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RESUMO

Figueiro, C. de S. M. Aplicacdo das Técnicas de Fluorescéncia e Absorcao no UV-Vis na
Avaliacdo da Qualidade da Agua de Piscicultura. 2020. 106 p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncia Exatas e Tecnologia, Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados 2020.

Anélises da qualidade de agua em diversos sistemas aquaticos tém despertado o interesse de
muitos pesquisadores. Portanto, técnicas espectroscopicas tém sido utilizadas como uma
ferramenta poderosa na avaliacdo da origem e composicdo da matéria orgénica e outras
substancias presentes nos diversos sistemas aquaticos, permitindo uma analise mais precisa do
ambiente e da qualidade da 4gua. No campo da piscicultura, diferentes compostos participam
diretamente na dindmica e funcionamento da producéo piscicola, como por exemplo, proteinas
(triptofano e tirosina), matéria organica e clorofila. Neste estudo foram realizadas analises da
qualidade da agua por parametros fisico-quimicos convencionais, e por espectroscopia de
fluorescéncia e absor¢do no UV-Vis em quatro viveiros e no cOrrego que os abastece,
localizados na cidade de Laguna Carapa, em MS. As coletas de amostras de agua e sua
caracterizagdo foram realizadas mensalmente ao longo de um ciclo produtivo de tilapia
(Oreochromis niloticus). Os parametros fisico-quimicos analisados foram oxigénio dissolvido,
pH, temperatura da &gua, nitrogénio amoniacal, condutividade elétrica, sélidos dissolvidos
totais e transparéncia da agua. Para as analises espectroscdpicas foram realizadas leituras de
amostras de agua bruta e filtrada. A partir da analise de fluorescéncia, foi possivel identificar e
monitorar a presenca de substancias proteicas e matéria organica dissolvida (MOD), bem como,
0 comportamento destes componentes ao longo do ciclo de producdo. A emissdo de
fluorescéncia da matéria organica representou a regido de maior intensidade nos espectros das
amostras brutas, enquanto a intensidade de fluorescéncia das proteinas representou as maiores
intensidades nas amostras filtradas. Dentre os processos utilizados, a filtragem da agua se
mostrou mais efetiva na identificacdo dos componentes proteicos de interesse. Quanto as
substancias proteicas, o triptofano (T1) e a tirosina (B2) apresentaram as menores intensidades
de fluorescéncia nos espectros das amostras filtradas quando comparadas a outras regides, como
o triptofano (T2), tirosina (B1). O sinal T do triptofano demonstrou ser o melhor indicador para
monitoramento da proteina, com uma resposta de fluorescéncia linear em funcdo de sua
concentracdo na agua. Considerando a MOD, foi observada uma ampla regido de emissdo nos
espectros de fluorescéncia para todas as amostras brutas, sendo associada a substancias
autoctones, como confirmado pela técnica de absor¢cdo no UV-Vis. Além disso, nossos
resultados demonstraram que as técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e de absor¢do na
regido do UV-Vis apresentam um grande potencial para a analise qualitativa/quantitativa de
componentes de interesse da &gua de piscicultura, complementar a analise dos parametros
fisico-quimicos.

Palavras-chave: Absor¢do no UV-Vis, Espectroscopia de Fluorescéncia, Piscicultura,
Qualidade da Agua.






ABSTRACT

Figueiro, C. de S. M. Application of UV-Vis Fluorescence and Absorption Techniques for Fish
Water Quality Assessment. 2020. 106 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncia Exatas e
Tecnologia, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados 2020.

Water quality analyzes in several aquatic systems has attracted the interest of many researchers.
Spectroscopic techniques have been used as powerful tool in the assessment of the origin and
composition of organic matter and other substances present in the various aquatic systems,
allowing a more accurate analysis of the environment and water quality. Regarding the fish
farming, different compounds are directly involved in the dynamics and functioning of fish
production, such as proteins (tryptophan and tyrosine), organic matter and chlorophyll. In this
study water quality analyzes were performed by the conventional physical-chemical parameters
and by using fluorescence spectroscopy and UV-Vis absorption in four nurseries and in the
creek, that supplies them, located in the city of Laguna Carapd, MS. The water samples
collection and their characterization were monthly performed during a productive cycle of
tilapia (Oreochromis niloticus). The physical-chemical parameters analyzed were dissolved
oxygen, pH, water temperature, ammoniacal nitrogen, electrical conductivity, total dissolved
solids and water transparency. Spectroscopic analyzes were carried out in crude and filtered
water samples, without and with a post treatment of the fluorescence spectra. From the
fluorescence analysis, it was possible to identify and monitoring the presence of protein
substances and dissolved organic matter (DOM), as well as the behavior of these components
throughout the production cycle. The presence of chlorophyll was not detected by fluorescence
or UV-Vis absorbance. The emission of fluorescence from the organic matter represented the
region of highest intensity in the spectra of the crude samples, while the fluorescence intensity
of proteins represented the highest intensities in the filtered samples. Among the applied
processes, the filtering of water has shown to be more effective to the precise identification of
the protein components of interest by fluorescence. Regarding the protein substances,
tryptophan (T1) and tyrosine (B2) had the lesser fluorescence intensities in the spectra of the
filtered samples when compared to the other regions, such as tryptophan (T2), tyrosine (B1).
The Ty signal of tryptophan demonstrated to be the best indicator to the protein monitoring,
with a linear fluorescence response as a function of its concentration in the water. Considering
the DOM, a broad emission region was observed in the fluorescence spectra for all crude
samples, being associated with autochthonous substances, as confirmed by the UV-Vis
absorption technique. In addition, our results demonstrated that fluorescence and absorption
spectroscopy techniques in the UV-Vis region have great potential for the
qualitative/quantitative analysis of water quality in fish farming, complementarily to the
analyses of the physical-chemical parameters.

