the accident. The
calculations of the risk analysis showed that, for a Brazilian person with a mean
body weight of 70 kg, muscle EDI is lower than RfD guidelines for all metals
studied, strongly indicating that during all months of samples collected, there is no
risk to health.

Keywords: Aquaculture, cyanobacteria, tilapia, biomonitoring, metals, pesticides,

off flavor.



INTRODUCAO GERAL

Aquicultura Mundial

A producao mundial de aquicultura se expandiu rapidamente para atender
as demandas dos consumidores. Observa-se que, durante o periodo de 1981 a
2011, a producdo aquicola aumentou (taxa média anual de mais de 8%),
passando de 5,2 milhdes toneladas em 1981 para 62,7 milhdes de toneladas em
2011 (Grealis et al., 2017), sendo o setor de producédo animal com maior taxa de
crescimento nos ultimos 20 anos. Em 2014, a aquicultura era responsavel por
aproximadamente 44% da producdo de peixe em todo o mundo e atualmente
representa quase metade de todos os produtos de peixe disponiveis para
consumo humano (FAO, 2016).

Existe necessidade de refinamento de tecnologias para garantir o
melhoramento genético, a qualidade final do produto e o gerenciamento efetivo
dos riscos para a saude animal, bem como o desenvolvimento de investimentos e
infra-estrutura compativel com as politicas e regulamentos governamentais
(Lazzari e Baldisserotto, 2008; Asche et al.,, 2016). A criagcdo de peixes em
tanques-rede, em carater comercial, em alguns paises tropicais e subtropicais,
utiliza-se de ecossistemas naturais (lagos e lagoas) e reservatérios para a
piscicultura, e tem como principal peixe de cultivo a tilapia (Oreochromis niloticus
L.) (Roriz et al.,, 2017). Toda esta expansdo traz desafios ambientais, como

competicdo por recursos hidricos e efeitos negativos sobre a qualidade da agua.

O uso de recursos hidricos publicos existentes para a producdo de peixe
em tanque-rede é uma maneira fundamental de promover sistemas de producao
competitivos e sustentaveis. Esta pratica tem crescido em varios paises, incluindo
China, Indonésia e Brasil (Roriz et al., 2017). O crescimento deste seguimento €
atribuido a diversos fatores, incluindo o alto valor de mercado, o aumento da
demanda por peixes, a inseguranca alimentar de paises em desenvolvimento, a
melhoria da tecnologia para o cultivo em reservatorios, a disponibilidade de apoio

técnico e a alta qualidade das ragdes disponiveis atualmente (Dejefu et al., 2011).



Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.)

Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, (LINNAEUS) é uma espécie atraente
para a aquicultura por causa de seu crescimento rapido, alimentacdo em baixos
niveis tréficos e baixos custos de producdo (Turker et al., 2003). A producédo de
tilapia sofreu acelerado crescimento, o que faz com que este, depois de salméao e
camarao, seja um dos produtos da aquicultura de sucesso entrando em evidencia

no comércio internacional.

As tildpias séo resistentes, onivoras e sua alimentagdo ocorre em baixo
nivel tréfico. Dentro dos sistemas, esta espécie pode ser alimentada com dietas
contendo uma percentagem elevada de proteinas e 6leos vegetais (Garcia et al.,
2013).

Aquicultura no Brasil

A producdo de tilapia do Nilo no Brasil apresenta a maior taxa de
crescimento no mundo (FAO, 2016), sendo a espécie predominantemente
cultivada, principalmente em commodities, e representa cerca de 45,4% (quase
220 mil toneladas) do total da producéo de peixe no Brasil (BRASIL, 2015a). Isso
foi alcancado através de sistemas intensivos de aquicultura em redes instaladas
em reservatorios brasileiros, seguindo politicas governamentais que regulam a
atribuicdo de &guas publicas a aquicultura (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004,
BRASIL, 2009; BRASIL, 2015b, c).

A utilizacdo dos reservatorios para usos multiplos no Brasil, entre eles a
aquicultura, foi estabelecida pela Politica Nacional de Recursos Hidricos em 1997
com a lei n® 9.433. Este quadro juridico foi complementado pelo Decreto n® 4.895,
de 2003, e da Instrucdo Normativa Interministerial n° 6, de 2004, que regulamenta
o0 uso de Aguas brasileiras e espacos publicos para a pratica da aquicultura. Com
base nesse marco regulatorio, o Governo Federal forneceu incentivo para a
instalacdo de pisciculturas em reservatorios publicos, como exemplo em represas
de usinas hidrelétricas, como meio de aumentar a producdo de alimentos e

promover desenvolvimento.



Os parques aquicolas sado agrupamentos de diversas areas aquaticas
dentro de um contexto de economia ou producdo ordenados. A localizacdo de
cada parque aquicola é decidida com base em um conjunto de estudos
multidisciplinares que identifiguem as melhores areas, estimam a producdo
méaxima atingivel, sem comprometer a estabilidade do ambiente e evitam conflitos

com outros utilizadores dos recursos e do ambiente (Bueno et al., 2013).

Impacto da Aquicultura no ambiente

No entanto, o desenvolvimento acelerado e a exploragcdo excessiva da
aquicultura tém efeitos ambientais potencialmente negativos, especialmente para
toda a dinamica do ecossistema. A criagdo desses animais exige uma grande
guantidade de alimento, resultando no aumento da entrada de nutrientes no
ambiente, especialmente nitrogénio (N) e fosforo (P) (Jieng et al., 2013). As
atividades antropogénicas aumentarm o aporte de nitrogénio e fésforo para os
ecossistemas de agua doce e resultaram em elevados niveis de trofia, o que
devera continuar aumentando nas préximas décadas devido ao crescente
aumento populacional, maior desenvolvimento e maior demanda de producédo de
alimentos e producdo de energia. Cargas excessivas de nutrientes para lagos e
corregos afetam negativamente a estrutura do ecossistema e funcionam alterando
a distribuicdo do oxigénio dissolvido, biomassa, as comunidades biolégicas, redes

alimentares e a ciclagem de nutrientes. (Smucker et al., 2013).

Y

Mudancas relacionadas a estrutura e composicdo das comunidades
fitoplancténicas podem resultar na proliferacdo de algumas espécies de algas, que
podem ser prejudiciais para os ecossistemas aquaticos e para criacdo em larga
escala, levando a degradacao dos habitats naturais (Sant'anna & Azevedo, 2000).
Além disso, as atividades antropicas podem aumentar as concentracfes de
nutrientes na agua, em uma propor¢cdo que pode afetar significativamente a
composicdo taxondmica e a producdo do fitoplancton e, consequentemente, o

funcionamento destes ecossistemas (Sidik et al., 2008).

Cianobactérias e “off flavor”




Vérios estudos demonstraram que a aquicultura promove mudancgas nos
ecossistemas aquéaticos como, por exemplo, proliferacdo de algas, deplecdo nas
concentracdes de oxigénio dissolvido, diminuicdo da transparéncia da agua e
alteracbes nas comunidades de fitoplancton e zooplancton. Normalmente, o
aumento da entrada de nutrientes proporciona maiores taxas de producédo do
fitoplancton, podendo resultar na proliferacdo de algas indesejaveis, como as
cianobactérias (Wu et al., 2012).

As cianobactérias sdo o grupo taxondmico mais caracteristico de floracbes
potencialmente toxicas ocorrendo em ecossistemas de agua doce. A intensidade
dessas floracbes pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo as
caracteristicas biologicas e adaptativas deste grupo, a disponibilidade de
nutrientes (N, P) na agua e sedimentos, as alteracfes climéticas e as condi¢des

morfologicas dos ecossistemas considerados (Bresciani et al., 2014).

Uma das principais preocupacdes relacionadas com a proliferacdo de
cianobactérias que podem produzir cianotoxinas, ndo somente é a integridade dos
ecossistemas aquaticos, mas também a saude humana (Y Imaz et al., 2008).
Cilindrospermopsina (CYN) € uma das cianotoxinas mais importantes em termos
de qualidade ambiental para a saude humana (Rogers et al., 2007) e € produzida
por algumas espécies de cianobactérias de agua doce, como Cylindrospermopsis
raciborskii, Aphanizomenon sp., Lyngbya wollei e Anabaena bergii. Microcistinas
(MC'’s) séo hepatotoxinas que podem ser encontradas em até 75% de floracdes de
cianobactérias. A intoxicacdo de organismos de agua doce pode ocorrer por
absorcao de microcistinas dissolvidas na agua ou associadas a particulas minerais
ou organicas, por ingestdo de cianobactérias e/ou demais seres aquaticos (Lance
et al. 2014).

Outras caracteristicas preocupantes encontradas nas cianobactérias que as
tornam espécies indesejaveis na aquicultura sdo as seguintes: (1) sua tendéncia
para floracbes pode levar a problemas de qualidade da agua; (2) algumas
espécies produzem toxinas; e (3) algumas espécies produzem compostos

odoriferos que podem causar "off flavor" nos filés dos peixes. "Gosto de terra" e



"mofo" sdo os sabores mais descritos por consumidores, sendo ocasionados
devido & acumulacdo no filé de Geosmina e 2-metilisoborneol (MIB),
respectivamente. Estes compostos sdo produzidos por cianobactérias, as quais
frequentemente sdo dominantes na comunidade do fitoplancton em lagos com

aquicultura (Paerl e Tucker, 1995).

Metais e praquicidas

Outro agravante nos sistemas de piscicultura diz respeito a lixiviacdo de
materiais aldctones, como pesticidas, fertilizantes e metais (Authman e Gaafar,
2012), podendo estes poluentes contaminarem oS peixes e seus tecidos com

toxinas, e varios substancias quimicas.

Os pesticidas organoclorados (OCPs), utilizados na agricultura, em controle
de pragas e reducdo de mosquitos, sSao onipresentes, persistentes,
potencialmente téxicos e bioacumulaveis na natureza. Os peixes sdo amplamente
usados para monitoramento ambiental destes agrotoxicos (Lanfranchi et al., 2006),
porque absorvem contaminantes diretamente da &agua como também via
alimentacdo. Geralmente, a capacidade dos peixes de metabolizar os
organoclorados é moderada; dessa forma, os estudos de bioacumulacdo de
agrotéxicos em peixes reflete bem o estado de poluicdo do ambiente (Guo et al.,
2008).

Nos ultimos anos, existe grande atencdo para a contaminagdo ambiental
por metais (Malik et al., 2010; Aktar et al, 2011.; Qadri e Malik, 2011; Maceda-
Veiga et al., 2012). Metais sdo de especial preocupacédo, devido a sua toxicidade e
capacidade de bioacumulacdo ecossistemas aquaticos, assim como sua
persisténcia no ambiente natural. Entre os metais, alguns sao potencialmente
toxicos (As, Cd, Pb, Hg) (Authman e Gaafar, 2012). Essencialmente, peixes
assimilam metais por ingestdo de particulas em suspenséo na agua, ingestdo de
alimentos, troca i6nica de metais dissolvidos pelas branquias, absor¢éo no tecido
e superficies da membrana. A excrecdo de metais ocorre através das fezes, urina,

e membranas respiratdrias (Alan et al., 2002).



Residuos da piscicultura (alimentos ndo consumidos, fezes, produtos de
excrecado e materiais quimicos como medicamentos) podem se acumular abaixo,
sobre o sedimento ou perto dos tanques-rede de peixes. Em geral, este material
representa um risco potencial de contaminacdo para o ambiente, que exibe uma
variedade de efeitos de fatores bioldgicos, quimicos e ecoldgicos (Schendel et al.,
2004; Salazar e Saldana, 2007).

Alguns pressupostos devem ser cumpridos, para efetivo controle dos
sistemas de piscicultura, como o monitoramento da qualidade da agua e sua
capacidade de assimilacdo e dispersdo da matéria organica. Através da
caracterizacdo do ambiente de cultivo é possivel indicar futuros niveis de
degradacao deste pela atividade, além de prever o risco de ocorréncia de eventos
criticos, como floragBes de algas téxicas e mudanca de estado trofico (Guo et al.,
2009; Wetzel e Likens, 2000).

A avaliacdo das condi¢cdes limnolégicas é fundamental para indicar a
qualidade da &agua e entender a dindmica do ambiente. Além disso, o
acompanhamento das variavies limnoldgicas durante o periodo de cultivo pode
trazer subsidios para adequacado técnica de manejo em tanques-rede a curto e
longo prazo, assegurando boa produtividade aliada ao baixo impacto ambiental.
Estudos das variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas da agua, nos ambientes onde
estdo instalados tanques-rede para piscicultura, tornam-se imprescindiveis e
podem auxiliar no estabelecimento de critérios para evitar degradacédo ambiental
(Alves & Baccarin, 2005).
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RESUMO

A producdo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.) no Brasil apresenta a
maior taxa de crescimento no mundo. Esta alta producéo foi alcangcada por meio
de sistemas intensivos de aquicultura em tanques-rede, instalados em acudes,
lagos e reservatorios brasileiros, seguindo politicas governamentais que regulam a
atribuicdo de aguas publicas a aquicultura. O objetivo deste estudo foi avaliar as
concentragcdes de praguicidas, metais (As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn) e
microcistinas em tilapias cultivadas em tanques-rede em oito parques aquicolas no
Brasil, que apresentam concessdo do Governo Federal para a producdo em
acudes, lagos e reservatorios. Com relacdo aos agrotoxicos analisados,
piraclostrobina e fentiona foram o0s Unicos compostos que apresentaram valores
acima do limite de quantificacdo, encontrados em Aracoiaba - CE, Castanhédo - CE
e Ilha Solteira - SP. As concentragbes médias dos metais para as amostras de
branquia, figado, masculo de peixes e racdo demonstraram padréo de acumulo
de Cd, Pb e Sn nos tecidos sendo que a concentracio no
musculo branquia figado em todo os locais amostrados; para Mn, Ni e Zn a
sequéncia de acumulo foi musculo<figado<branquia, diferentemente do que foi
observado para o As, em que a ordem de acumulo foi branquia figado musculo.
Juara — ES apresentou as maiores concentracées de As e Mn nos tecidos dos
peixes. Aracoiaba - CE apresentou as maiores concentragdes nos tecidos para Zn,
Ni e Sn. Furnas - MG, Trés Marias - MG, llha Solteira - SP e Linhares - ES
apresentaram as menores concentragcdes dos metais nos diferentes tecidos de
peixe. Em relagéo a analise de risco humano, os calculos mostraram que, para um
brasileiro com peso corporal médio de 70 kg, a ingestao diaria estimada (EDI) do
musculo é inferior a dose de referéncia (RfD) para todos os metais estudados e
em todos os parques aquicolas. As concentracdes de microcistinas nas amostras
de branquias, figado e musculo dos peixes apresentaram um padrdo de acumulo
semelhantes a outros estudos realizados (musculo<branquias<figado), sendo
mais alto no Castanh&o - CE e mais baixo em llha Solteira - SP. Os valores de
ingestao diaria toleravel de microcistinas (TDI) para os peixes de todos os parques

estudados estdo acima do limite méaximo recomendado pela World Health



Organization (WHO). Os resultados indicam que, os peixes criados em parques
aquicolas no Brasil, para as concentracfes de metais e praguicidas apresentam
valores abaixo do tolerado ou do permitido, e ndo apresentaram risco para
consumo humano; porém, em relagcdo as concentragcdes de microcistinas, 0s
valores encontrados estdo acima do limite tolerdvel, o que indica risco para o

consumo em funcéo de uma possivel intoxicagdo por esta cianotoxina.



ABSTRACT

The production of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in Brazil has the highest
growth rate in the world. This high production was achieved through intensive
aquaculture systems in network tanks, installed in Brazilian reservoirs, following
government policies that regulate the allocation of public waters to aquaculture.
The objective of this study is to evaluate the concentrations of pesticides, metals
and cyanotoxins (microcystins) in tilapia cultivated in tanks at eight aquaculture
parks in Brazil, which present a concession from the Federal Government for the
production of reservoirs. Regarding the agrochemicals analyzed, pyraclostrobin
and fentiona were the only compounds that presented values above the limit of
guantification, found in Aracoiaba, Castanhdo and Ilha Solteira. The mean
concentrations of the metals for the gill, liver, fish muscle and feed samples
showed a pattern of accumulation of Cd, Pb and Sn in the tissues, with the
concentration in the liverwortchus muscle at all sites sampled for the Mn, Ni and Zn
the accumulation sequence was muscle <liver <gill, unlike what was observed for
As, in which the accumulation order was gill liver . Juara - ES presented the
highest concentrations of As and Mn in fish tissues. Aracoiaba shows the highest
tissue concentrations for Zn, Ni and Sn. Furnas, Trés Marias, llha Solteira and
Linhares presented the lowest concentrations of metals in different fish tissues.
Regarding human risk analysis, the calculations showed that, for a Brazilian with a
mean body weight of 70 kg, the estimated daily EDI intake of the muscle is lower
than the reference dose (RfD) for all metals studied and in all the aquaculture
parks. The concentrations of microcystins in the gills, liver and muscle samples of
the fish present a pattern of accumulation similar to other studies (muscle <gills
<liver), being higher in Castanh&o and lower in Ilha Solteira. Tolerable daily intake
of microcystin (TDI) for fish from all parks studied is above the maximum
recommended by the World Health Organization (WHO). The results indicate that
fish farmed in aquaculture parks in Brazil, for concentrations of metals and
pesticides present values below that tolerated, and present no risk for human

consumption, but in relation to microcystin concentrations, the values found are



above the limit tolerant, indicating a risk for consumption due to possible

microcystin intoxication.



1.1 INTRODUCAO

O uso de recursos hidricos publicos existentes para a producdo de peixes
em tanques-rede € uma maneira de promover sistemas de produgdo competitivos
e, de certa forma sustentaveis. Esta pratica tem crescido em varios paises,

incluindo China, Indonésia e Brasil (Sampaio et al., 2013; Roriz et al., 2017).

A producéo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) no Brasil apresenta a
maior taxa de crescimento no mundo (FAO, 2016). Esta espécie é
predominantemente cultivada em tanques-rede e representa cerca de 45,4%
(quase 220 mil toneladas) da producédo total de peixe no Brasil (BRASIL, 2015a).
Esta alta producao foi alcancada por meio de sistemas intensivos de aquicultura
em tanques-rede, instalados em acudes, lagos e reservatorios brasileiros,
seguindo politicas governamentais que regulam a atribuicdo de aguas publicas a
aquicultura (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004; BRASIL, 2009; BRASIL, 2015c, d).

O Brasil possui cerca de 10 milhdes de agua doce em reservatoérios, rios e
lagos. O uso planejado de reservatorios publicos para aquicultura ampliou as
criacbes em tanques-rede, criando polos aquicolas em varias regides do pais
(BRASIL, 2012; BRASIL, 2015b). A utilizacdo dos reservatorios para usos
multiplos no Brasil, entre eles a aquicultura, foi estabelecida pela Politica Nacional
de Recursos Hidricos em 1997 com a lei n® 9.433. Este quadro juridico foi
complementado pelo Decreto n° 4.895, de 2003, e da Resolugdo Normativa
Interministerial n°® 6, de 2004, que regulamenta o uso de aguas brasileiras e
espacos publicos para a pratica da aquicultura. Com base nesse marco
regulatorio, o Governo Federal forneceu um incentivo para a instalacdo de
pisciculturas em acudes, lagos e reservatorios publicos, como exemplo em
represas de usinas hidrelétricas, como meio de aumentar a produgéo de alimentos

e promover desenvolvimento.

Os parques aquicolas sao agrupamentos de diversas areas aquaticas
dentro de um contexto de economia ou producdo ordenados. A localizacdo de

cada parque aquicola foi decidida com base em um conjunto de estudos



multidisciplinares que identifiguem as melhores areas, estimam a producdo
maxima atingivel e evitam conflitos com outros utilizadores dos recursos e do

ambiente (Bueno et al., 2015).

Contudo, por estarem em areas sem possibilidade de manejo da agua, os
peixes criados em tanques-rede nos parques aquicolas estdo sujeitos aos
contaminantes ambientais, tanto de origem autéctone quanto de origem aléctone.
Os praguicidas atingem o0s ecossistemas aquaticos por aplicacdo direta,
pulverizacdo aérea e deriva promovida pelo vento, lixiviagdo, escoamento das

fabricas e efluentes (Campos-Garcia et al., 2015).

A contaminacdo de corpos d'agua, como lagos e reservatorios, por
praguicidas tem sido fonte de preocupacdo, pois estes compostos podem se
acumular em tecidos de peixes e outros organismos aquaticos. O consumo de
peixe pode, portanto, ser considerado como uma das principais fontes de
exposicdo humana a este contaminante ambiental (Storelli, 2008, Yahia &
Elsharkawy, 2014). As concentracdes de residuos de praguicidas em espécies
podem representar riscos para a saude humana e numerosas espécies sao
comestiveis e consideradas de interesse econdmico. A entrada de praguicidas no
meio ambiente pode ser promovida durante os eventos de inundacéo e lixiviagdo
com potenciais impactos ambientais e humanos, com consequéncias para a saude
humana, e uma possivel abordagem para minimizar o risco € identificar essas
potenciais fontes de praguicidas antes dos eventos sazonais (Rodrigues et al.,
2018).

Assim como os praguicidas, a presenca de metais também causa grande
preocupacdo em ambientes aquaticos em razdo do seu efeito ecotoxicologico e
risco de acumulagéo na cadeia alimentar, podendo causar, da mesma forma, risco
para a salde em espécies de peixes importantes para o consumo humano
(Ahmad et al., 2010; Marcussen et al., 2014). Pelo fato de serem persistentes no
meio ambiente, os metais podem ser acumulados em organismos de diferentes

niveis tréficos (Rajkowska e Protasowucki, 2013; Zhang et al., 2016).



Além da preocupacdo com a contaminacdo dos peixes produzidos por
praguicidas e metais, a aquicultura intensiva potencialmente promove mudancas
na estrutura e dindmica dos ecossistemas aquaticos como, por exemplo,
favorecendo a proliferacdo de cianobactérias, deplecdo nas concentracdes de
oxigénio dissolvido nas camadas inferiores da coluna d’agua, diminuicdo da
transparéncia da agua e alteragcbes em todos os niveis tréficos. Normalmente, o
aumento da entrada de nutrientes proporciona maiores taxas de producédo do
fitoplancton, podendo resultar na proliferacdo intensa de microrganismos

indesejaveis, como as cianobactérias (Wu et al., 2012).

As cianobactérias sdo organismos comumente responsaveis por floracdes
potencialmente toxicas ocorrendo em ecossistemas de dgua doce. A intensidade
dessas floracbes pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo as
caracteristicas biologicas e adaptativas deste grupo, a disponibilidade de
nutrientes (N e P) na 4gua e sedimentos, as alteragBes climaticas e as condi¢cdes
morfologicas dos ecossistemas considerados (Bresciani et al., 2014). Microcistinas
(MCs) sao hepatotoxinas capazes de inibir irreversivelmente fosfatases do tipo 1 e
2A em mamiferos e que podem ser encontradas em até 75% de floragbes de
cianobactérias. O acumulo em organismos de agua doce pode ocorrer por
absorcao de microcistinas dissolvidas na agua ou associadas a particulas minerais
ou organicas, por ingestdo de cianobactérias e/ou intoxicacdo por presas e
alimentos (Lance et al., 2014). Uma variedade de organismos aquéticos incluindo
moluscos, camarao e peixes podem acumular MCs em seus tecidos (Smith et al.,
2008; Gurbuz et al., 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu o valor de ingestao diaria
aceitavel (IDA) para exposi¢ao cronica a microcistina-LR (MC-LR - variante mais
comum dessa classe de cianotoxinas) de 0,04 g/kg de peso corporal, e
estabeleceu um valor de referéncia para MC-LR em agua potavel de 1 g/L, com
base no pressuposto de que 80% da exposicao € atribuivel ao consumo de agua.
Embora a bioacumulagédo de MCs em peixes e outros organismos aquaticos é de

ocorréncia amplamente conhecida, ndo ha diretrizes totalmente estabelecidas e



aceitas para as concentragbes de MCs no tecido dos peixes. Aléem disso, 0s
cenarios de acumulo de MCs ndo consideram que a maior exposi¢ao ocorra por

meio do consumo de peixe (Poste et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi avaliar as concentracdes de metais, praguicidas
e microcistinas em tilapias do Nilo cultivadas em tanques-rede em 8 parques
aquicolas no Brasil, que apresentam concessao do Governo Federal para a

producéo de pescado em acudes, lagos e reservatérios.
1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 AREA DE ESTUDO

Os parques aquicolas estudados estdo listados a seguir (Fig. 1, Tabela 1):
Castanhdo (Jaguaribara, CE); Orés (Oros, CE); Aracoiaba (Caucaia, CE);
Palminhas (Linhares, ES); Juara (Jacaraipe, ES); Furnas (Alfenas, MG); Trés
Marias (Morada Nova de Minas, MG) e llha Solteira (Santa Fé do Sul, SP). Estes
locais foram escolhidos devido a alta representatividade de producéo frente a suas

regides.

1.2.2 DESENHO AMOSTRAL

As coletas foram realizadas em todos os ambientes, no periodo de junho a
dezembro de 2015. Oito tilapias de tamanho comercial foram obtidas de cada
piscicultura, sendo que houve coleta em 2 pisciculturas, totalizando 16 peixes por
parque aquicola. Peixes de tamanhos semelhantes, e de tamanho para abate,
foram coletados para minimizar eventuais diferencas de concentracdes de metais
resultantes da diferenca nos tamanhos. O peso médio dos peixes variou entre 600
a 800g.

As racoes utilizadas em cada piscicultura também foram analisadas quanto

a concentracdo de metais para determinar a contribuicdo destas para uma



possivel contaminacéo. Todas as ragdes utilizadas nas anélises eram comerciais,
e extrusadas.

1.2.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS E ANALISE ESTATISTICA

1.2.3.1 Analise de praguicidas

Padrdes e reagentes

A acetonitrila grau HPLC foi adquirida da Tedia Brazil (Rio de janeiro,
Brasil). Padrdes de agrotoxicos com grau de pureza 99% (Tabela 1) foram
adquiridos da Accustandard (USA) ou Sigma-Aldrich (USA). O acido formico foi
adquirido de Synth (Brasil), enquanto que o acido acético foi obtido a partir de
Cromoline (Brasil). Para a metodologia de QUEChERS, foram adquiridos sulfato
de magnésio anidro (MgSOa4-7H20), amina secundaria primaria (PSA), e acetato
de sadio (C2H3NaO»), adquirida a partir de VETEC (Brasil), Sigma Aldrich (EUA), e
Panreac (UE), respectivamente. O carbono grafitizado e a silica C18 foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (USA).

Preparo de padrdes

Foi feita uma solucdo padréo de 0,5 mg/mL e posteriormente uma diluicdo
seriada com acetonitrila na faixa linear de trabalho entre 125,0 a 1,95 pug/mL.

Extracdo das amostras

A extracdo das amostras de musculo das tilapias foi realizada de acordo
com o método de QUEChERS (AOAC 2007/01) com algumas modificagbes. Foram
analisadas seis amostras de cada parque, sendo trés de cada piscicultura (n=48).
As amostras foram homogeneizadas em um processador de alimentos e uma
porcdo de 15 g de musculo foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL. Foram
adicionados 15 mL de acetonitrila acidificada com acido acético 1%, 6 g de
MgSO4 anidro, 1,5 g de acetato de sodio, e 50 mg de silica C18. Apoés

homogeneizacdo em agitador automatico por 1 min, o contetdo foi centrifugado



(centrifuga Laborline Omega) a 3000 rpm por 1 min. Uma aliquota de 6 mL do
sobrenadante foi transferida para um tubo Falcon de 15 mL, que continha 150 mg
de MgSO4 anidro e 50 mg de PSA. Em seguida, o sistema foi novamente
homogeneizado num agitador automético e centrifugado a 3000 rpm por 1 min. O
extrato final foi filtrado em membrana de PTFE (0,45 um) para um vial para analise
por cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS).

1.2.3.2 Analises de agrotoxicos por LC-MS/MS

As andlises foram realizadas em um cromatografo Agilent Technologies
1200 series acoplado a detector de massas do tipo triplo quadrupolo (API 3200,
Applied Biosystems, EUA), na Tomasi. A separacdo cromatografica foi realizada
em uma coluna Cortecs C18 (150 x 4,6 mm; 2,7 um, Waters Technologies), com
um volume de injecéo de 20 pL e vazédo de 0,7 mL/min. Como fase moével, foram
utilizadas agua acidificada 0,1% com &cido formico (Fase movel A) e acetonitrila
(Fase movel B). O gradiente de eluicdo comegou em 20% de B, mantidos por 5
minutos, seguido de crescimento linear até 60% B em 10 minutos, e até 95% de B
em 15 minutos, e depois mantida constante durante mais 2 minutos, com tempo
reequilibrio de 5 minutos. A deteccdo por espectrometria de massas foi realizada
por MRM (Multiple Reaction Monitoring), com ionizacdo por electrospray, no modo
positivo (+5500 V). A temperatura da fonte de ions foi mantida a 600C e foi
utilizado nitrogénio como gas de colisdo. Os dados foram analisados e
processados pelo software Analyst™ 4.0. As transi¢cdes de massa-carga (m/z) dos
analitos, selecionadas nos quadrupolos Q1 e Q3, estdo representadas na Tabela
2. Como forma de obter a maxima sensibilidade para identificar e quantificar os
compostos alvo, a otimizacdo de todos os parametros do espectrometro de
massas foi realizada para cada analito numa solugéo de 0,5 mg/L em acetonitrila.

A otimizac&o dos parametros esta apresentada também na Tabela 2.

1.2.3.3 Validacdo do método




Para a avaliacdo de linearidade a curva de calibragédo foi feita com cinco
pontos, sendo que em trés deles foram feitas sete replicatas. A precisdo e a
exatiddo foram avaliadas pela repetitividade e precisdo intermediéria, e pela taxa
de recuperacdo, em trés faixas de concentragdo, respectivamente. A precisao foi
avaliada pelo indice de Horrat, considerando valores aprovados menor ou igual a
2,0, e a exatiddo, pela taxa de recuperacdo. O limite de deteccdo e de
guantificagdo foram definidos como a concentracdo do analito que produziu um
sinal de amplitude 3 e 10 vezes maior que o sinal da amplitude do ruido/branco,

respectivamente.

1.2.3.4 Analise dos tecidos de peixe

Preparo das amostras de tecidos

A digestdo das amostras dos tecidos foi realizada conforme metodologia
descrita por Onsanit et al. (2010). Os peixes foram dissecados e os tecidos foram
separados e lavados duas vezes com agua ultra pura. Para o transporte do parque
aquicola até o laboratorio, os tecidos foram mantidos em gelo. No laboratorio, os

tecidos foram armazenados a -20 °C até a analise.

Aproximadamente 1 g de amostra de figado, branquia e masculo foi pesado
e transferido para tubos, aos quais foram adicionados 4 mL de &cido nitrico
(HNOs3) ultrapuro (65%) (Sigma-Aldrich, Alemanha). No dia seguinte, as amostras
foram levadas ao ultrassom com aquecimento (35 C) (Cristofoli, Brasil). Apds o
arrefecimento, foi realizada a diluichio com 6 mL de &gua ultrapura (MilliQ,
Millipore, pais). Para controle do processo, brancos foram preparados usando o
mesmo procedimento e o material de referéncia de tecido de peixe (ERM-
BB422™) foi utilizado para avaliar a exatiddo do método. Valores de recuperacao

e os limites de deteccao e quantificacdo estdo reportados na Tabela 3.

1.2.3.5 Determinacdo de metais nos tecidos

A determinagcdo de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn foi realizada por

espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),



aparelho Nexlon 300D - Perkin Elmer, pais. As condi¢Bes operacionais utilizadas
foram as estabelecidas pelo fabricante do equipamento: poténcia da
radiofrequéncia (1500 W), vazdo do gas de nebulizacdo, gas auxiliar e do gas de
plasma (0,98; 1,2 e 16 L/min), padrdo interno (Rh e Ir) e os Isétopos mensurados
neste trabalho foram 75As, 55Mn, 60Ni, 66Zn, 111Cd, 208Pb, 118Sn).

1.2.3.6 Avaliacdo do Risco Humano para metais

A avaliacdo do risco humano foi calculada utilizando a ingestdo semanal
provisoria toleravel (PTWI - Provisional Tolerable Weekly Intake), e dose de
referéncia (RfD) previamente estabelecidas pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA, 2005). A dose diaria (mg/kg de peso corporal/dia) foi
estimada utilizando a seguinte equacéo:

EDI = Cfish x (dcfish / bw)

EDI = Ingestéo diaria estimada;

Ciish = Concentragcdo média do metal no musculo (ng/g peso umido);
dcrish = Consumo diario de peixe (g/dia) per capita e

bw = Peso corporal médio (kg) da populagéo-alvo.

O quociente de perigo (HQ) foi calculado dividindo-se o EDI pela Rfd
estabelecida para avaliar o perigo para a saude em relacdo ao consumo dos
peixes. Quando HQ 1 significa que ndo ha perigo. As concentra¢cdes médias dos
metais encontradas nos musculos foram usadas para apresentar a avaliacdo de
risco humano para o consumo de peixe. Assumiu-se um peso médio de 70 kg para
o brasileiro, de acordo com o IBGE (2008-2009). Segundo a Organizagdo das
NacOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) a taxa média de
consumo diario de peixes por pessoa no Brasil € de 8,9 kg por ano, ou seja, 24
g/pessoal/dia (FAO, 2010).

1.2.3.7 Deteccao de microcistina




Amostras de tecidos (musculo, figado e branquias) foram analisadas quanto
a presenca de microcistinas totais. A metodologia de extracdo nos tecidos foi
realizada conforme descrito por Suchy e Berry (2012). As amostras foram
liofilizadas e, posteriormente, 100 mg foram macerados em nitrogénio liquido e
extraidos duas vezes com metanol 75%. As amostras foram centrifugadas (4000
rpm, por 5 min, a 4 C) e o sobrenadante foi seco s ob fluxo de N2 e ressuspendido
em tampao PBS (phosphate buffered saline). O volume obtido foi analisado por
ensaio imunoenzimético (ELISA) usando kit de placa para microcistinas (Cat # 20-
0068, Beacon Analytical Systems Inc.®, EUA). Cada amostra foi analisada com
réplicas. A sensibilidade e reprodutibilidade do teste foi dada pelo fabricante com
limite de deteccéo (LOD) de 0,1 pg/L a 2,0 pg/L. Os controles negativo e positivo
para a analise ELISA foram referenciados de acordo com o certificado do
fabricante. As amostras utilizadas para andlise apresentam a concentracdo em
peso seco, logo utilizou-se a equacao de conversdo para peso Umido, expressa
em Cresson et al., (2017). O valor adotado de umidade do filé de tilapia foi de 77%
(Leonhardt et al., 2006; Rocha et al., 2018).

1.2.3.8 Ingestao diaria toleravel de microcistina

Para determinar o valor real de ingestdo diaria toleravel (TDI) para peixes
em relacdo a presenca de microcistinas, séo utilizados como parametros: valor de
referéncia = 0,04 pg/kg/dia de acordo com World Health Organization (WHO,
2003); Peso médio = 70 kg, de acordo com IBGE (2008-2009); Consumo de peixe
diario = 24 g, de acordo com a FAO (2010). Dessa forma, o TDI para 0 consumo

diario de microcistina por um brasileiro foi calculado em 116 pg/kg/dia.

1.2.3.9 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a um teste de normalidade e as

variaveis que nado apresentaram distribuicdo normal foram logaritmizadas.



Os resultados obtidos das concentracbes de metais nos tecidos e da
analise de microcistinas foram apresentados como média e desvio padrdo. As
comparacgfes entre os locais, para as concentracdes de metais e microcistinas
foram verificadas por Analise de variancia ANOVA One-way, e teste de Tukey
(p<0,05). Todos os testes estatisticos foram feitos no programa SigmaPlot versao
12.0.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Deteccdo de praguicidas nas amostras de musculo

Do total das amostras analisadas, 10,4% apresentaram resultado
guantificavel para os compostos piraclostrobina e fentiona. Em Aracoiaba (CE),
33,3% das amostras de musculo tiveram resultado positivo para Piraclostrobina,
em concentracdes entre 0,23 e 0,18 mg/kg de musculo. A presenca de Fentiona
foi observada no Castanhdo (CE), em 33,3% das amostras analisadas, em
concentracdes que variaram de 0,0037 a 0,0026 mg/kg, e em 16,7% das amostras
analisadas de Ilha Solteira (SP), com concentracao de 0,0121 mg/kg. Em todas as
demais amostras dos parques analisados, todos 0s compostos apresentaram

valores abaixo do limite de quantificagcdo ou ndo foram detectados.

1.3.2 Determinacdo de metais nas amostras de branquias

As concentragdes As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn nas amostras de branquias
estdo apresentadas na Figura 2. Os metais em maiores concentracdes foram Zn e
Mn, para todos os locais estudados; Cd apresentou as menores concentracoes.
As, Mn e Ni apresentaram trés diferentes grupos homogéneos de concentracoes,
com destaque para o Juara, que exibiu os maiores valores. Zn, Pb, Cd, e Sn,
contudo, demostraram diferenca significativa entre dois grupos (p>0,05).

1.3.3 Determinacado de metais nas amostras de figado




As concentracdes de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn nas amostras de figado

estdo representadas na Figura 3.

Com base na andlise da figura 3 é possivel observar que Zn e Mn
apresentaram as maiores concentragdes em todos os locais. As, Zn, Mn, Cd, Pb e
Sn apresentaram trés ou mais grupos com concentracbes significativamente
diferentes (p<0,05). O Ni, por sua vez, se dividiu em dois diferentes grupos

homogéneos, com destaque para Aracoiaba, com o maior valor encontrado (0,06

ng/g).

1.3.4 Determinacdo de metais has amostras de musculo

Para as amostras de musculo, as concentracdes de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn
e Zn estdo demostradas na figura 4. Zn, As e Mn apresentaram as maiores
concentracdes entre todos os metais (11,5; 0,45 e 0,21 ug/g, respectivamente). O
Juara, com concentracdo de As de 0,44 ug/g, apresentou o maior valor desse
metal entre os locais. Pb e Sn exibiram dois grupos distintos, j& Cd e Ni ndo

apresentaram diferenca significativa entre os locais estudados.

1.3.5 Determinacdo de metais nas amostras de racdo

Nas amostras de racdo fornecida aos peixes dos diferentes locais, as
concentracdes de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn estdo expressas na figura 5. Zn e
Mn apresentaram altos valores de concentracdo nos diversos locais (168 a 285
Mg/g, 75 a 103 ug/g, respectivamente). As concentracbes de As sao
estatisticamente diferentes (p<0,05) entre os locais, com destaque para o grupo
com maiores valores (0,48; 0,27; 0,27 e 0,23) em Ords, CE; Aracoiaba, CE; llha
Solteira, SP; e Trés Marias, MG, respectivamente, em relacdo ao outro grupo que
expressaram menor concentracao. Juara (ES), Castanhdo (CE), Linhares (ES),
Ilha Solteira (SP) e Furnas (MG) sé@o os locais que apresentaram as maiores
concentragcdes de Pb, com valores que variaram de 0,18 a 0,53 pg/g, com

diferenca significativa para os demais locais com menor concentracao.

1.3.6 Analise de Risco Humano para metais




As concentracbes de EDI (pg/kg/dia) para as amostras de metais nos
musculos dos locais estudados estdo apresentadas na tabela 4. O HQ ficou

abaixo de 0,01 para os peixes de todos os ambientes estudados.

1.3.7 Determinacado de microcistina nas amostras de tecidos

As concentracdes de microcistinas nos tecidos de cada local estdo
representadas na figura 6. Nas amostras de branquias, Castanhdo — CE
expressou a maior concentracdo (2015 pg/kg), j& em Trés Marias - MG foi
registrado o menor valor (984 ug/kg). Os resultados apresentaram dois grupos
estatisticamente diferentes. Para as amostras de figado, os maiores valores foram
registrados entre os trés tecidos, com destaque para o Juara — ES com
concentracdo de 3231,3 ug/kg. Em contrapartida, assim como nas amostras de
branquias, Trés Marias - MG apresentou a menor concentracao entre 0s parques
(1468,7 pg/kg). Foi possivel identificar também a diferenca estatisticamente
significativa entre trés grupos. As amostras de musculo, expressaram a menor
concentracao entre os tecidos. A maior concentragdo, como também nas amostras
de branquias, foi registrada no Castanhdo — CE (1043,4 ug/kg), enquanto que llha

Solteira — SP exibe a menor concentragao (363,6 pug/kg) de microcistinas.

1.3.8 Ingestao diaria toleravel (TDI) de microcistina

As médias das concentragfes de microcistina nas amostras de musculo de todos
0s parques aquicolas estdo apresentados na Fig. 6. Castanhdo apresenta maior
valor encontrado (1043,4 ug/kg) e llha Solteira 0 menor valor (363,6 pg/kg). Todos
os valores encontrados estdo acima do limite toleravel permitido para consumo
diario (TDI) que € de 116 pg/kg/dia.

1.4 DISCUSSAO

Com relagdo aos praguicidas analisados, os resultados obtidos neste
estudo mostram que piraclostrobina e fentiona foram o0s Unicos compostos que

apresentaram valores acima do limite de quantificagcdo e em poucos ecossistemas.
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Piraclostrobina € um fungicida com ampla aplicacdo em diversas culturas. De
acordo com Zhang et al. (2017), esse praguicida € usado ao redor do mundo,
porém em razao da ineficacia no processo de aplicacdo, grande parte do produto
€ carreado para corpos d’agua. A solubilidade em agua deste composto é de 2,3
mg/L, e apresenta tempo de meia vida no solo de 83 dias (Deb et al., 2010; Zhang
et al., 2012). A contaminacdo dos ecossistemas aquaticos por este fungicida é de
grande preocupacdo ambiental, o qual pode ser aplicado a diferentes culturas,
incluindo cereais, pepino, amendoim e banana (Joshi et al., 2014). Em Aracoiaba
— CE, os principais produtos cultivados sdo o caju, a castanha, cana-de-acUcar e

cereais (milho, arroz e feijao).

Fentiona é um organofosforado que atua como inseticida, formicida,
acaricida e cupinicida, sendo aplicado nas folhas em diversos tipos de cultivo em
grande parte do mundo (Baward et al., 2007). No entorno do Castanhdo — CE, ha
areas agricolas com cultivos de banana, castanha de caju, coco, goiaba e mamao,
ja em llha Solteira — SP os cultivos que se destacam no entorno sdo banana,
borracha, café, laranja e manga. Dessa forma podemos considerar, que uma
possivel fonte de contaminacdo dos reservatérios se da pela utilizacdo destes

compostos em agriculturas nos entornos.

Devido ao seu uso generalizado e persisténcia no meio ambiente,
pesticidas organoclorados (OCPs) continuam a ser detectados em Varios
compartimentos ambientais (dgua, sedimentos, tecidos de vegetais e animais)
especialmente ecossistemas aquaticos (Naigaga et al., 2011; Ogbeide et al.,
2016). A contaminacdo das fontes de agua € uma das principais fontes de
preocupacdo uma vez que € o habitat de peixes e outros organismos aquaticos
consumiveis, como mexilhdes, ostras, camardes e lagostas. De fato, a ingestao de
agua e alimentos contaminados € considerada a fonte mais importante de
praguicidas em humanos (Yahia e Elsharkawy, 2014). Ingerir 0 praguicida a partir
do pescado pode ser considerada uma ingestao de fonte indireta, pois o peixe nao
foi o alvo do praguicida, e sim exposto por meio da contaminacdo do ambiente em

gue vive.



Em relacdo as concentragbes de metais no masculo, os resultados
encontrados nao apresentaram valores acima do permitido pela ANVISA
(Resolugéo n 42, 2013), o que caracteriza que nos parques aquicolas onde ha o
cultivo, as tildpias ndo apresentaram risco de contaminacdo por metais para 0s
consumidores. A concentracdo de metais nos tecidos dos peixes, para a maioria
dos elementos apresentou maiores valores no figado, 6rgdo responsavel pelos
processos de desintoxicacdo que acumula mais metal, em detrimento do musculo,

gue determina o risco de contaminagdo para humanos.

Podemos considerar que uma possivel entrada de metais no ambiente se
da pela oferta de racdes aos peixes. Neste estudo, foram registradas
concentracdes de Zn na faixa de 167 a 284 ug/g e de Mn entre 75 a 103 ug/g,
para as ragbes comerciais utilizadas nas pisciculturas. Estas concentracdes se
dao pelo enriguecimento das racdes com esses elementos, por serem essenciais
para o desenvolvimento do peixe. Existem muitas rotas para a exposicdo dos
peixes aos metais, incluindo absorcdo através das branquias, digestdo de
alimentos e matéria sedimentar no trato digestivo e consequente entrada dos
metais no corpo de peixes (Ju et al.,, 2017). Rajkowska e Protasowucki (2013)
indicam que a distribuicdo de metais entre os tecidos depende principalmente do
teor de metal na agua e alimentos e, portanto, podem servir como um indicador de
poluicdo dos ambientes. Geralmente, figado e rim sdo considerados 6rgaos com
alto acumulo de metais, enquanto musculos e branquias tém concentracdes de
metais relativamente baixas (Rajkowska e Protasowucki, 2013; Taweel et al.,
2013).

Uma possivel hipotese para o aumento de Mn nos reservatorios se da por
fontes antropicas, como industrias metallrgicas e uso de fertilizantes e fungicidas.
A lagoa Juara — ES esté localizada em um municipio que possui duas industrias
siderurgicas, além de cultivos agricolas, e também recebe efluentes urbanos da
redondeza. Ja nos acudes de Aracobaia e Oros — CE, é possivel verificar, nos
entornos, agricultura expressiva, que utiliza agua do acude para irrigacdo, como

também despejo de efluentes domeésticos. Duarte et al. (2017), em estudo



realizado em 2012, registraram Fe e Mn acima do limite maximo permitido nas
amostras de agua, e valores abaixo do limite de quantificacdo para os demais

metais.

Embora manganés (Mn), zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe) e niquel (Ni)
sejam elementos essenciais aos organismos e que desempenham  papel
importante nas atividades biolégicas, eles podem ser tdxicos para as espécies e
suas atividades se encontrados acima de certas concentracdes (Jiang et al.,
2012; Merciai et al., 2014; Zhang et al., 2016). Neste estudo, verificamos que as
concentracoes registradas destes metais, ndo apresentam interferéncia no habitat

das tilapias.

Arsénio (As) e cadmio (Cd) sdo amplamente encontrados no ambiente,
tanto por ocorréncia natural como devido a atividade antropogénica. Porém,
ambos elementos sdo potencialmente toxicos e, se estiverem biodisponiveis, sua
presenca em ambientes aquaticos pode resultar em efeitos deletérios sobre
organismos desses sistemas (Wang et al., 2012; Chen et al., 2015). Em estudo
feito no Sri Lanka, Perera et al. (2016) afirmam que o uso de produtos quimicos
agricolas foi indicado como a principal fonte antropogénica de As e Cd em

ambientes aquaticos.

Varios estudos revelam que os metais pesados sdo persistentes e, por
serem toxicos (até mesmo cancerigenos) e bioacumulaveis, representam elevado
risco ambiental. Metais como Cd, Pb podem bioacumular e biomagnificar em
organismos aquaticos (mexilhdes, ostras, camardo, peixe) e podem ser
transferidos para humanos através da cadeia alimentar, de tal forma que
elementos como o cadmio (Cd), o mercurio (Hg) e chumbo (Pb) sempre se
comportam como elementos toxicos em organismos (Monroy et al., 2014; Ahmed
et al., 2015; Bhuyan et al., 2017).

Em relacdo a andlise de risco humano para os metais, os célculos
mostraram que, para um brasileiro com peso corporal médio de 70 kg, o EDI do

musculo é inferior as diretrizes do RfD para todos os metais estudados, indicando



gue o consumo das tilapias cultivadas em todos os parques aquicolas avaliados &
seguro, pois ndo foram observadas concentracdes de metais nos tecidos de
peixes que evidenciem risco. Todos os valores calculados para o HQ (Quociente
de perigo) foram inferiores a 0,01. Este indice mostra que se as concentragdes
encontradas de EDI em relagdo aos valores estabelecidos de RfD fossem iguais
ou maiores que 1, haveria risco de consumo humano, o que nao foi obtido neste
estudo. Onsanit et al (2010), em estudo feito com duas espécies de peixes
marinhos criadas em gaiolas ao longo do litoral de Fujian na China, também

encontraram valores menores de EDI, em relagao aos estabelecidos de RfD.

As concentragbes de microcistinas nas amostras de branquias, figado e
musculo dos peixes dos diferentes ecossistemas avaliados apresentaram padrao
de acumulo comumente encontrado em outros estudos
(Musculo<Branquias<Figado). A lagoa Juara — ES, registrou a maior concentracao
encontrada nas amostras de figado (3231,3 pg/kg), ja em Trés Marias — MG, 0s
resultados apontaram a menor concentracdo de microcistinas. Duarte et al. (2017)
afirmam que analises fisico-quimicas na agua do lago Juara — ES expressam altos
valores de N e P, indicativos de eutrofizacdo do ambiente, possivelmente pela
atividade intensiva de piscicultura, fornecendo matéria organica para
decomposicdo e aumento de nutrientes, além dos efluentes sem tratamento,
promovendo o aumento de trofia. Tal estudorevelou que a comunidade
fitoplanctdénica apresentou maior densidade de cianobactérias em relagdo as
demais classes estudadas, levando os autores a apontarem que a qualidade

ecologica do lago poderia estar comprometida.

Em relagdo as amostras de branquias e musculo, o acude Castanhdo — CE
exibiu as maiores concentracdes (2015 e 1043,4 pg/kg, respectivamente), Trés
Marias — MG expressou o0 menor valor para as amostras de branquias (984 ug/kg),
e llha Solteira — SP apresentou a menor concentracdo nas amostras de musculo
(363,6 pg/kg). Barroso et al. (2014), em estudo realizado no Castanhdo — CE,
apontaram que as espécies mais abundantes, a classe cianobactéria apresentou

70% ou mais de ocorréncia, em relacdo as demais classes estudadas, neste



estudo, tém destaque além da dominancia de cianobactérias filamentosas, que
indicou que o lago possui condi¢cdes mesotroficas /eutréficas pelas concentragdes
de nutrientes com alta turbidez no ambiente em razdo das secas recorrentes na

regido.

As concentracdes de microcistinas nas amostras de musculo de tilapias de
todos os parques aquicolas estudados apresentaram valores acima do limite
maximo de ingestdo, que € de 167 pg/kg/dia. Dentre os parques estudados,
Castanhédo apresentou o maior valor (1043,4 ug/kg), e llha Solteira o0 menor valor
(363,6 pgr/kg).

Os valores de microcistina nos tecidos das tilapias do Castanhdo e
Palminhas séo significativamente maiores que os registrados em Ilha Solteira. Os
demais parques aquicolas ndo apresentam diferenca estatistica. Este acude é
considerado eutréfico apresentando alta produtividade fitoplanctdnica e a oferta de
nutrientes disponiveis no ambiente, sendo esta explicada pela maior quantidade

de racOes e excrementos provenientes das pisciculturas.

Ilha Solteira € um reservatorio considerado oligotrofico, e de acordo com
estudo feito por Rosini et al., (2016), a classe de cianobactérias possui menor
representatividade, com total de 34 espécies, ja a classe de cloroficeas apresenta
uma riqueza de 73 espécies. O consumo médio do brasileiro, de acordo com a
FAO (2010), é de 8,9 kg por ano, 24 g por pessoa, por dia. Este dado inclui o
consumo total de peixes no Brasil. Deve-se considerar que tais valores devem ser
interpretados com precaucao, pois nao refletem a realidade de toda a populacdo
brasileira, jA que o consumo de pescado néo é todo composto por tilapia. De toda
forma, € possivel considerar que as concentracdes de microcistina encontradas
nas amostras de musculo estdo acima do limite maximo permitido para a realidade

de consumo do brasileiro.

Estudo realizado em trés lagos chineses, com presenca de aquicultura,
mostram que os valores de EDI (Ingestdo Diaria Estimada) para microcistina

encontradas em peixes e mariscos estavam de 5 a 148 vezes maiores que o valor



de TDI (0,04 pg/kg) (Peng et al.,, 2010). Poste et al. (2011), em estudo feito de
risco humano para consumo de peixe em diversas espécies em lagos temperados
e tropicais, também encontrou valores de EDI acima do permitido para consumo.
Wituszynski et al., (2017) apresentam resultados de um estudo feito no lago Erie
(Canadd/EUA), com médias de TDI diferenciadas entre consumidores sazonais e
consumidores continuos. Estes autores observaram niveis seguros de consumo
para consumidores sazonais, mas para amostras de alguns peixes, identificaram

niveis ndo seguros de microcistina nos tecidos para consumidores continuos.

Um processo que pode ser utilizado pelos piscicultores para diminuir as
concentracdes microcistina nas tilapias € a depuracdo, que consiste em fazer os
peixes passarem um determinado periodo, antes do abate, em sistemas de agua
corrente. Estudo de exposicdo a Mycrocistis aeruginosa e posterior depuracao
realizado, por Adamovsky et al., (2007), com duas espécies de carpas,
demonstrou que a microcistina é rapidamente removida dos tecidos apos a
transferéncia de peixe para agua limpa. Em ambas as espécies, o tempo de
eliminacdo calculado era mais curto para musculo (0,7 — 2,8 dias) do que para
figado (3,5 — 8,4 dias). Os resultados deste estudo mostraram que a tilapia pode
depurar e excretar microcistinas no ambiente aquatico, como uma maneira de

evitar a bioacumulacao da toxina.

Faz-se necessario também, o monitoramento continuo das concentracdes
de microcistina tanto na agua quanto nos tecidos dos peixes de uso comercial.
Essas avaliagbes devem ser expandidas para abranger ndo apenas as épocas de
floracOes de cianobactérias, mas em escala de biomonitoramento para entender o
comportamento de acumulo de microcistina ao longo de todo ano (Michalak et al.,
2013; Paerl e Otten, 2013; Wituszynski et al., 2017).

1.5 CONCLUSAO

Os metais e praguicidas nos tecidos das tilapias cultivadas em tanques-

rede nos oito parques aquicolas do Brasil, ndo apresentaram niveis acima dos



estabelecidos pelos 6rgdos governamentais, bem como dos limites estabelecidos
para consumo humano, o que caracteriza que o pescado apresentou bons niveis

de qualidade.

Em relagdo a concentracdo de microcistinas analisada nos tecidos das
tilapias, os valores encontrados estdo acima dos limites toleraveis de consumo, o

gue indica risco em funcdo de uma possivel intoxicacdo humana por microcistinas.
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Tabela 1. Localizacdo, dimenséo geografica, tipo de ambiente, producdo das pisciculturas, estado trofico e racdo utilizada
nos oito diferentes parques aquicolas no Brasil.
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Tabela 2. Parametros de quantificagcdo apos otimizacdo e confirmacédo dos agrotéxicos
determinados por LC-MS/MS.

Composto CAS MM Q1 Q3 DP EP CEP CE CXP
Ametrina 84-12-8 227,33 228,18 68/96 50 5 14 40 4
Azinfos metilico 86-50-0 317,32 318,09 132,1/71 36 12 22 19 4/8
Azoxistrobina 11860--8 403,39 404,21 372,2/329,1 51 18 19/37 8
Benalaxil 71626-11-4 325,4 323,23 148,1/91 56 4 24 27145 4/8
Bentiocarbe 28249-77-6 257,78 258,14 125/89 41 12 14 21/59 4
Buprofezina 6927-76-0 305,44 307,30  57,1/106 11 95 12 37/33  4/8
Carbaril 6-25-2 201,22 202,17 145/127,1 6 6,5 16 13/35 4
Carbendazim 10605-21-7 191,19 192,12 160/12,1 76 6 12 23/37 4
Cimoxanil 57966-95-7 198,18 199,16 128,1/111,1 31 6 12 13/13 4
Ciproconazol 05/06/9461 291,72 292,19 125,1/139,1 56 6,5 18 33/31 4
Ciprodinil 121552-61-2 225,29 226,21 108,1/118 71 6,5 14 23/43 4
Ciromazine 66215-27-8 166,18 167,17 85/68 56 55 12 25/41 4
Clorimuron 90982-2-4 414,82 415,19 186,1/83 126 6,5 20 23/53 4
Clorpirifés 2921-88-2 350,59 352,01 97/200 51 6 20 37/23 4
Coumafés 56-72-4 362,77 363,10 227,1/131,2 66 8 14  35/69 2/4
Diazinona 3-41-5 304,35 305,20 169,1/15,2 51 55 16 27125 4
Difenconazol 119446-68-3 406,26 408,13 253/75 91 85 18 33/111 4
Dimetomorfe 110488-70-5 387,86 388,18 165,2/70 11 4,5 16 41/53 4
Diuron 0-54-1 231,09 233,08 72/160,1 66 6,5 12 33/31 4
Espirodiclofeno 148477-71-8 411,2 412,20 153,1/2149 91 6,5 16 17/45 8/4
Etiofencarbe 029973-13-5 225,08 226,17 107/77 36 95 10 17/55 4
Fenamidona 16126-4-7 311,40 312,28 92/65 80 10 14 50 4
Fenitrotiona 122-14-5 2772 278,08 124,9/109,1 56 7,5 16 25 4
Fenpropatrina 9515-41-8 349,4 350,30 55/69 80 10 16 50 4
Fentiona 55-8-9 278,33 279,17 219,1/1332 41 6,5 14 15/27 4
Fluazifope-p-butilico 79241-46-6 383,6 384,20 282,1/328,1 61 6,5 16 25/19 4/6
Imalazil 5554-44-0 296,09 297,09 69/159 66 2 20 29/23 4
Indoxacarbe 17584-44-6 527,07 528,12  218/150,1 56 7 22 29/33 4
Mefenoxam 7060-17-0 279,4 280,16 220,2/192,1 66 3,5 10 15/21 4
Metidationa 950-7-8 302,33 303,00 85/145 25 7 18 20 4
Miclobutanil 88671-89-0 288,11 289,17 125,1/151 56 6 20 39/31 4
Oxadixil 77732-09-3 278,4 279,17 219,2/132,1 36 9 20 15/37 4
Paclobutrazol 7678-62-0 293,79 294,16 70,1/125,1 121 2 32 35/51 4
Pentacloronitrobenzeno 82-68-8 295,33 297,28 280/220,3 16 2 14 13/21 6/4
Piraclostrobina 17501-18-0 387,82 388,16 163,1/164,1 51 75 24 29/23 4
pirimifos metilico 29232-93-7 305,3 306,15 67/108,1 56 6 22 55/39 4




Profenofos 41198-08-7 373,6 375,03 304,9/97,1 76 12 16 23/45 6/4

Tiabendazol 148-79-8 200,25 201,87 175,1/131,1 71 9 12 33/41 4
Tiametoxam 15719-2-4 291,71 292,09 211,2/181,2 46 35 22 17/27 4
Triadimenol 55219-65-3 295,10 296,15 69,9/70,6 46 55 18 49 4

MM: massa molecular; DP: declustering potential; EP: entrance potential; CEP: cell

entrance potential; CE: collision energy; CXP: cell exit potential.



Tabela 3: Percentuais de recuperacdo dos analitos presentes no material de referéncia
certificado (ERM — BB422), limites de quantificacdo praticavel e deteccdo (mg/kg de peso
umido), e limites de deteccao e limite de quantificagdo dos analitos determinados por ICP-
MS.

Valores Valores

Metal certificados medidos Recu;g/eragao LD ( g/L) LQ ( g/kg)
(mgkg)  (mgkg) )

As 12,7+ 0,7 12,34 97,16 0,1 3,34
Cd 0,0075+0,0018 0,0081 108 0,017 1,12
Mn 0,368 + 0,028 0,341 92,66 0,113 3,76
Zn 16,0+1,1 15,08 94,25 1,248 41,59
Ni 0,093 3,1

Pb 0,033 1,11

Sn 0,0014 0,047




Tabela 4. Andlise de risco humano nas amostras dos filés de tilapia do Nilo, coletadas em
oito diferentes parques aquicolas no Brasil, com destaque para os valores de ingestéo
diaria estimada (EDI).
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EDI (estimativa de consumo diario); RfD, doses de referéncia de metais, conforme estabelecido pela
USEPA (2005); Quociente de risco = EDI / RfD. Se a proporcao for <1, ndo ha risco.



Legenda de figuras

Figura 1: Area de Estudo com destaque para 0s municipios com parques aquicolas no

Brasil.

Figura 2: Concentracdes de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn, determinadas por ICP-MS, nas
amostras de branquias de tilapias do Nilo, coletadas em oito diferentes parques aquicolas
no Brasil. As barras de erro indicam as médias + desvio padrdo (n = 16) e as letras

representam a diferenca significativa (p<0,05) entre os locais.

Figura 3: Concentracdes de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn, determinadas por ICP-MS, nas
amostras de figado, de tilapias do Nilo, coletadas em oito diferentes parques aquicolas no
Brasil. As barras de erro indicam as médias + desvio padrdao (n = 16) e as letras
representam a diferenca significativa (p<0,05) entre os locais.

Figura 4: Concentracdes de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn, determinadas por ICP-MS, nas
amostras de musculo de tilapias do Nilo, coletadas em oito diferentes parques aquicolas
no Brasil. As barras de erro indicam as médias + desvio padréo (n = 16) e as letras

representam a diferenca significativa (p<0,05) entre os locais.

Figura 5: Concentracdes de As, Cd, Mn, Ni, Pb, Sn e Zn, determinadas por ICP-MS, nas
amostras de racdo utilizadas em oito diferentes parques aquicolas no Brasil. As barras de
erro indicam as médias + desvio padrdo (n = 5) e as letras representam a diferenca

significativa (p<0,05) entre os locais.

Figura 6: Concentragdo de microcistinas, determinadas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA), nas amostras de tecidos de tilapia do Nilo, coletadas em oito diferentes parques
aquicolas no Brasil. As barras de erro indicam as médias + desvio padrdo (n = 6) e as
letras representam a diferenca significativa (p<0,05) entre os locais. A linha em vermelho
representa a tolerdncia maxima permitida (116 pg/kg/dia para uma pessoa com peso

meédio de 70 kg, e consumo diario de 24 g).
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Fig. 3
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Biomonitoramento da criacdo de tilpias em tanques- rede em dois lagos de
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RESUMO

A aquicultura é o setor de producao animal com maior taxa de crescimento nos ultimos 20
anos. O desenvolvimento acelerado e a exploragdo excessiva da aquicultura tém efeitos
ambientais potencialmente negativos, especialmente para as comunidades aquaticas e a
prépria criacdo de peixes. Geosmina e MIB (2-metilisoborneol) sdo compostos semi-
volateis, que sao produzidas por certas espécies de cianobactérias e fungos
(actinomicetos). Estes compostos demonstraram ser a principal causa de “Off-flavor”, que
produz compostos odoriferos terrosos em aguas com sistemas de aquicultura. O objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia da criacdo de tilapia em tanques-rede nos lagos de
Palmas e Palminhas, no municipio de Linhares — ES na disponibilidade de compostos que
sdo precursores para o0 desenvolvimento e producdo dos metabdlitos Geosmina e MIB,
causadores de “off-flavor”, numa escala temporal. As coletas foram realizadas em meses
alternados: setembro e novembro do ano de 2016, e janeiro, margo, maio e julho do ano
de 2017, em duas pisciculturas em Palminhas e uma em Palmas. Os meses de coleta
foram divididos em dois periodos: Seco e Chuvoso. Foram monitorados in situ Oxigénio
dissolvido, temperatura, pH e condutividade elétrica; amoénia total, fésforo total, clorofila a,
ficocianina foram analisados em laboratério; foram coletadas também amostras de agua
para analise quantitativa da comunidade fitoplancténica, e dez unidades de tilapia frescas
para andlise de volateis (“off flavor”), por cromatografia gasosa (GC/MS). A classe
Cyanophyceae apresentou a maior representatividade para as pisciculturas P1 e P2, no
lago Palminhas, tanto para o periodo chuvoso quanto o seco (67 e 73%; 77 e 78%,
respectivamente). No lago Palmas, a piscicultura PA apresentou a classe Chlorophyceae
como a mais representativa, no periodo chuvoso e seco (56 e 55%, respectivamente).
Cylindrospermopsis raciborskii se destacou como mais abundante, em todos os locais
estudados. As pisciculturas P1 e P2, no lago Palminhas, apresentaram as maiores
concentracdes de Geosmina e MIB. Nos tecidos dos peixes (Figado e Masculo); em todas
as amostras coletadas para agua, sedimento e tecidos dos peixes (figado e musculo) no
lago de Palmas, ndo foi identificado a presenca do metabdlito MIB. Na analise sensorial
as amostras dos filés das pisciculturas P1 e P2, do lago de Palminhas, apresentaram as
maiores meédias para os atributos que se correlacionam com a presenca de “off-flavor”; as
amostras da piscicultura PA apresentaram as maiores medias para atributos
correlacionados a auséncia de “off-flavor”. O lago Palminhas, onde ficam localizadas as
pisciculturas P1 e P2 apresentaram maior concentragdo de nutrientes (N e P) e
abundéancia de Cyanophyceae, com altas concentracdes de metabdlitos causadores de

“off-flavor”. O lago Palmas, onde esta a piscicultura PA, apresentou baixas concentracoes



de nutrientes (N e P) e abundancia de Chlorophyceae, com producéo de geosmina, mas

com auséncia de MIB, o que representa a auséncia de “off-flavor”.



ABSTRACT

Aquaculture is the fastest growing animal production sector in the last 20 years.
Accelerated development and over-exploitation of aquaculture have potentially negative
environmental effects, especially for aquatic communities and fish farming itself. Geosmin
and MIB are semi-volatiie compounds, which are produced by certain species of
cyanophytes and fungi (actinomycetes). These compounds have been shown to be the
main cause of "Off-flavor”, which produces earthy odor compounds in water from
aquaculture facilities. The objective of this study is to measure the influence of the creation
of tilapia in net tanks in Palmas and Palminhas lakes, in the municipality of Linhares - ES,
in the availability of compounds that are precursors for the development and production of
the metabolites Geosmina and MIB, off-flavor ". The collections were carried out in
alternate months: September and November of 2016, and January, March, May and July
of the year 2017, in two fish farms in Palminhas and one in Palmas. The collection months
were divided into two periods: Dry and Rainy. Dissolved oxygen, temperature, pH and
electrical conductivity were monitored in situ; total ammonia, total phosphorus, chlorophyll
a, phycocyanin were analyzed in the laboratory, water samples were also collected for
guantitative analysis of the phytoplankton community, and ten fresh tilapia units were used
for the analysis of volatiles (off flavor), by gas chromatography / MS). The Cyanophyceae
class has the highest representativity for the P1 and P2 fishery in the Palminhas lake, both
for the rainy and dry periods (67 and 73%, 77 and 78%, respectively). The Palmas lake,
the fish farm PA presents the class Chlorophyceae as the most representative, in the rainy
and dry period (56 and 55%, respectively). Cylindrospermopsis raciborskii stands out as
the most abundant species in all sites studied. The P1 and P2 fishery in the Palminhas
lake, according to the results showed the highest concentrations of Geosmin and MIB, in
fish tissues (Liver and Muscle), a relevant factor was that in all samples collected for
water, sediment and tissues of fish (liver and muscle) in Lake Palmas, the presence of the
MIB metabolite was not identified. In the sensory analysis, the samples of the fish farms
P1 and P2, from Lake Palminhas, presented the highest mean values for the attributes
that correlate with the presence of off-flavor, the samples from the fish culture presented
the highest mean values for correlated attributes the absence of "off-flavor". The
Palminhas lake, where the P1 and P2 fish farms are located, presented a higher
concentration of nutrients and abundance of Cyanophyceas, with high concentrations of
off-flavor metabolites. Lake Palmas, where the fish farm is located, presents low
concentrations of nutrients and abundance of Chlorophyceas, with production of

Geosmina, but with absence of MIB, which represents the absence of off-flavor.



2.1 INTRODUCAO

A producdo mundial de aquicultura se expandiu rapidamente para atender as
demandas dos consumidores. Observa-se que, durante o periodo de 1981 a 2011, a
producdo aquicola aumentou a uma taxa média anual de mais de 8%, passando de 5,2
milhdes toneladas em 1981 para 62,7 milhdes de toneladas em 2011 (Grealis et al.,
2017). A aquicultura € o setor de producdo animal com maior taxa de crescimento nos
ultimos 20 anos. Em 2014, a aquicultura era responsavel por aproximadamente 44% da
producédo de peixe em todo o mundo e atualmente representa quase metade de todos os

produtos de peixe disponiveis para consumo humano (FAO, 2016).

No entanto, o desenvolvimento acelerado e a exploracdo excessiva da aquicultura
tém efeitos ambientais potencialmente negativos, especialmente para as comunidades
aquéticas e a proépria criacdo de peixes. A criacdo desses animais exige uma grande
guantidade de alimento, resultando no aumento da entrada de nutrientes no ambiente,
gue acabam sendo digeridos e sdo excretados na forma de fezes, especialmente
nitrogénio (N) e fésforo (P) (Jieng et al., 2013). O excesso destes nutrientes nos
ambientes aquéticos pode causar a eutrofizacdo dos locais de criacdo e,
consequentemente, uma sucessdo de graves perdas nos beneficios ecoldgicos,

econdmicos e sociais dos ecossistemas aquaticos (Bricker et al., 2008).

Véarios estudos demonstraram que a aquicultura promove mudancas nos
ecossistemas aquaticos como, por exemplo, proliferacdo de algas, deplecdo nas
concentracdes de oxigénio dissolvido, diminuicdo da transparéncia da agua e alteracdes
nas comunidades de fitoplancton e zooplancton. Normalmente, o aumento da entrada de
nutrientes resulta na proliferacdo de algas indesejaveis, como as cianoficeas (Wu et al.,
2012).

As cianobactérias sdo o grupo taxondémico mais caracteristico de floracbes
potencialmente toxicas ocorrendo em ecossistemas de 4gua doce. A intensidade dessas
floracbes pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo as caracteristicas
biologicas e adaptativas deste grupo, as alteracbes climaticas e as condicdes

morfoldgicas dos ecossistemas considerados (Bresciani et al., 2014).

Geosmina (la, 10h-dimetil-9a-decalol, GSM) e 2-metilisoborneol (1-R-exo0-1,2,7,7-
tetrametilbiciclo- [2,2,1] -heptan-2-ol_ MIB) sdo compostos semi-volateis, considerados
metabdlitos secundarios, com estruturas quimicas semelhantes que séo produzidas por

certas espécies de cianobactérias e bactérias (actinomicetos), encontrados no sedimento



(Auffret et al., 2011; Ruan et al., 2013). Estes compostos demonstraram ser a principal
causa de “Off-flavor”, que produz compostos odoriferos terrosos em aguas com
instalacbes de aquicultura. MIB e Geosmina tendem a se acumular em peixes
dependendo da concentragdo do composto na agua, temperatura, teor de lipideo no
musculo, e outros fatores abioticos e bidticos. Embora os compostos odoriferos sejam
inofensivos para a saude humana, os niveis elevados nos tecidos dos peixes conduzem a
um gosto indesejavel que, dependendo da concentragdo, é considerado de qualidade ndo
comercializavel para o consumo (Ruan et al., 2013; Davidson et al., 2014; Zamyadi et al.,
2015). Metabdlitos adicionais associados ao “Off-flavor” foram descobertos a partir de
cianoficeas. S&o produtos denominados carotenoides, por exemplo, -ciclocitral e -
ionona, e sua presenca em corpos d’agua foi associada a floracdes de cianobactérias
(Deng et al., 2011; Suurnakki et al., 2015).

Outra ferramenta utilizada para verificar a presenca de “Off-flavor” de forma indireta
em peixes € a analise sensorial. A analise Sensorial € uma ciéncia que busca informacdes
guantitativas e qualitativas a respeito das caracteristicas dos alimentos. Por meio dessa
ciéncia, caracteristicas ou propriedades de interesse relativas a qualidade do alimento sao
identificadas e estudadas de forma a atender aos anseios, desejos e a satisfacdo do
consumidor. Tradicionalmente, consumidores sao recrutados para participarem de testes
afetivos visando a obtencdo da opinido em relacdo a determinado produto, porém
recentes estudos constataram que a avaliacdo de consumidores pode ser Util em testes
descritivos, além de relatarem emocOes e percepcdes que 0s guiam na escolha, na
satisfacdo e na disposicdo ao consumo de determinado alimento (Ares et al., 2011; Ares
et al., 2013).

Os lagos tropicais sao sistemas lénticos com estabilidade térmica especifica e tem
sido utilizado de forma crescente para criagdo de peixes em tanque-rede, como por
exemplo os lagos de Palmas e Palminhas no Baixo Rio Doce, ES (Venturoti et al., 2015).
Em geral, o tempo de retencdo, ou tempo de residéncia da agua nos lagos € longo e o
escoamento € lento. O efeito do fluxo € muito significativo para a estrutura ecoldgica e
funcionamento dos lagos e tem efeito direto na criagdo de peixes nesses ambientes.
Lagos com elevado tempo de retencdo de agua e entrada de nutrientes provenientes da
piscicultura, podem com o passar do tempo sofrer o processo de -eutrofizacdo
(Straskraba, 1998; Ryanzhin, 1999; Barroso et al., 2014). A renovacao de agua dos lagos
Palmas (tempo de retencdo 19,4 anos - Barroso, et al., 2014) e Palminhas € baixa, e com
a entrada de nutrientes da piscicultura e de fontes externas, pode favorecer o aumento de



biomassa de cianobactérias, e consequentemente aumento da producdo de metabolitos
causadores de *“off-flavor’. Dessa forma, o objetivo deste estudo visa mensurar a
influéncia da criacdo de tildpia em tanques-rede nos lagos de Palmas e Palminhas, no
municipio de Linhares — ES na disponibilidade de compostos que sé@o precursores para o
desenvolvimento e producédo dos metabolitos Geosmina e MIB, causadores de “off-flavor”,
por meio de analises de parametros fisico-quimicos da agua e sedimentos, analises
gualitativas e quantitativas da comunidade fitoplanctdnica, analise dos compostos volateis

por cromatografia gasosa e analise sensorial dos filés da tilapia.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 AREA DE ESTUDO

O lago das Palminhas e Palmas (Figura 1), fazem parte de um complexo lagunar
do baixo rio Doce composto por 69 lagoas, podendo ser localizadas pelas coordenadas
geograficas 19°25'31"S e 40°14'58”0 e 19°25'31"S e 40°14'58”0O, respectivamente. Estes
lagos sdo cavados nas camadas terciarias da formacdo Barreiras e tém o formato
dendritico (Esteves et al.,, 1995), sendo abastecidos por diversos tributarios de portes
diferenciados e por agua da chuva. A saida de agua € feita por canais de escoamento

proprios que drenam para o rio Doce.



Figura 1. Area de Estudo com destaque para os lagos estudados, no Municipio de
Linhares, ES.

Palminhas € um lago, adjacente ao rio Doce, que tem sido utilizado para a criacdo
de tilapia desde 2005. Este lago possui cerca de 800 ha de area e profundidade maxima
de cerca de 24 metros, contém quatro pisciculturas com producéao de tilapia, com cerca de
3.280 m3 de volume e uma producao anual estimada de 710 t (Venturoti et al., 2015). O
lago de Palmas possui cerca de 1.030 ha (10,3 km?), e profundidade maxima observada
de aproximadamente 50,7 metros e volume de 2.26 x 108 m3 (0,2 km3) (Barroso et al.,
2014). Este lago possui uma piscicultura instalada, com inicio da producdo em 2011,
outorgada para 1.117,5 m3 de tanque-rede e producéo anual de 161 ton. A ocupacao das
margens desses lagos possui poucas residéncias e algumas areas de lazer de uso
individual e coletivo, além de haver, no que tange a cobertura vegetal, pastagens,
silvicultura/heveicultura e plantacdes de café e banana, além de vegetacao florestal nativa
ainda preservada, mas em menor propor¢cao. Estes lagos sdao amplamente utilizados para
recreacdo, balneabilidade e pesca artesanal, mas também para a criacdo de peixes em
tanque-rede.

2.2.2 DESENHO AMOSTRAL

As coletas foram realizadas em meses alternados: setembro e novembrode 2016, e
janeiro, margo, maio e julho de 2017, totalizando seis coletas. Foram amostradas duas
pisciculturas em Palminhas e uma em Palmas. As amostragens foram realizadas em
triplicata em cada piscicultura (9 amostras por coleta), totalizando 54 amostras ao final do

estudo.

Os meses de coleta foram divididos em dois periodos: Seco e Chuvoso, de acordo
com o indice pluviométrico da regido estimado pelo INCAPER (Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural). Os meses de setembro/2016, maio e
julho/2017 apresentaram 0s menores indices pluviométricos (30, 60 e 70 mm,
respectivamente), sendo considerados como periodo Seco. Os meses de novembro/16,
janeiro e margo/17 apresentaram maiores indices (250, 90 e 120 mm, respectivamente),

dessa forma consideramos como periodo Chuvoso.

Foram determinados in situ Oxigénio dissolvido, temperatura, pH e condutividade
elétrica com auxilio do Horiba; foram coletadas amostras de agua a 1 metro de

profundidade para andlise de amoénia total, fosforo total, clorofila a, ficocianina, e para



analises de volateis (“off-flavor”) por cromatografia gasosa (GC/MS). Foram coletadas
também amostras de agua para analise quantitativa da comunidade fitoplanctdnica. Por
fim, dez unidades de tilapia frescas foram coletadas em cada piscicultura, provenientes do
mesmo tanque, alimentadas com racdo comercial extrusada, com peso entre 600 a 8009,
e armazenadas em caixas plasticas com gelo para retirada de tecido (figado e musculo)

para posterior analise de volateis (“off flavor”), por cromatografia gasosa (GC/MS).
2.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS E ANALISE ESTATISTICA

2.3.1 Anélise de 4gua

O oxigénio dissolvido, a temperatura, o pH e a condutividade foram medidos com
um oximetro digital (HORIBA Model: U-52G). O N-amoniacal foi medida pelo método do
endofenol e o fésforo total pelo método do acido ascorbico. Clorofila A foi determinada
pelo método de extracdo por acetona/metanol e leitura no fluorimetro digital (Aquafluor
Model:8000-010), e a ficocianina foi também medida no fluorimetro digital (Aquafluor
Model:8000-010). A metodologia de preparo de vidrarias para coleta e armazenamento da
agua seguiu rigorosamente os métodos descritos em APHA (1998).

2.3.2 Andlise do sedimento

Foi coletado sedimento(n=9) com draga Van Veen, nos mesmos pontos de coleta
de agua, e armazenados em sacos plasticos para posterior andlise laboratorial. Foram
determinadas as concentracdes de fosforo total, matéria organica e carbono organico no

sedimento.

2.3.3 Analise do fitoplancton

Para as analises qualitativas (riqueza de espécies), amostras foram coletadas a 1
m de profundidade com embalagens plasticas sem exposi¢cdo a luminosidade, e fixadas
com solucdo de formalina a 4%. A identificacdo das espécies foi feita sob microscopio
optico em aumentos de 400 e 1000 vezes. O sistema de classificacdo adotado para as
classes taxondmicas foi o de Round (1983). Os organismos foram identificados até o
menor nivel taxondémico possivel, com auxilio de bibliografia especifica: Bicudo &
Menezes (2006). As amostras para analise quantitativa do fitoplancton foram coletadas na
profundidade de 1 metro. As amostras foram fixadas com solucdo de lugol acético (5%) e

armazenadas ao abrigo da luz. As contagens foram realizadas sob microscépio invertido



pelo método de Utermdhl (1958). Foram contados a enumeracdo de 100 individuos da

espécie mais abundante, o que significa precisédo de + 20 (p < 0,05; Lund et al, 1958).

2.3.4 Anélise de compostos volateis

2.3.4.1 Deteccéao de “off flavor” na adgua, sedimento e tecidos (figado e musculo)

As amostras de agua foram coletadas e acondicionadas em frascos tipo OD, com
vedacgdo para nenhuma saida dos volateis. No laboratorio, as amostras foram transferidas
para vials e adicionados 3g de NaCl. As amostras de sedimento foram coletadas com

draga e armazenadas em sacos plasticos para posterior analise laboratorial.

A metodologia para a extracdo dos metabdlitos no sedimento seguiu a descrita por
Zuo et al. (2010). Em laboratério, o sedimento foi centriftugado em tubos falcon a 4000
rpm a 4° C durante 20 minutos para obter agua intersticial. 10 mL de agua intersticial ou

sobrenadante foi suplementada com 3 g de NaCl e colocado em vials.

Para as amostras de tecidos, 5g de figado e musculo foram macerados e
homogeneizados em nitrogénio liquido e transferidos para vials de headspace de 20 mL,
contendo uma solucdo salina superconcentrada, totalizando 10g de peso. Antes da
analise, para todas as amostras, foram adicionados 20 pL de uma solucédo de 10 ng/mL
de padréo interno (2- isobutil- 3- metoxipirazina, 100 g/mL em metanol, Supelco). A
guantificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS). Estas analises foram realizadas no laboratério de

toxinas e produtos naturais, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

2.3.5 Isolamento e identificacdo dos Actinomicetos

A metodologia empregada seguiu Zuo et al. (2010); as amostras de sedimento
foram armazenadas a 4° C, e analisadas no prazo de 48 horas. Aliquotas de 1g de
sedimento (peso Umido) foram diluidas em 9 ml de &gua deionizada, em seguida,
dispostas em mesa agitadora onde permaneceram a 100 rpm durante 15 minutos para
assegurar uniformidade. 100 pl das diluicbes foram inoculadas, pelo método de
espalhamento, em Agar Gause No. 1 (segundo Zhao e He, 2002), em triplicada e
incubadas a 28°C durante 7 dias. ApGs este periodo as colonias foram selecionadas com
base em suas caracteristicas morfologicas e purificadas em novas placas com Agar
Gause No 1. O isolamento e identificacdo dos Actinomicetos foi realizado com base em

suas caracteristicas morfologicas, no laboratorio de Microbiologia da UVV — Universidade



Vila Velha. As colbnias sé@o rugosas, com odor caracteristico de bolor e terra Umida e sob
microscopia se apresentam ramificadas e se fragmentam em cocos e bacilos gram
positivos, sua morfologia assemelha-se a dos fungos filamentosos, porém seus filamentos
sdo menores (McCarthy e Willians, 1992; Sant’Anna, 2005).

2.3.6 Analise Sensorial

O levantamento de atributos referentes a aparéncia, odor, textura e sabor dos filés
de tilapia foi realizada através da técnica de Grupo de Foco (Minin, 2013). Esta técnica €
baseada em dindmicas de grupo, em que a discussdo é estimulada pela troca de
comentarios, possibilitando a obtencdo de informag¢des qualitativas, permitindo que o
grupo expresse livremente sua opinido sobre o assunto explorado. Neste estudo, o Grupo
de Foco foi realizado em duas reunides, com alunos do curso de Nutricdo da
Universidade Vila Velha, num total de 15 alunos por reunido. Depois do levantamento dos
atributos, foi elaborado um questionario, com um teste de avaliacdo — RATA. As amostras
foram divididas por periodo (Chuvoso e Seco) e por piscicultura (P1 — Piscicultura de
Palminhas 1; P2 — Piscicultura de Palminhas 2; PA — Piscicultura de Palmas). Os testes
foram aplicados para 100 pessoas aleatérias, sem prévio conhecimento das amostras. Os
atributos selecionados expressavam as caracteristicas dos filés para odor, textura, sabor
e gosto. Foram analisadas, no total, 1788 amostras, decorrentes dos trés locais

estudados, ao longo dos dois periodos.

2.3.7 Analise Estatistica

As analises da comunidade fitoplancténica foram apresentadas por abundéancia
relativa (%) das classes, densidade total (n° de individuos/colénia contados) dos principais
géneros produtores dos metabdlitos causadores de “off-flavor”, abundancia relativa e
riqueza das espécies encontradas.

As amostras de agua, sedimento e tecidos (figado e musculo) foram analisadas
separadamente para periodos determinados como seco e chuvoso. Os resultados para as
analises fisico quimicas da agua e sedimento sdo expressos como média, porém as
analises dos metabdlitos para os tecidos (figado e musculo) foram expressos em dados
brutos. Os métodos estatisticos foram aplicados para identificar as variaveis ambientais
gue mais influenciaram nos pontos de amostragem. Esses métodos estatisticos
enfatizaram a similaridade ou ndo entre as variaveis ambientais de acordo com o local

amostrado e o periodo. Na analise de componentesprincipais (PCA), a planilha com os



valores encontrados para cada variavel ambiental foi normalizada para construir uma

matriz de distancia Euclidiana, utilizando o local como fator principal.

A analise hierarquica de Cluster foi utilizada para demostrar o agrupamento de
amostras com semelhanga, em relacdo aos diferentes locais. As amostras que sé&o
similares mostram um grupo separado, o que evidencia a diferenca entre as amostras dos
locais. A escala multidimensional ndo métrica (MDS) foi usada para detectar semelhancas
na distribuicdo das amostras em relagdo as variaveis ambientais nos diferentes locais
(Clarke e Warwick, 1994). A Similaridade das Percentagens (SIMPER) permiti indicar
guais variaveis foram as principais responsaveis pela similaridade entre os locais, e 0s
diferentes periodos. Essa analise permite decompor as similaridades dentro dos grupos, e
calcula a contribuicdo de cada variavel através de sua ocorréncia relativa. A analise de
PERMANOVA foi entdo usada para testar diferengas significativas entre os valores das
diferentes variaveis por local, periodo e individuos. Foi considerado um nivel de
significancia de 0,05 para todos os testes estatisticos e as analises foram realizada
utilizando o software PRIMER 6 (MDS e PERMANOVA).

Os dados coletados na analise sensorial referente aos atributos dos filés de tilapia
foram submetidos ao teste F de analise de variancia (PROC GLM) através do programa
R, e posteriormente as médias foram comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel de
significancia de 5% contendo local e periodo como fontes de variacdo. O grafico aranha
apresenta um mapa de preferéncias dos consumidores, para cada atributo

correlacionado.

2.4 RESULTADOS

A abundéancia relativa, calculada com base na soma de todas as espécies
encontradas de cada classe da comunidade fitoplancténica esté representada na figura 2.
De acordo com os resultados, a classe Cyanophyceae apresentou a maior
representatividade para as pisciculturas P1 e P2, no lago Palminhas, tanto para o periodo
chuvoso quanto o seco (67 e 73%; 77 e 78%, respectivamente). Diferentemente, no lago
Palmas, a piscicultura PA apresentou a classe Chlorophyceae como a mais
representativa, no periodo chuvoso e seco (56 e 55%, respectivamente). As classes
Euglenophyceae, Dinophyceae, Crysophyceae representaram as classes com menor

namero de espécies, para os locais estudados, nos diferentes periodos.



Figura 2: Abundéancia relativa (%) das classes da comunidade fitoplanctonica dos lagos de
Palminhas e Palmas com criacdo de tilapias em tanques-rede, coletados em dois

periodos, chuvoso e seco.

A abundancia total, calculada com base na soma de todas 0s géneros
potencialmente produtores dos metabolitos causadores de “off-flavor” estdo expressas na
figura 3. Cylindrospermopsis raciborskii se destacou como a espécie mais abundante, em
todos os locais estudados. Nas pisciculturas P1 e P2, a abundancia desta espécie foi de
363 e 365 individuos, no periodo chuvoso, ja no periodo seco ficou entre 337 e 344
individuos. Na piscicultura PA, C. raciborskii apresentou maior abundéancia no periodo
seco, com 254 individuos contabilizados. Entre os periodos, C. raciborskii teve maior
abundéancia no periodo seco. O género Anabaena sp. representou a menor abundancia

total entre as espécies, nos diferentes locais e nos diferentes periodos.



Figura 3: Abundancia total das espécies e géneros potencialmente produtores dos
metabdlitos causadores de “off-flavor”, dos lagos de Palminhas e Palmas com criagdo de

tilapias em tanques-rede, coletados em dois periodos, chuvoso e seco.

Na Tabela 1 estdo apresentadas as classes da comunidade fitoplanctdnica, com as
espécies e o0s valores relativos para cada piscicultura estudada nos dois lagos, nos
periodos chuvoso e seco. No lago de Palminhas, a classe Cyanophyceae apresentou
maior rigueza de espécies (13), Cylindrospermopsis raciborskii apresentou maior
abundéancia nas pisciculturas P1 e P2 (51 e 55% para o periodo chuvoso; 66 e 63,3%
para o periodo seco). No lago de Palmas, a classe Chlorophyceae apresentou maior
riqueza de espécies (14), sendo a espécie Chlorella vulgaris com a maior abundéancia

encontrada (58 e 56%, para os periodos chuvoso e seco, respectivamente).



Tabela 1: Abundancia relativa e riqueza de espécies da comunidade fitoplanctdnica, dos
lagos de Palminhas e Palmas com criacao de tilapias em tanques-rede, coletados em dois
periodos, chuvoso e seco.

Lago
Palminhas Palmas
P1 P2 P1
Espécie Chuvoso Seco Chuvoso  Seco Chuvoso  Seco
Bacillariophyceae
Navicula cryptotenella 1,4 0,3 0,4 0,4 0,5 0,5
Synedra acus 0,3 0,2 0,3 0,2 0,1 0,1
Chlorophyceae
Ankistrodesmus bernardii 0,6 0,6 0,6 0,2 0,4 0,3
Ankistrodesmus gracilis 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2
Chlorela vulgaris 17,2 12,5 15 12,2 58 56
Coelastrum reticulatum 0,2 0,2
Crucigenia retangularis 0,3 0,4 0,2 0,8 0,2 0,8
Golenkinia radiata 0,1
Kirchneriella dianae 0,2 0,2
Monoraphidium minutum 2 25 2 3 2 3,5
Nephrochlamys willeana 0,3 0,2 0,1
Nephrocytium schilleri 0,1
Pachycladella minor 0,5 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2
Scenedesmus acuminatus 0,8 0,1 0,1 0,2 0,3
Scenedesmus ecornis 0,8 0,3 0,7 0,2 0,4 0,4
Stauridium tetras 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1
Tetranephris brasiliensis 0,2 0,3
Ulothrix sp 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Crysophyceae
Dinobryon sertularia 0,3 0,1 0,2 0,4
Cyanophyceae
Anabaena solitaria 1,7 1,4 2,6 1,8 0,5 0,2
Aphanizomenon tropicalis 5 4 7 6,2 0,7 1,2
Cylindrospermopsis raciborskii 51 66 55 63,6 28 27
Epigloesphaera brasilica 2,5 0,8 34 0,8 2,2 3
Gleiterinema unigranulatum 2,3 2,8 31 3,4 0,8 0,3
Leptolynbia perelegans 0,2 0,2
Mycrocystis aeruginosa 1,7 1,6 1,1 1,3 0,2 0,8
Mycrocystis wesenbergii 15 1 0,4 0,5
Nodularia sp 1 0,1 0,7 0,4
Oscillatoria curviceps 1 0,3 1,4 0,4 0,2 0,2
Phormidium crouani 0,3 0,2
Pseudoanabaena galeata 0,3 0,2 0,3 0,3

Dinophyceae
Peridium umbonatum 0,2 0,3 0,1 0,2




Euglenophyceae

Trachelomonas volvocina 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,1
Zignemaphyceae

Cosmarium contractum 1,3 0,4 0,1 0,4 0,3 0,6
Cosmarium sp 1 0,5 0,6 0,3 0,8 0,8
Spondylosium panduriforme 0,2 0,2

Staurastrum forficulatum 2,2 0,5 3 1 1.4 1,2
Staurastrum paradoxum 0,5 0,2 0,2 0,2

Staurastrum rotula 0,2 0,1 0,5 0,3
Staurastrum tetracerum 1,1 1 0,5 0,7 0,8 0,7
Riqueza 31 32 31 32 31 30
Abundéncia total 1765 1593 1822 1663 1863 2099

A quantificagcdo dos actinomicetos mostra nas pisciculturas P1 e P2, uma média de
6,0 x 102 UFC/mlI, ja no periodo seco, houvemenor crescimento de coldnias, que foi, em
meédia 3,0 x 102 UFC/ml. Para a piscicultura PA, no periodo chuvoso, foi encontrado, em
meédia 5,0 x 102 UFC/ml, e no periodo seco, um desenvolvimento menor, que foi de 2,0 x
102 UFC/ml.

Na analise de componentes principais (PCA) apresentada com todas as variaveis
estudadas dos diferentes locais, os eixos 1 (PCA1l) e 2 (PCA2) somados explicaram
47,1% da variacao total (Fig. 4). O primeiro eixo (PCA1) explicou 26% da variancia total,
apresentando as variaveis que mais influenciam na composicdo dos grupos amostrados.
Amonia, Geosmina — Agua e -ionona — Muasculo representaram as variaveis com maior
contribuicdo para esse eixo. O segundo eixo (PCA2) explicou 21% da variancia total.
Oxigénio Dissolvido (OD), Matéria organica, Clorofila, Geosmina — Mdusculo, MIB —
Sedimento, Carbono organico, Ficocianina e Condutividade foram as variaveis com maior
contribuicdo para esse eixo. A PCA mostrou claramente uma forte separagéo entre trés
grupos, sendo que as amostras para a piscicultura PA possuem os maiores valores das
variaveis associadas ao eixo PCA 1. As amostras das pisciculturas P1 e P2 se agregaram
em dois grupos separados, porém com um misto de amostras. Essas amostras possuem

0S maiores valores associados as variaveis do eixo PCA 2.



Figura 4. PCA apresentando as variaveis analisadas das amostras de agua, sedimento e
tecidos (figado e musculo), dos lagos de Palminhas e Palmas com criacéo de tilapias em

tanques-rede, coletados em dois periodos, chuvoso e seco.

Na PCA apresentada com as variaveis analisadas na agua dos diferentes locais, 0s
eixos 1 (PCA1) e 2 (PCA2) somados explicam 56,9% da variacao total (Fig. 5). 31,8% da
variancia total é explicado no primeiro eixo (PCA 1) apresentando as variaveis que mais
influenciam na composicédo dos grupos amostrados. Condutividade, Clorofila, Abundancia
de cianoficeas, Ficocianina representam as variaveis com maior contribuicdo para esse
eixo. O segundo eixo (PCA 2) explica 25,1% da varidncia total. -ionona — &gua,
Geosmina — agua sdo as variaveis com maior contribuicdo para esse eixo. A PCA com as
variaveis encontradas na agua mostrou claramente uma forte separacdo entre trés
grupos, sendo que as amostras para a piscicultura PA possuem os maiores valores das
variveis associadas ao eixo PCA 2. As amostras das pisciculturas P1 e P2 se agregaram

em dois grupos separados, porém com um misto de amostras. Um grupo apresenta



amostras com maiores valores das variaveis pH, fésforo e temperatura, ja o0 outro grupo

esta associado as variaveis do eixo PCA 1.

Figura 5: PCA apresentando as variaveis analisadas nas amostras de agua, dos lagos de
Palminhas e Palmas com criacdo de tilapias em tanques-rede, coletados em dois

periodos, chuvoso e seco.

Na PCA apresentada com as variaveis analisadas no sedimento dos diferentes
locais, os eixos 1 (PCA1) e 2 (PCA2) somados explicam 62,3% da variacao total (Fig. 5).
37,5% da variancia total € explicado no primeiro eixo (PCA 1) sendo a variavel Fosforo no
sedimento com maior contribuicdo para esse eixo. O segundo eixo (PCA 2) explica 27,4%
da variancia total. Geosmina — sedimento e Matéria organica sao as variaveis com maior
contribuicdo para esse eixo. A PCA com as variaveis encontradas no sedimento
apresenta que as amostras estdo em conjunto, associadas ao eixo 1, apresentando forte

influéncia da variavel Fésforo no sedimento.



Figura 6: PCA apresentando as variaveis analisadas nas amostras de sedimento, dos
lagos de Palminhas e Palmas com criacao de tilapias em tanques-rede, coletados em dois

periodos, chuvoso e seco.

As variaveis que estdo correlacionadas com a producdo de “off-flavor” estdo
apresentadas na analise de componentes principais (PCA) demostrada na figura 7. Os
eixos 1 (PCA1) e 2 (PCA2) somados explicam 43,4% da variagéo total. O primeiro eixo
(PCA 1) explica 26,4% da variancia total, apresentando as variaveis que mais influenciam
na composicdo dos grupos amostrados. Geosmina — Agua, Geosmina — Musculo e -
ionona — Musculo representam as variaveis com maior contribuicdo para esse eixo. O
segundo eixo (PCA 2) explica 17% da variancia total. Geosmina — Agua, Geosmina —
Figado, MIB — Agua, MIB — Musculo e -ionona - Agua s&o as variaveis com maior
contribuicdo para esse eixo. A PCA mostrou a formacao de quatro grupos, sendo que as
amostras dos diferentes locais permeiam entre os grupos. As amostras de PA possuem
0s maiores valores das variaveis associadas ao eixo PCA 1, com excec¢éo da variavel
Geosmina - Musculo. As amostras das pisciculturas P1 e P2 se agregaram em quatro
grupos separados, porém com um misto de amostras. um grupo possui forte correlacao
com a variavel Geosmina — Musculo. Outro grupo se correlaciona com a variavel -ionona

— Agua. O Ultimo grupo possui os maiores valores associados as variaveis do eixo PCA 2.



Figura 7: PCA apresentando as variaveis analisadas das amostras de agua, sedimento e
tecidos (figado e musculo) correlacionadas com a producao de “off-flavor”, dos lagos de
Palminhas e Palmas com criacdo de tilapias em tanques-rede, coletados em dois

periodos, chuvoso e seco.

A andlise de escala multidimensional ndo métrica (MDS) esta representada na
figura 8. A andlise de ordenagdo das varidveis ambientais mostrou que as amostras se
agruparam visivelmente de acordo com o local das pisciculturas. As amostras que
apresentam variaveis similares se dividiram em dois grupos, de acordo com o0s lagos
estudados. As amostras das pisciculturas P1 e P2 estdo agrupadas no lado direito do
grafico, enquanto as amostras da piscicultura PA, formam um grupo ao lado esquerdo do

gréfico.



Figura 8: MDS das amostras analisadas de agua, sedimento e tecidos (figado e musculo),
dos lagos de Palminhas e Palmas com criacao de tilapias em tanques-rede, coletados em

dois periodos, chuvoso e seco.

A analise hierarquica de Cluster, utilizada para demostrar o agrupamento das
amostras que apresentam semelhancas, de acordo com as variaveis ambientais
estudadas esta demonstrada na figura 9. Nos resultados apresentados, as amostras da
piscicultura PA apresentam maior semelhanca, formando um grupo distinto. As amostras
das pisciculturas P1 e P2, do mesmo lago, formam outro grupo, em pequenos blocos,

com amostras das duas pisciculturas compartilhando similaridade entre as variaveis.



Figura 9: Analise hierarquica e aglomerativa de Cluster das amostras analisadas de agua,
sedimento e tecidos (figado e musculo), dos lagos de Palminhas e Palmas com criagédo de

tilapias em tanques-rede, coletados em dois periodos, chuvoso e seco.

As diferentes contribuicdes de cada variavel ambiental, em cada local analisado,
evidenciadas pelo SIMPER, esta representada na tabela 2. Na piscicultura P1, o
carotenoide -ionona encontrado no sedimento, corresponde a 12,18% de contribuicdo
desta variavel neste local, ja a variavel fisico-quimica Carbono Orgéanico, contribuiu com a
menor porcentagem (0,09%). Na piscicultura P2, o metabdlito Geosmina, encontrado no
musculo apresenta 12,31% de importancia para a similaridade entre as amostras, sendo o
carotenoide -ionona, encontrado no musculo, com a menor porcentagem (0,1%). Nas
variaveis ambientais estudadas na piscicultura do lago de Palmas (PA), MIB nao foi
encontrado em nenhuma amostra, tanto para agua, sedimento e tecidos. -ionona no
musculo apresenta a maior contribuigdo (20,12%), j& o metabdlito Geosmina, encontrado
no figado, corresponde a menor contribuicdo (0,07%) para a similaridade entre as

amostras.



Tabela 3: Andlise de porcentagem de similaridade (SIMPER), apresentando a
contribuicdo das varidveis ambientais e dos metabolitos em cada tecido (musculo e
figado), dos lagos de Palminhas e Palmas com criacdo de tilapias em tanques-rede,

coletados em dois periodos, chuvoso e seco.
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A andlise de PERMANOVA (Tab. 3) destaca os fatores que foram analisados
durante este estudo. De acordo com os resultados, as amostras se diferem
significativamente entre os periodos (Chuvoso e Seco), entre os locais estudados e



também na interacdo periodo e local. Para a interacéo individuo e local, como também a

interacao entre todos os fatores, ndo foram encontradas diferengas significativas.

Tabela 3: Andlise PERMANOVA das amostras de agua, sedimento e tecidos (figado e
musculo), dos lagos de Palminhas e Palmas com criacdo de tilapias em tanques-rede,

coletados em dois periodos, chuvoso e seco.
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Os graficos aranha apresentando a intensidade de cada atributo, para a analise
sensorial, de acordo com os locais coletados, para os dois periodos, chuvoso e seco
estdo apresentados na figura 10. As amostras da piscicultura PA ganham destaque com
as maiores meédias para os atributos sabor agradavel, sabor suave e sabor de frango,
para os dois periodos, jA nhas amostras das pisciculturas P1 e P2, as maiores médias
estdo demostradas nos atributos sabor de terra e sabor forte, para os dois periodos

estudados.

Figura 10: Grafico aranha apresentando as médias das amostras de filés de tilapia, dos
lagos de Palminhas e Palmas com criacdo em tanques-rede, coletados em dois periodos,

chuvoso e seco.

Os resultados obtidos, para todos os atributos testados pela analise sensorial, de
acordo com os locais estudados, nos diferentes periodos, estdo descritos na tabela 4. Os

atributos odor forte, odor de terra, odor agradavel, textura arenosa, sabor forte, gosto



amargo e sabor frango apresentaram diferenca significativa em relacdo aos locais
estudados. Para o fator periodo, os atributos que apresentaram diferenca significativa sdo
odor fraco, odor de frango, textura firme, aparéncia palida, aparéncia saudavel e sem
sabor. Os atributos sabor de terra, sabor suave e sabor agradavel foram estatisticamente
significativos para os locais, como também para os periodos. Os atributos sem odor, odor
desagradavel, textura macia, adesividade, aparéncia agradavel e desagradavel nao
apresentaram diferenca significativa para nenhum fator relacionado. O fator interacao
(Local*Periodo) também nao apresentou diferenca significativa para nenhum atributo

analisado.

Tabela 4: GLM apresentando os atributos relacionados na analise sensorial dos filés das
tilapias cultivadas em tanques-rede, dos lagos de Palminhas e Palmas coletados em dois
periodos, chuvoso e seco.
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Os atributos que apresentaram diferenca significativa entre os locais estudados,
estdo apresentados, com média e desvio padréo, na tabela 5. Odor forte, odor de terra,
textura arenosa, sabor forte, sabor de terra e gosto amargo foram os atributos com as
maiores médias para as pisciculturas P1 e P2, com diferenca significativa em relacdo a
piscicultura PA. Os atributos sem odor, odor agradavel, sabor suave, sabor agradavel e
sabor de frango demostraram as maiores meédias para a piscicultura PA, também com
diferenca significativa. O atributo sabor de terra foi o Unico atributo que apresentou
diferenca significativa entre todos os locais, com destaque para a piscicultura P2 com a

maior média (1,92) e a piscicultura PA com a menor média (0,71).

Tabela 5: Atributos relacionados na andlise sensorial dos filés das tilpias cultivadas em
tanques-rede, dos lagos de Palminhas e Palmas, coletados em dois periodos, chuvoso e
seco. Os valores estdo apresentados como média e desvio padrdo, e as letras

representam a diferencga significativa entre os locais.
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Os atributos que apresentaram diferenca significativa entre os periodos analisados,
estdo apresentados, com média e desvio padrdo, na tabela 6. Todos os atributos, com
excecao do sabor de terra, apresentaram a maior média durante o periodo seco, o que
indica menor concentracdo de metabdlitos presentes no ambiente. O atributo sabor de

terra apresentou a maior média no periodo chuvoso.

Tabela 6: Atributos relacionados na analise sensorial dos filés das tilapias cultivadas em
tanques-rede, dos lagos de Palminhas e Palmas, coletados em dois periodos, chuvoso e
seco. Os valores estdao apresentados como média e desvio padrdo, e as letras

representam a diferenca significativa entre os periodos.
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2.5 DISCUSSAO

A comunidade fitoplancténica apresentou grande riqueza entre os lagos estudados,
nos diferentes periodos. Num total de 7 classes, foram encontradas 40 espécies. O lago
de Palminhas apresentou diferenca entre os tadxons, para os periodos e nas pisciculturas.
Para a piscicultura P1 e P2, no periodo chuvoso 31 espécies foram identificadas, ja no
periodo seco 32 espécies foram identificadas, 29 espécies em comum com o0s dois
periodos. A classe Cyanophyceae apresentou maior riqgueza de espécies, sendo
Cylindrospermopsis raciborskii a espécie mais abundante (51 e 66%, na piscicultura P1;
55 e 63,6%, na piscicultura P2). Estes resultados corroboram com o estudo realizado por
Miranda et al., (2016) no lago Palminhas que apresentou dominio de Cyanophyceae
sobre as outras classes de algas na comunidade fitoplancténica. Isso pode estar
relacionado pela capacidade dessa classe suportar condi¢cdes eutroficas. Cyanobactéria
pode armazenar fosforo intracelularmente, o que lhes permite continuar crescendo

guando o fosforo ambiental € limitante. Tem capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e



ter aerotopos intracelulares (vesiculas de gas) que sédo utilizadas para o movimento
vertical na coluna d’dgua para aproveitar as melhores condi¢cdes de luz e nutrientes
(Defeju et al, 2011). Assim, a alga Cylindrospermopsis raciborskii, vista
predominantemente no Lago Palminhas, € comum em ambientes eutréficos e produz suas
préprias toxinas que também podem adicionar problemas a eutrofizacdo (Sant’anna et al.,
2006; Rogers et al., 2007).

No lago de Palmas, na piscicultura PA, foram encontradas 31 espécies, no periodo
chuvoso e 30 espécies no periodo seco, 29 espécies em comum nos dois periodos. A
classe Chlorophyceae foi predominante em ambos os periodos (58 e 56%,
respectivamente). Chlorella vulgaris foi a espécie mais abundante. De acordo com
Miranda et al., (2016), o lago de Palmas apresenta predominio de espécies da classe
Chlrophyceae. As algas da classe Chlorophyceae tendem a ser dominantes em condi¢oes
oligotroficas, como no Lago Palmas. Chlorella vulgaris € conhecida por se tornar
dominante quando a concentracdo de nitrogénio na agua aumenta (Huszar et al., 2006).
Contudo, neste trabalho, foi possivel identificar um aumento na abundéancia relativa nas
espécies da classe Cyanophyceae, para o lago de Palmas. Isso pode ser um indicativo de
maior entrada de nutrientes, devido a producédo aquicola, remetendo a uma competicao

entre as classes.

As espécies da classe Cyanophyceae, Cylindrospermopsis raciborskii,
Aphanizomenon tropicalis, Oscillatoria curviceps, Anabaena solitaria, € 0 género
Mycrosistis, sdo consideradas espécies potencialmente produtoras dos metabdlitos
Geosmina e MIB causadoras de “off-flavor”. Cylindrospermopsis raciborskii foi a espécie
mais abundante nos dois lagos, para a classe Cyanophyceae. Schrader e Dennis (2005),
em estudo feito em pisciculturas nas lagoas no delta do Mississippi, para analise de
compostos de terra e mofo encontrados em catfish, argumentam a observacdo de
Cylindrospermopsis raciborskii, como primeiro relato desta espécie em locais de producao
de catfish. De acordo com Vieira et al., (2009), a ocorréncia de cianobactérias
potencialmente téxicas, como Microcystis, Oscillatoria, Planktothrix e Cylindrospermopsis,
representa riscos para a piscicultura, como por exemplo, a intoxicacdo dos peixes,
mudancga no sabor da carne e mortandade dos organismos cultivados. Souza et al.
(2012), destacaram que o gosto de terra e mofo é causado pela presenca de geosmina e
do 2-metilisoborneol no ambiente aquatico. Essas substancias sdo produzidas por
elevadas populacbes de cianobactérias e actinomicetos, sendo entdo absorvidas por
difusdo pelos tecidos dos peixes.



Os actinomicetos tendem a ter maior desenvolvimento em maiores temperaturas,
geralmente encontradas no periodo chuvoso, porém os metabdlitos geralmente sdo mais
produzidos sob stress, que acontece, geralmente, no periodo seco. Nestas condi¢des, o
organismo pode até ter uma taxa metabolica menor para o crescimento e
desenvolvimento, porém pode estar produzindo mais metabdlitos. Moreira e Siqueira
(2006), afirmaram que uma caracteristica marcante destes individuos € a producdo de
enzimas extracelulares que degradam macromoléculas complexas encontradas no solo
além de sintetizar e excretar milhares de metabdlitos, como antibidticos e geosmina, que

da o odor caracteristico de terra molhada.

As variaveis ambientais analisadas nesse estudo sdo de suma importancia para
estabelecer a qualidade da agua e do sedimento, a entrada do incremento de nutrientes
produzidos pela producdo das pisciculturas (racdo, excretas), e também mensurar a
contribuicdo de cada variavel para o desencadeamento da producdo dos compostos que
originam o “off-flavor” presente nos peixes para consumo. No grupo composto pelas
amostras provenientes da piscicultura PA, as varidveis N-amoniacal, e os metabdlitos
Geosmina encontrada na agua e -ionona — Agua e Mdusculo, foram fortemente
correlacionadas, ou seja, sdo as que mais influenciam no agrupamento dessas amostras.
A andlise de similaridade (SIMPER) confirma essa contribuicdo das varidveis, indicando
gue o carotendide -ionona analisado no musculo representa 20,12% da similaridade
entre as amostras. A analise de Cluster e também na MDS, as amostras da piscicultura
PA formaram um grupo separado, o que as distingue dos outros grupos, o0 que evidenciou

uma dissimilaridade com os outros locais analisados.

Os grupos formados pelas amostras das pisciculturas P1 e P2, indicam uma
similaridade entre os locais, provavelmente por pertencerem ao mesmo lago. As analises
estatisticas mostraram a forte influéncia e contribuicho de algumas variaveis na
diferenciacdo entre os lagos estudados. Matéria organica, Carbono Orgéanico, Clorofila,
Abundéancia de cianoficeas, Ficocianina, Geosmina — Figado e Mdusculo, -ionona —
Sedimento, MIB — Agua, Sedimento, Musculo e Figado, foram as principais variaveis
correlacionadas e que influenciaram fortemente na formacdo dos grupos das amostras de
P1 e P2. A analise de similaridade (SIMPER) confirmou essa contribuicdo das variaveis,
para P1 a variavel -ionona — Sedimento representou 12,18% de contribuicdo na
similaridade entre as amostras, ja em P2, Geosmina — Musculo representou 12,31% de

contribuicdo para a similaridade. A analise de Cluster e MDS, expressaram um misto



entre as amostras das pisciculturas P1 e P2, que evidencia uma semelhanca entre as

amostras desses dois locais.

A PCA demonstrando as variaveis analisadas no sedimento apresentou
diferenciacdo entre dois grupos, com destaque para a variavel fosforo, fortemente
relacionada ao eixo 1, influenciando na formacdo de um grupo com as amostras da
piscicultura PA, as demais variaveis se correlacionam na formacdo do outro grupo,

formado pelas amostras das pisciculturas P1 e P2.

Para fins do monitoramento da qualidade do ambiente, a coleta de dados das
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas da agua e do sedimento que afetam
diretamente a criacdo de peixes, € fundamental para o aumento da eficiéncia, avaliacao
de riscos da atividade e compreenséao das inter-relacées entre a producédo e o ambiente.
A criacdo de tilapia em tanques-rede afeta tanto a composicdo da comunidade
fitoplanctdnica como também das caracteristicas fisico-quimicas da &agua, mas a
variabilidade local, ou seja, as caracteristicas limnologicas de cada lago tendem a

modificar esses padrdes.

No lago Palminhas, nas pisciculturas P1 e P2, as variaveis Carbono organico,
Matéria Organica, Clorofila a, Ficocianina e Abundéancia de Cianoficeas foram fortemente
relacionadas na contribuicdo para a similaridade entre as amostras. Carbono organico,
Matéria Organica sdo analises utilizadas para identificar as concentracées de compostos
organicos disponiveis no sedimento, Clorofila a e Ficocianina sao utilizadas para
guantificar as concentracbes destes pigmentos provenientes da comunidade
fitoplanctdnica, sendo que a Ficocianina é um pigmento encontrado nas Cyanophyceae, e
Abundéancia de Cianoficeas demostra a contribuicdo desta classe quantitativamente
dentro do ambiente. Todas essas variaveis sao utilizadas para descrever o nivel trofico do
ambiente estudado. Venturoti et al., (2015) afirmaram que a alta concentracéo de clorofila
a encontrada no Lago Palminhas indica que o fésforo é efetivamente mobilizado pelo
fitoplancton nesse lago.

A variagdo na concentracdo de N-amoniacal foi uma das variaveis fisico-quimicas
gue contribuiu para a similaridade entre as amostras da piscicultura PA, do lago Palmas.
Este composto formado por Nitrogénio € proveniente das excretas dos peixes, e é
considerado um dos nutrientes essenciais para a producao primaria, o que indica que este
fator é determinante para o aumento no crescimento da comunidade fitoplanctdénica. Em

estudo feito por Miranda et al., (2016), o lago de Palmas apresentou baixas



concentracfes de N-amoniacal, em comparacdo com o lago Palminhas, dessa forma &
possivel considerar que um aumento deste nutriente possa estar relacionado a

produtividade da piscicultura, ao longo desses anos.

Com relacdo aos metabolitos analisados (Geosmina, MIB e -ionona) nas amostras
de agua, sedimento e tecidos (figado e musculo) das tilapias, existem duas possiveis
fontes de produgcdo e disponibilidade, sendo na agua, produzidos por espécies de
Cyanophyceae, ou no sedimento por Actinomicetos. Nesse trabalho, pelos resultados
encontrados, foi possivel identificar maior disponibilidade destes compostos na agua em
relacdo ao sedimento, 0 que nos leva a considerar que as algas identificadas ao longo
dos periodos tendem a contribuir de forma mais efetiva na producédo e disponibilidade
destes metabalitos.

Cianobactérias sdo fontes diretas e indiretas de producdo de compostos volateis
“off-flavor” no abastecimento de agua potavel, aguas de recreio, peixes e / ou mariscos.
Estes compostos ndo séo téxicos para os seres humanos (Burgos et al., 2013), mas séao
frequentemente usados pelo publico como um indicador primario da seguranca e
aceitabilidade dos recursos hidricos. Varios episddios de sabores anormais na agua
potavel e nos peixes foi associado com Geosmina e MIB produzido por cianobactérias
(Schrader e Dennis, 2005; Westerhoff et al., 2005; Robin et al., 2006; Graham et al.,
2010). O numero de episédios de odor e gosto de terra / mofo em agua tratada e
reclamacdes de clientes aumentaram nas ultimas duas décadas (Omur-Ozbek, 2012). A
maioria desses episédios ocorreu em verdo e outono, o que indica que a floracdo de
cianobactérias pode ser a razdo para esses episddios (Omur-Ozbek, 2012).
Cianobactérias sao as principais fontes de geosmina e 2-MIB em &guas interiores.
Portanto, esses compostos volateis sdo comumente associados a sistemas eutroficos,
onde o risco de floragdo de cianobactérias é alto (Juttner, 1995; Jittner e Watson, 2007;
Dzialowski et al., 2009); no entanto, eles também podem ser problematicos em sistemas
menos eutréficos (Watson et al., 2007; Yu et al., 2009).

As pisciculturas P1 e P2, no lago Palminhas, de acordo com os resultados
apresentaram as maiores concentragdes de Geosmina e MIB, nos tecidos dos peixes
(Figado e Musculo), o que caracteriza uma possivel relacdo com a presenca dos odores
de terra/lama/mofo no pescado, porém um fator relevante a ser considerado foi que em
todas as amostras coletadas para agua, sedimento e tecidos dos peixes (figado e

musculo) no lago de Palmas, ndo foi identificado a presenca do metabdlito MIB. Foi



encontrado Geosmina nas amostras de agua, sedimento e tecido, como também do
carotenoide -ionona em alta concentracdo no musculo, diferentemente das amostras dos
tecidos de peixes das pisciculturas P1 e P2. O carotenoide -ionona € conhecido por
produzir um aroma floral. Esses resultados demonstraram que 0s peixes cultivados na
piscicultura PA apresentaram baixas concentragcdes de odores de terra/lama/mofo. A
Geosmina é produzida por cianobactérias filamentosas planctbnicas e bentbnicas,
incluindo formas fixadoras de N2 e néo fixadoras; O 2-MIB também & produzido por
cianobactérias filamentosas, mas ndo é conhecido entre os fixadores de N>. Um namero
muito pequeno de cianobactérias (por exemplo, Oscillatoria tenuis) produz ambos os
compostos, ja outras microbiotas, como fungos e bactérias, podem contribuir para eventos
de geosmina e 2-MIB durante o escoamento da primavera ou em habitats com interacdes
agua-sedimento significativas (Klausen et al., 2005; Zaitlin e Watson, 2006; Jittner e
Watson, 2007).

Os derivados de carotendides (apocarotendides) tém uma variedade de odores,
muitos dos quais sdo agradaveis (por exemplo, florais, frutados), e sdo amplamente
utilizados nas industrias de fragrancias e aromas. Estes compostos volateis sao
produzidos por uma diversidade de taxons aquaticos e terrestres. Alguns dos
apocarotendides de algas e cianobactérias mais comumente detectados incluem -e -
ionona, e - e -cyclocitral (Watson, 2013). Os apocarotendides sdo derivados de
carotenos e xantofilas, pigmentos amplamente distribuidos entre cianobactérias e algas
(Peter et al., 2009).

A analise sensorial realizada com os filés de tilapia para os locais estudado,
apresentou resultados que corroboraram com os resultados das analises quimicas dos
metabdlitos. Os resultados demonstraram que as amostras dos filés das pisciculturas P1
e P2, do lago de Palminhas, apresentaram as maiores médias para os atributos que se
correlacionam com a presenca de “off-flavor”, dentre elas estdo: odor de terra, odor forte,
sabor forte, sabor de terra e gosto amargo. Odores de barro, lama, e gosto de terra em
peixes de agua doce sdo o0s sabores desagradaveis mais comuns. A maioria dos
relatorios cientificos e tecnoldgicos tem enfatizado no estudo desses sabores,
especialmente sua alta intensidade em locais com pisciculturas, sendo que o odor de

lama esta fortemente associado a eutrofizacdo extrema no ambiente (Papp, 2008).

As amostras da piscicultura PA apresentaram as maiores meédias para atributos

correlacionados a auséncia de “off-flavor”, como odor agradavel, sabor suave, sabor



agradavel e sabor de frango. Este resultado corrobora com as analises quimicas que
apresentaram a auséncia na quantificacdo de MIB nas amostras de agua, sedimento e
tecidos (figado e musculo), como também na presenca do carotenoide -ionona,
composto que produz um odor floral, com os maiores valores encontrados nessas

amostras.

Em Israel, Guttman e Rijn (2008), mostraram a presenca de “off-flavor”, pela
primeira vez, em cultivo de tilapias (Oreochromis niloticus) com sistemas de recirculagéo.
Altas concentracbes de ambos o0s compostos foram encontradas em todos o0s
componentes de tratamento de agua durante a operacao de rotina do sistema, porém MIB
mostrou ser o principal composto de sabor anormal em todas as partes do sistema de

recirculagéo examinados neste estudo.

2.6 CONCLUSAO

As andlises fisico-quimicas da agua e do sedimento, qualitativas e quantitativas da
comunidade fitoplancténica, andlises dos metabolitos causadores de “off-flavor”, como
também a andlise sensorial, demonstraram que existe diferenca entre as tilapias

cultivadas em tanques-rede nos locais estudados, em relacdo aos dois periodos.

O lago Palminhas, onde ficam localizadas as pisciculturas P1 e P2 apresentaram
maior concentracdo de nutrientes e abundancia de Cyanophyceae, com altas
concentragbes de metabdlitos causadores de “off-flavor” evidenciados neste estudo,
juntamente com as caracteristicas inerentes aos odores e sabores de lama/mofo

representadas na analise sensorial.

O lago Palmas, onde esta a piscicultura PA, apresentou baixas concentracdes de
nutrientes e abundancia de Chlorophyceae, com producdo de Geosmina, mas com
auséncia de MIB, o que representa a auséncia de “off-flavor”, que ficou evidente nas

caracteristicas atribuidas na andlise sensorial.
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RESUMO

O colapso da barragem de rejeitos de minério de Funddo em 5 de novembro de 2015 foi o
maior acidente ambiental j& ocorrido no Brasil. A regido do Baixo rio Doce (ES, Brasil)
possui cerca de 70 lagos, lagoas e lagunas. Palminhas € um desses lagos, adjacente ao
rio Doce, que tem sido utilizado para a criacéo de tilapias em tanques rede desde 2005. O
objetivo desta pesquisa foi determinar a concentragao e a distribuicdo de metais (As, Cd,
Cu, Mn, Ni, Pb e Zn) em tecidos (figado e musculo) de tildpias de duas pisciculturas
localizadas no lago de Palminhas, antes e depois do rompimentoda barragem de Fundao.
As coletas foram realizadas outubro/2015 (antes do rompimento da barragem), e em
meses alternados: janeiro, margo, maio, julho e setembro do ano de 2016 (2, 4, 6, 8 e 10
meses apos o0 rompimento da barragem). Foram coletados 4gua, racdo, sedimento e dez
unidades de tilapias para analises de metais, em duas pisciculturas no lago de Palminhas.
As analises de metais (As, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn) foram realizadas por Espectrometria
de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS). Nas amostras de agua, foi
registrado aumento de Cu, Mn Zn, Ni e Cd nas duas primeiras amostragens apds o
acidente (janeiro e marco/2016). As apresentou concentracdes maiores em janeiro e
marc¢o, com decréscimo nos meses de maio e julho, e novo incremento em setembro,
indicando variagdo sazonal. Nas analises feitas no sedimento, houve tendéncia
semelhante & da agua, para as concentracbes de Mn, Zn, Pb e Ni, com 0s maiores
valores nos meses de janeiro e margo/2016. As amostras de figado exibiram maiores
concentracdes, para os elementos Cu, Mn Zn, As e Cd, também nos meses de janeiro e
marco/2016, Em relacdo as amostras de musculo, os elementos estudados né&o
apresentaram aumento nas concentragdes, quando comparados oS meses antes e
depois do rompimento, mostrando que as tilapias ndo sofreram impacto referente a
bioacumulacdo de metais provenientes do acidente. Os célculos da analise de risco
mostraram que, para uma pessoa brasileira com peso médio corporal de 70 kg, o EDI do
musculo foi inferior as diretrizes do RfD para todos 0os metais estudados, indicando que,

durante todos 0s meses de amostras coletadas, ndo houve risco a saude.



ABSTRACT

The collapse of the Fundéo ore tailings dam on November 5, 2015 was the largest
environmental accident ever to occur in Brazil. The Lower Rio Doce region (ES, Brazil) has
about 60 lakes and lagoons. The objective of this research was to determine the
concentration and distribution of metals (As, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb and Zn) in tilapia of two
fish farms located in the lake of Palminhas (Baixo Rio Doce, Linhares ES) before and after
the disaster in the dam of Fundao. The collections were carried out in alternate months:
October / 2015 (before the dam disruption), and January, March, May, July and
September of 2016 (2, 4, 6, 8 and 10 months after the dam rupture). Water, sediment and
ten units of tilapia were collected for analysis of metals in two fish farms located in Lake
Palminhas. The metal analyzes (As, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb and Zn) were performed by
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS). In the water samples we found
an increase of Cu, Mn Zn, Ni and Cd in the first two samplings after the accident (January
and March / 2016). The As has higher concentrations in January and March, decreasing in
May and July, and increasing again in September, indicating a natural seasonal variation.
In the analyzes made in the sediment, we find a trend similar to that of water, for the
concentrations of Mn, Zn, Pb and Ni, with the highest values found in January and March /
2016. Liver samples showed higher concentrations for Cu, Mn Zn, As and Cd, also in
January and March / 2016, months after the dam rupture, in relation to October / 2015,
sampling of the environment before of disaster. In relation to the Muscle samples, the
studied elements did not show an increase in the concentrations, in relation to the months
before and after the disruption, which characterizes that the fish farms did not suffer
impact on the bioaccumulation of metals from the accident. The calculations of the risk
analysis showed that, for a Brazilian person with a mean body weight of 70 kg, muscle EDI
is lower than RfD guidelines for all metals studied, strongly indicating that during all

months of samples collected, there is no risk to health.



3.1 INTRODUCAO

O colapso da barragem de rejeitos de minério de Funddo em 5 de novembro de
2015 foi o0 maior acidente ambiental j& ocorrido no Brasil (Lucena, 2015, Bowker, 2015). A
barragem, administrada pela mineradora Samarco Mineracédo S.A., despejou cerca de 50
milhdes de metros cubicos de rejeitos de minérios (Gomes et al., 2017), os quais em
poucos dias atingiram o rio Doce e chegaram ao Oceano Atlantico, a 600 km a jusante,
em 22 de novembro. NUumeros iniciais divulgados pelo Ministério do Meio Ambiente
referente aos efeitos residuais sobre as areas costeiras apontaram uma area maxima
afetada de 3 km ao norte e 6 km ao sul da foz do rio (Segura et al., 2016). Os rejeitos
mataram milhares de peixes e invertebrados ao longo do caminho, causando a destruicao
em massa do ecossistema (Escobar, 2015; Lucena, 2015; Bowker, 2015).

A regido do Baixo rio Doce (estado do Espirito Santo, Sudeste do Brasil) possui
cerca de 70 lagos, lagoas e lagunas. Alguns desses ambientes apresentam sistemas de
piscicultura intensiva com criacdo de tilapias em tanques-rede, além de serem areas de
lazer, e recreagdo e sdo utilizadas para irrigacdo de culturas no entorno. Palminhas é um
desses lagos, adjacente ao rio Doce, com quatro sistemas de piscicultura com producao
de tilapia (desde 2005), com cerca de 3.280 m? de volume e producdo anual estimada de
710t (Venturoti et al., 2015)

Nesse contexto, é urgente e importante a realizacdo de pesquisas que avaliem se
houve aporte de metais neste lagoe consequente enriquecimento na agua e sedimento,
bem como o acumulo nos peixes, 0 que geraria prejuizos ambientais e econémicos.

De acordo com notas técnicas expedidas por pesquisadores com supervisdo do
ICMBIO - Instituto de Meio Ambiente do Governo Federal, altas concentracdes de Al, Fe,
Mn e Cr foram registradas nas amostras de agua e sedimento, coletados na foz do rio
Doce. As, Cd e Pb apresentaram altas concentragcdes no musculo de peixes e crustaceos
coletados.

Os metais sao preocupantes em ambientes aquaticos, devido ao seu efeito
ecotoxicolégico e risco de acumulo na cadeia alimentar, causando prejuizo para as
espécies, bem como maior disponibilidade de metais no ambiente (Ahmad et al., 2010;
Marcussen et al., 2014). Essencialmente, peixes assimilam metais por ingestdo de
particulas em suspensdo na &gua, ingestdo de alimentos, troca i6nica de metais
dissolvidos pelas branquias, absor¢cdo no tecido e superficies da membrana. A excrecdo

de metais ocorre através das fezes, urina e membranas respiratorias (Alam et al., 2002).



O objetivo desta pesquisa foi determinar a concentracéo e a distribuicdo de metais
na agua e sedimento (As, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn) em nas tilapias (figado, branquias e
musculos) de duas pisciculturas localizadas no lago de Palminhas (Baixo rio Doce,
Linhares ES) antes e depois do desastre na barragem de Fundao.

A presente pesquisa contribuiu para o entendimento do aporte de metias neste
ambiente e sua variagcdo temporal (na 4gua, sedimento e peixes cultivados) e avaliou os

possiveis prejuizos a piscicultores em func¢édo do acidente da Samarco.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 AREA DE ESTUDO

O lago das Palminhas (Figura 1), faz parte de um complexo lagunar do baixo rio
Doce composto por cerca de 70 lagos, lagoas e lagunas a coordenadas geograficas
19925'31”S e 40°14'58”0. Este lago é cavado nas camadas terciarias da formacao
Barreiras e tém o formato dendritico (Esteves et al., 1995), sendo abastecidos por
diversos tributarios de portes diferenciados e por agua da chuva. A saida de agua é feita

por canal de escoamento proprio que drena para o rio Doce.

Figura 1. Area de Estudo com destaque para o lago estudado, no Municipio de Linhares, ES.



O Lago Palminhas é utilizado para fins comerciais, residenciais e recreativos. A
ocupacdo da bacia hidrogréafica onde se insere o lago se da por urbanizagdo, agricultura
(borracha, café e banana), silvicultura e pecuaria. (Venturoti et al., 2015). Desde 2005
vem sendo utilizado para a pratica de piscicultura intensiva, com 3 sistemas em
funcionamento até 2016 (criacdo de tilapias do Nilo). A partir de 2016, somente duas
pisciculturas se encontram em pleno funcionamento: A Piscicultura 1 a 1923'19” S e
40°12’'39” O, e a Piscicultura 2 localizada a 1923’ 31" S e 40°11'56” O.

A producdo anual somada das duas pisciculturas estd em torno de 200 toneladas,
sendo em média de 18 a 20 toneladas/més. Possuem cerca de 100 tanques, e
aproximadamente 60% s&o de tamanho de 3x3. Os peixes possuem um periodo de 6 a 7
meses de engorda, destinados entdo ao abate. A despesca é realizada semanalmente, e
90% da producédo é vendido “in natura”, destinado as centrais de abastecimento do

Espirito Santo e Rio de Janeiro.

3.2.2 DESENHO AMOSTRAL

As coletas foram realizadas em: outubro/2015 (antes do rompimento da barragem),
e em meses alternados apds o rompimento: janeiro, mar¢o, maio, julho e setembro/2016
(2, 4, 6, 8 e 10 meses apods o acidente). Foram coletados agua, sedimento e dez unidades
de tilapias de cada piscicultura para analises de metais. Em outubro de 2015 ndo houve
coleta de agua e sedimentos.

As amostras de &agua, racdo e sedimento foram acondicionadas em recipientes
opacos, armazenados em caixas de isopor e levadas posteriormente ao laboratério.
As dez unidades de tilapia (600 a 800g, aproximadamente), foram coletadas em um
tanque de cada piscicultura, de forma aleatoria, abatidas em gelo, dessecadas, e retiradas
amostras de figado e musculo que foram armazenadas em tubos de eppendorf, levadas
ao laboratorio imediatamente e congeladas no freezer a -20 °C, até a preparagdo para

digestdo e andlise.

3.2.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS E ANALISE ESTATISTICA

3.2.3.1 Preparo das amostras de aqua

As amostras foram acidificadas com Acido Nitrico 1% (HNOs) em campo,

transportadas para o laboratorio, filtradas e ap6s armazenadas em tubos falcon. Os



brancos das amostras foram preparados do mesmo modo. As concentracdes dos metais

das amostras foram expressas em ug/L.

3.2.3.2 Digestao das amostras de racao, tecido e sedimento

O protocolo utilizado para a digestdo das amostras de racédo e tecido foi o da
Berghof para amostras de tecido (Microwave Digestion of Fishmeal), e para o sedimento,
o protocolo foi também da Berghof (Microwave Digestion of Sediments — DIN EM 13346)
com algumas modificacdes. As amostras foram pesadas (500 mg) em barquinhas de
pesagem, e adicionadas nos frascos DAP-60 (a barquinha é colocada dentro do frasco,
sem que seja necessaria a transferéncia de material). Em seguida 4,8 ml de Acido Nitrico
destilado, diluido a uma propor¢gdo de 60% v/v, mais 2 ml de Peroxido de Hidrogénio
foram adicionados a amostra de racao.

Para as amostras de tecidos, foram utilizados 4,2 ml de Acido Nitrico destilado,
diluido a uma proporc¢éo de 60% v/v.

Nas amostras de sedimento, foi utilizado 6 ml de Acido Cloridrico a 37%, e 2 ml de
Acido Nitrico destilado, aguardou-se 5 minutos para executar o fechamento do frasco para
posterior aquecimento. Os materiais de referéncia e os brancos de reagentes foram

processados da mesma forma que as amostras.

3.2.3.3 Material de Referéncia

Os resultados obtidos para o material de referéncia foram avaliados utilizando-se
tecido de peixe ERM — BB422 (European Reference Materials®), para analise de metais.
A amostra deste material de referéncia certificado foi tratada e analisada da mesma forma
gue as amostras do material biolégico coletado e avaliado no presente estudo, conforme
descrito anteriormente. As condicbes de operacdo do aparelho e alguns parametros
associados as determinacdes realizadas por ICP-MS, como percentuais de recuperacdo
dos analitos presente no material de referéncia certificado (ERM — BB422) e os limites de

deteccao e quantificagcdo do método utilizado sdo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1: Percentuais de recuperagédo dos analitos presentes no material de referéncia
certificado (ERM — BB422), limites de quantificacdo praticavel e deteccdo (mg/kg de peso
umido), e também limites de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ) dos analitos

determinados por ICP-MS.

Valores Valores

Metal certificados medidos Recu%eragao LD ( g.L-1) LQ ( g.L-1)
(mgkg)  (mgkg) )
As 12,7 +£0,7 12,34 97,16 0,1 0,334
Cd 0,0075+0,0018 0,0081 108 0,017 0,112
Cu 1,67 £0,16 1,695 101,4 0,086 0,287
Mn 0,368 + 0,028 0,341 92,66 0,113 0,376
Zn 16,0+1,1 15,08 94,25 1,248 4,159
Ni 0,093 0,31
Pb 0,033 0,111

3.2.3.4 Andlise de metais na aqua, racao, sedimento e tecidos

As analises de metais (As, Cd, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn) foram realizadas por
Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS), aparelho
Nexlon 300D - Perkin Elmer, no laboratorio de espectrometria atbmica (LAB-PETRO) na
UFES. As condicbes operacionais do aparelho apresentaram condicdes normais de
execucao, atraves dos parametros de Poténcia da Radiofrequéncia (1500 W), Vazao do
gas de nebulizacdo, gas auxiliar e do gas de plasma (0,98; 1,2 e 16 L.min-1), padrao
interno (Rh e Ir) e dos Isétopos mensurados neste trabalho (As 75, Mn 55, Ni 60, Cu 63,
Zn 66, Cd 111, Pb 208).

3.2.3.5 Avaliacdo do Risco Humano para metais

A avaliagdo do risco humano foi calculada utilizando a tolerancia provisoria de
ingestdo semanal (PTWI), e dose de referéncia (RFD) previamente estabelecida pela a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (2005). A dose diaria (mg / kg de

peso corporal / dia) foi estimada utilizando a seguinte equacao:

EDI = Cfish x (dcfish / bw)

EDI = Ingestao diaria estimada,;



Cfish = Concentracdo media do metal no musculo (pg/g peso umido);
dcfish = Consumo diario de peixe (g/dia) per capita e
bw = Peso corporal médio (kg) da populagéo-alvo.

O quociente de perigo (HQ) foi calculado dividindo-se o EDI pelo Rfd estabelecido para

avaliar o risco para a saude em relagdo ao consumo dos peixes. HQ 1= N&o ha risco.

3.2.3.6 Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e as variaveis
gue néo apresentaram distribuicdo normal foram logaritmizadas.

Os resultados obtidos das concentragBes de metais na dgua, sedimento e tecidos
foram apresentados como média e desvio padrdo. As comparacdes entre os meses, para
as amostras de agua e sedimento, foram verificadas por uma Analise de variancia
ANOVA One-way, e teste de Tukey (p<0,05). Para as amostras de tecidos, os meses de
coleta foram comparados ao més de outubro/15 (controle - anterior ao acidente na
barragem) por uma ANOVA e teste de Dunnet’s (p < 0,05), Todos os testes estatisticos,

como também os graficos, foram feitos no programa SigmaPlot versdo 12.0.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Determinacdo de metais nas amostras de agua

As concentracdes de metais (Cu, Mn e Zn) na agua estdo apresentados na figura
2. Os resultados de Cu foram maiores em margco, em comparacao aos outros meses. As
maiores concentracdes de Mn foram registradas no més de marco, tendo sido diferente
significativamente dos demais meses. Os maiores resultados de Zn foram em janeiro e

margo, sendo que estes foram significativamente diferentes dos outros meses.



Figura 2: Concentracbes de Cu, Mn e Zn na agua ao longo dos meses de janeiro a

setembro/2016. As letras representam a diferenca significativa entre os meses.

As concentra¢cfes de As, Pb, Ni e Cd presentes na agua estdo apresentados na
figura 3. Os meses de janeiro, margo e setembro apresentaram valores semelhantes de
As, que diferiram significativamente de maio e julho.

Para o Pb, as concentra¢cdes variaram de forma significativa nos meses de janeiro
e marc¢o, contudo nos demais meses os valores foram proximos.

As maiores concentracdes de Ni foram registrados nos meses de janeiro e marco,
e apresentou valores semelhantes nos demais meses.

Os meses de janeiro e mar¢co apresentaram os maiores valores de Cd, sendo que
em setembro as concentragbes ficaram abaixo do limite de quantificagdo. O Cd

apresentou as menores concentracdes dentre todos os metais analisados.



Figura 3: Concentracdes de As, Pb, Ni e Cd na agua ao longo dos meses de janeiro a

setembro/2016. As letras representam a diferenca significativa entre os meses.

3.3.2 Determinacdo de metais nhas amostras de sedimento

Os valores das concentracdes nas amostras de sedimento para Cu, Mn e Zn estéao
apresentados na figura 4. As concentracbes de Cu ndo apresentaram diferenca
significativa entre os meses. As maiores concentracdes de Mn foram registradas no més
de janeiro, sendo diferente significativamente nos meses de maio, julho e setembro. Os

resultados obtidos do Zn n&o apresentam diferenca significativa entre os meses.



Figura 4: Valores das concentragbes de Cu, Mn e Zn para as amostras de sedimento,
para os meses de janeiro a setembro/2016. As letras demostram a diferenca significativa

entre os meses.

As concentragdes de As, Pb, Ni e Cd no sedimento estao ilustradas na figura 5. Os
meses de janeiro e margo, em relagcdo ao As, se diferem significativamente, mas nao
apresentam diferenca para os demais meses. Para o Pb, as concentracfes de janeiro e
marco foram semelhantes, contudo foram significativamente diferentes dos outros meses.
A concentracdo de Ni foi maior nos meses de janeiro e marco, e apresentou
concentragdes abaixo do limite de quantificagdo (<LQ) para os demais meses. Os valores
obtidos de Cd foram abaixo do limite de quantificacdo (<LQ); os valores mostrados na

figura sdo o limite minimo de quantificacdo, para todos os meses.



Figura 5: Concentracbes de metais (As, Pb, Ni e Cd) para as amostras de sedimento
durante 0os meses de janeiro a setembro/2016. As letras representam diferenca

significativa entre os meses.

3.3.3 Determinacao de metais nas amostras de tecidos

As concentracdes de Cu, Mn e Zn nas amostras de figado de tildpias estdo
apresentados na figura 6. Os meses de janeiro e margo, para 0S trés metais,
apresentaram valores elevados com diferenca significativa quando comparados ao més

de outubro/2015, antes do rompimento da barragem.



Figura 6: Concentracdes de Cu, Mn e Zn para as amostras de figado, antes e depois do
rompimento da barragem de Fundao. * representam diferenca significativa entre os

meses, quando comparado ao més de outubro/2015.

As concentracdes de As, Pb, Ni e Cd nas amostras de figado de tilapia estdo
ilustradas na figura 7. Os resultados das concentracfes de As para o0 més de janeiro/2016
apresentaram diferenca significativa em relacdo a outubro/2015. Os meses de maio, julho
e setembro/2016, apresentaram valores no limite minimo de quantificacdo (<LQ). Para o
Pb, as concentracbes de janeiro e marco foram maiores, contudo nao sao
significativamente diferentes dos demais meses. A concentracdo de Ni foi maior no més
de outubro/2015, com diferenca significativa para o més de janeiro, e 0s valores
expressos das concentracfes estdo no limite minimo de quantificacdo (<LQ) para os
meses de maio, julho e etembro/2016. Os resultados de Cd foram maiores em
janeiro/2016, em comparacdo aos outros meses, sendo o0s resultados estatisticamente
significativos em relacdo ao més de outubro/2015. Os valores apresentados para 0s
meses de maio, julho e setembro/2016 foram considerados o limite minimo de

guantificacéo (<LQ).



Figura 7: Concentracdes de As, Pb, Ni e Cd para as amostras de figado, antes e depois
do rompimento da barragem de Fundado. * representam diferenca significativa entre os

meses, quando comparado ao més de outubro/2015.

Os valores das concentracfes nas amostras de musculo para Cu, Mn e Zn estao
apresentados na figura 8. As concentracbes de Cu foram maiores em marco/2016, e 0s
meses de margco e setembro/2016, apresentaram diferenca significativa em relagdo ao
més de outubro/2015.

O més de marg¢o/2016, para as concentracdes de Mn, expressou o0 maior valor em
relacdo aos outros meses, contrario ao més de setembro/2016, que apresentou as
menores concentragdes, sendo significativamente diferente ao més de outubro/2015.

Em janeiro/2016 foi regitrada a maior concentragdo de Zn e em julho e
setembro/2016, foram obtidos os os menores valores com diferenca significativa quando

comparados ao més de outubro/2015.



Figura 8: Concentracdes de Cu, Mn e Zn para as amostras de musculo, antes e depois do
rompimento da barragem de Fund&o. * representam diferenca significativa entre os

meses, quando comparado ao més de outubro/2015.

As concentracdes de As, Pb, Ni e Cd presentes nas amostras de figado estdo
mostrados na figura 9. A maior concentragédo de As foi obtida em margo/2016, entretanto
0s meses de maio, julho e setembro/2016 houve diferenca significativa em relacao
aoutubro/2015, sendo que os valores expressos na figura foram considerados como o
limite minimo de quantificacéo.

Para o Pb, as concentracdes emoutubro/2015 foram maiores, porém o més de
setembro/2016 exibiu valores significativamente diferentes em relagcdo ao més de
outubro/2015; os demais meses demonstraram valores semelhantes.

A concentracdo de Ni foi maior emjaneiro/2016, com diferenca significativa para os
meses de maio, julho e setembro/2016, nos quais os valores foram no limite minimo de
quantificagéo.

Os resultados de Cd foram maiores em marco/2016, em comparagado aos outros
meses, contudo os meses de maio, julho e setembro/2016 mostraram resultados
significativos em relagdo ao més de outubro/2015. Deve-se considerar que os valores
obtidos, para estes meses, estavam abaixo do limite de quantificagcdo (<LQ), e dessa



forma os valores considerados para a estatistica foram iguais ao limite minimo de

quantificagéo.

Figura 9: Concentracdes de As, Pb, Ni e Cd para as amostras de musculo, antes e depois
do rompimento da barragem de Fund&do. * representam diferenca significativa entre os

meses, quando comparado ao més de outubro/2015.

3.3.4 Determinacdo de metais nas amostras de racao

As concentracdes de metais (Cu, Mn, Zn, As, Pb, Ni e Cd) nas amostras de racao,
apresentaram maiores valores para Zn e Mn (336,8 e 197,7 ug/g, respectivamente), e 0s
demais metais (Cu, Ni, Pb, As e Cd) mostram concentracées bem inferiores (5,17; 1,68;
0,46; 0,22 e 0,02 ug/g, respectivamente).

3.3.5 Analise de Risco Humano

As concentragfes médias dos metais encontradas nos musculos foram usadas
para apresentar a avaliacdo de risco humano para o consumo de peixe. Assumiu-se um

peso medio de 70 kg para o brasileiro, de acordo com o IBGE (2008-2009). Em média, a



taxa de consumo diario de peixes por pessoa é de 8,9 kg por ano, 24 g/pessoa/dia no

Brasil (FAO, 2010). Nesta base, a estimativa de ingestdo diaria (EDI) de metais é

mostrada na Tabela 2.

Tabela 2: Ingestédo diaria de metais através do consumo de peixe por pessoas no Brasil.
EDI (estimativa de consumo diario); RfD, doses de referéncia de metais, conforme
estabelecido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (2005); Quociente

de risco = EDI / RfD. Se a proporcéo for <1, ndo ha risco.
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3.4 DISCUSSAO

Nas amostras de agua encontramos aumento de Cu, Mn Zn, Ni e Cd nas duas
primeiras amostragens ap0s o0 acidente (janeiro e marg¢o/2016). O As apresentou
concentracfes maiores em janeiro e marco, com decréscimo nos meses de maio e julho,
e aumentou novamente em setembro, indicando uma variagcdo sazonal natural. Para o Pb,
a maior concentracdo foi encontrada em janeiro, e a menor em marco, diferente dos
demais metais.

Nas analises feitas no sedimento, houve uma tendéncia semelhante a da agua,
para as concentracdes de Mn, Zn, Pb e Ni, com os maiores valores encontrados em
janeiro e marco/2016. O As apresentou valores alternados entre 0s meses, 0 que parece
ser uma variacdo sazonal. O elemento Cu se mostrou diferente dos demais, por
apresentar alta concentracdo também no més de setembro. Ja o Cd foi analisado, mas
todas as concentracdes estiveram abaixo do limite de quantificagdo (< 0,112), sendo
entdo considerado o limite minimo de quantificacéo para as analises estatisticas.

As amostras de figado exibiram maiores concentracdes, para os elementos Cu, Mn
Zn, As e Cd, também nos meses de janeiro e marco/2016, meses subsequentes ao
rompimento da barragem, em relacdo ao més de outubro/2015, amostragem do ambiente
antes do desastre. Com relagdo ao PDb, identificamos valores semelhantes entre os
meses, que ndo se diferiram significativamente. O Ni, contudo, diferente de todos os
demais elementos, mostrou maior concentragcdes no més de outubro/2015.

Em relacdo as amostras de musculo de tilapias, os elementos estudados né&o
apresentaram aumento nas concentragdes, apds o rompimento da barragem, mostrando
gue caracteriza que as pisciculturas nao sofreram impacto referente a bioacumulacao de
metais provenientes do acidente. A concentracdo de metais nos tecidos dos peixes se

comporta de maneira diferente, pois o figado, 6rgdo responsavel pelos processos de



desintoxicacdo acumula mais metal, em detrimento do musculo, que determina o risco de
contaminacgao para humanos.

Existem muitas rotas para a exposi¢cdo dos peixes aos metais, incluindo absorcgéo
através das branquiais, digestdo de alimentos e matéria sedimentar no trato digestivo
(dietético) e consequente entrada dos metais no corpo de peixes (Ju et al., 2017).
Rajkowska e Protasowucki (2013) indicaram que a distribuicdo de metais entre os tecidos
depende principalmente da concentragdo de metal na 4gua e alimentos e, portanto,
podem servir como um indicador de poluicdo dos ambientes. Geralmente, figado e rim
foram considerados os orgdos com alta acumulacdo de metal, enquanto muasculos e
branquias tém carga de metal relativamente baixa (Rajkowska e Protasowucki, 2013;
Taweel et al., 2013).

Manganés (Mn), zinco (Zn), cobre (Cu), ferro (Fe) e niquel (Ni) sdo elementos
essenciais aos organismos, e que desempenham um papel importante nas atividades
bioldgicas, todavia mesmo 0s metais essenciais podem ser toxicos para as espécies e
suas atividades metabdlicas se registrados acima de certas concentracdes (Jiang et al.,
2012; Merciai et al., 2014; Zhang et al., 2016).

Em contrapartida, o arsénio (As) e o cadmio (Cd) sdo amplamente encontrados nos
ambientes, tanto por ocorréncia natural como devido a atividade antropogénica. Porém,
ambos elementos sdo potencialmente toxicos, e se estiverem biodisponiveis, sua
presenca em ambientes aquaticos pode resultar em efeitos deletérios nos organismos
aquaticos (Wang et al., 2012; Chen et al., 2015). Similarmente, As e Cd podem existir em
componentes abidticos (agua e sedimentos) e bidticos (organismos) de ambientes
aquéticos em diferentes concentracbes. Em estudo feito no Sri Lanka, Perera et al.,
(2016), afirmam que o uso de produtos quimicos agricolas foi indicado como a principal
fonte antropogénica de As e Cd em ambientes aquaticos.

Varios estudos argumentam que 0s metais pesados sao persistentes, de alto risco
ambiental, toxicos e bioacumulaveis, devido a sua persisténcia na natureza, sendo que
alguns sdo cancerigenos. Metais como Cd, Pb podem bioacumular e biomagnificar em
frutos do mar (mexilhdes, ostras, camardes, peixes) e podem ser transferidos para
humanos através da cadeia alimentar, de tal forma que elementos como o cadmio (Cd),
mercurio (Hg) e chumbo (Pb) sempre se comportam como elementos toxicos em
organismos (Ahmed et al., 2015; Bhuyan et al., 2017). Rajeshkumar e Li (2018),
comentam que Pb e Cd sédo elementos ndo essenciais, que possuem altas taxas de

bioacumulacado no rim, figado e branquias. A exposi¢cao excessiva ao Cd pode dar origem



a doencas renais, pulmonares, hepaticas, efeitos de toxidade esquelética, reprodutiva e
cancer.

O complexo de lagos localizado no municipio de Linhares — ES, possui afluentes
gue se conectam ao rio Doce. Dessa forma, o acidente na barragem de Fundao poderia
ocasionar um aporte de metais e outros elementos nos lagos, comprometendo a
gualidade de agua, bem como a qualidade do pescado nas pisciculturas, ja que na época
que ocorreu o desastre coincidiu com o inicio das chuvas na regiao.

Contudo, visando bloquear a entrada de agua do rio Docepara os lagos, o Governo
do estado do Espirito Santo tomou medidas preventivas. De acordo com o Instituto
Estadual de Meio Ambiente, nas cheias de janeiro de 2016, as lagoas Nova, Monsaras,
Aredo e Areal receberam a construcdo de barragens fisicas como forma de obstrucao
temporaria de canais de acesso de rios e lagoas interligados ao rio Doce, com o0 objetivo
de impedir o direcionamento da pluma de turbidez para os afluentes.

Venturoti et al., (2014), afirmaramm que o volume do lago de Palminhas é mantido
por pequenos afluentes e pela dgua da chuva, e a saida de agua é feita por um canal que
flui para o rio Doce. Dessa forma, podemos inferir que o incremento de metais
encontrados na agua, sedimento e tecidos podem ser provenientes, em pequena escala,
de uma possivel entrada de agua do rio Doce no lago. Ciazela et al. (2018) em estudo
realizado no lago Oxbow (localizado no vale de Middle Odra, entre Alemanha e Pol6nia),
mostraram que o enriquecimento de metais no lago € proveniente do rio subjacente, e que
este ocorre durante as cheias, quando o rio abastece o lago, pois o relevo da regiao
favorece essa entrada.

Adicionalmente, duas hipoteses podem ser consideradas como fontes de entrada
destes metais no ambiente estudado. A primeira se refere a uma possivel contaminacao
da agua subterranea, (lencol freatico), ja que por fazerem parte da mesma bacia
sedimentar, existe uma conexao entre o rio Doce e o lago de Palminhas. Com isso, o
carreamento da lama enriquecida com metais, pode ter infiltrado no sedimento do rio,
adentrando o aquifero, o qual se conecta com as nascentes que alimentam o lago de
Palminhas.

Em estudo feito no Yellow River (China), Li et al. (2014) compararam resultados de
analises de metais entre as aguas subterraneas e superficiais, e concluiram, que as
aguas subterraneas apresentaram maiores valores de Mn e Zn, causados pela interacao
e infiltracéo ao longo de todo rio.

A segunda hipétese € a de queo processo de lixiviagdo acarreta entrada de
nutrientes e metais no ambiente, pois a bacia hidrografica onde se insere o lago. de



Palminhas apresenta extensa area com cultivo de café, banana e borracha (seringueiras),
boa parte irrigadas com agua do lago, com poucas matas nativas, além de pastagens.
Dessa forma, durante os meses de outubro a fevereiro, praguicidas sdo pulverizados
massivamente nas culturas de café, para evitar o crescimento de pragas que possam
prejudicar a lavoura. De acordo com o INCAPER (Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural), os meses de outubro e novembro/2015
apresentaram baixa precipitacdo (30 mm), j& de dezembro/2015 a margo/2016 foram
registradosos maiores indices pluviométricos da regido, (entre 150 a 200 mm em
janeiro/2016, e entre 90 a 120 mm em marco/2016); ja em maio, julho e setembro/2016 os
valores foram bem baixos (30, 20 e 15 mm, respectivamente), o que indica uma possivel
fonte de incremento de metais no lago nos meses chuvosos provenientes das lavouras
através da lixiviacao.

Os calculos mostraram que, para uma pessoa brasileira com peso médio corporal
de 70 kg, o EDI do musculo foi inferior as diretrizes do RfD para todos os metais
estudados, indicando fortemente que, durante todos os meses de amostras coletadas,
nao houve risco a saude devido a bioacumulacdo destes metais nos peixes cultivados
nestas pisciculturas. O consumo meédio do brasileiro, de acordo com a FAO (2010), é de
8,9 kg por ano, 24 g por pessoa, por dia. Este dado inclui o consumo de peixes marinhos
e de agua doce. Deve-se considerar que tais valores nao refletem a realidade de toda a
populacao brasileira, jA que o consumo de pescado varia de acordo com as regides do
pais. Naturalmente, os brasileiros que vivem ao longo da costa podem ser considerados
0S maiores consumidores de peixes marinhos do que as pessoas que vivem no interior.
No estado do Amazonas, por exemplo, o consumo anual de peixes € de 30 kg por ano, 80
g/pessoa/dia (3 vezes maior que a média de consumo do brasileiro).

Os valores registrados de EDI foram abaixo dos valores considerados de risco para
o consumo humano, parecendo né&o ter sofrido interferéncia da lama de rejeitos na
producdo das pisciculturas depois do rompimento da barragem, o que mostrou que as
tilapias estavam dentro dos padrdes estabelecidos para consumo.

Onsanit et al (2010), em estudo feito com duas espécies de peixes marinhos
consumidos por chineses, também encontraram valores menores de EDI, em relagdo aos

estabelecidos de RfD.

3.5 CONCLUSAO



Conclui-se, no periodo analisado, que ndo houve acumulo dos metais analisados
nos musculos e figados de tilapias cultivadas em tanques-rede no lago de Palminhas,
antes e depois do rompimento da barragem de Funddo, demonstrando n&o terem

excedido os niveis de seguranca para consumo humano.
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CONCLUSOES GERAIS

O biomonitoramento de sistemas de piscicultura intensiva da criacdo de tilapias em
tanques-rede, é uma ferramenta que visa a manutencdo da qualidade ecoldgica do
pescado, fornecendo subsidios para a preservacdo ou para a recuperacdo destes

ecossistemas.

As variaveis abidticas da agua e do sedimento, as analises qualitativas e
guantitativas da comunidade fitoplanctdnica, analises dos metabolitos causadores de “off-
flavor”, como também a andlise sensorial, demonstraram que existe diferenca entre as
tilapias cultivadas em tanques-rede nos lagos Palmas e Palminhas. Os fatores que
predispbe ao aumento da concentracdo de metabolitos estdo relacionados a maior
concentracdo de nutrientes e abundancia de Cyanophyceas. Através da andlise sensorial
foi possivel mensurar os atributos correlacionados aos odores e sabores de lama/mofo,

descriminados pelos provadores.

Os metais e praguicidas analisados nos tecidos das tilapias cultivadas em tanques-
rede nos oito parques aquicolas do Brasil, ndo apresentaram niveis acima dos
estabelecidos pelos 6rgaos governamentais, bem como pelos limites estabelecidos para
consumo humano, o que caracteriza que o pescado apresentava niveis de qualidade. Em
relacdo a concentracdo de microcistinas, os valores encontrados estdo acima dos limites
toleraveis de consumo, o que indica risco para o consumo em funcdo de uma possivel

intoxicag&o por microcistina.

E possivel concluir também, que as concentracdes dos metais analisados nas
tilapias cultivadas em tanques-rede no lago Palminhas, antes e depois do rompimento da

barragem de Fundao, ndo excederam os niveis de seguranga para consumo humano.

E importante ressaltar que as préaticas de cultivo de piscicultura em tanques-rede
sdo necessérias para o desenvolvimento do pais, bem como para abastecer a populacéo
com suprimento alimenticio. Porém, é fundamental que tais praticas visem um cultivo
sustentavel, e que os ambientes sejam monitorados para a manutencéo de boa qualidade

do ambiente e dos peixes.