Keywords: Fish farming, Fluorescence spectroscopy, UV—Vis absorption, Water quality.
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1  INTRODUCAO

1.1 Consideragdes Gerais

O crescimento da tilapicultura no Brasil acompanha uma tendéncia mundial com a
modernizacéo e a intensificacdo da producéo de tanques-rede em aguas publicas e em viveiros
escavados. A producéo no Brasil, da espécie Oreochromis niloticus, através do uso de tanques-
rede em aguas publicas, teve um salto de 386% entre os anos de 2005 e 2015 [1]. Em 2018, a
producdo de tilapias foi de 400.280 toneladas com crescimento de 11,9% em relagdo ao ano
anterior (357.639 t) [2].

Embora ndo esteja entre os principais produtores mundiais de pescado, esse crescimento
alavancou o pais ao posto de quarto maior produtor mundial de til&pias, mantendo sua 42
posi¢do mundial em 2018 [2]. A produgdo mundial nessa espécie é liderada pela China, seguida
pela Indonésia e Egito. Em termos da producéo regional, a regido Sul do Brasil € responsavel
por 42% dessa producéo, seguida pelas regides Sudeste (26%), Nordeste (24%) e Centro-Oeste
(8%) [3].

Com o crescente desenvolvimento da piscicultura alguns aspectos acarretam a
deterioracdo da qualidade da agua, gerando condi¢des inadequadas para o cultivo [7]. Além
disso, o langamento da 4gua em condigdes inadequadas para o curso d’agua, como 0s dejetos
dos peixes, a racdo ndo consumida fornecida para a alimentacdo desses organismos, a producéo
de matéria organica pelos organismos fotossintetizantes (algas) entre outros [4] sdo alguns
exemplos que contribuem para a geracdo dos impactos nos ambientes aquaticos. Nesse
contexto, 0 aumento da matéria organica na agua, também produzida pelos restos de racgéo,
fezes e metabolitos excretados pelos peixes, pode desencadear uma série de consequéncias no
desequilibrio quimico, fisico e bioldgico da agua [5].

O desenvolvimento dos peixes, bem como de todos 0s organismos aquéaticos dependem
diretamente da qualidade da agua [5]. Atualmente, a maior preocupacdo, em termos de
piscicultura, é a qualidade da agua [6]. O controle da qualidade de dgua nesses ambientes é feito
periodicamente por andlises convencionais de parametros fisicos, quimicos e bioldgicos.
Citando alguns deles, temos a temperatura, pH, oxigénio dissolvido, turbidez, transparéncia da

agua, amonia, nitrito, gas carbénico, fosforo total, clorofila a, entre outros [5,6].
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Desse modo, a introducdo de qualquer substancia na dgua promove alteragdes na sua
qualidade, as quais nem sempre sdo favordveis ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos
organismos aquaticos, alterando as caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas da agua [7].

As técnicas espectroscopicas, como a espectroscopia de fluorescéncia e a absor¢do na
regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), tém se mostrado bastante Gtil medidas qualitativas e
quantitativas da matéria organica dissolvida (MOD), j& que ela participa de diversos processos
biogeoquimicos e ecoldgicos em uma variedade de sistemas naturais e projetados, incluindo
lagos, rios e dguas subterraneas em sistemas marinhos, em efluentes, em estacGes de tratamento
de &gua potavel [8-18]. Mais recentemente as técnicas foram aplicadas em &guas de recirculagéo
de aquicultura [19] com objetivo de monitorar a MOD e em tanques lonados com criacdo de
tilapias, caracterizando o comportamento dos componentes proteicos [4,20].

Com base nesses estudos, essas técnicas tém se mostrado ferramentas Uteis e de grande
potencial para 0 monitoramento da qualidade da agua. Em viveiros de criacdo de peixes, podem
proporcionar a deteccdo mais precisa de importantes indicadores que podem alterar a dindmica
de seu funcionamento visando a melhoria de producéo [20]. Portanto, esses métodos Opticos se
tornam particularmente atraentes para esse fim, porque sdo seletivos, relativamente rapidos e
geralmente ndo envolvem reagentes que podem ser prejudiciais ao meio ambiente, se ndo forem
descartados adequadamente [21].

Em 2015, Hambly et al. [19] aplicaram a espectroscopia de fluorescéncia em um Sistema
de Recirculacdo em Aquicultura (RAS), sendo este o primeiro estudo utilizando uma Matriz de
Excitacdo-Emissdo (MEE) para analisar as caracteristicas das fracdes da MOD dentro desse
sistema, podendo ser considerada uma ferramenta valiosa por ser de analise rapida e sensivel,
otimizando também o monitoramento da 4gua em RAS.

Mais recentemente, Figueird e colaboradores [4,20] mostraram que a aplicacdo de
técnicas espectroscopicas na avaliacdo de agua de piscicultura, provenientes de tanques lonados
com cultivo de tilapias, se mostraram bastante eficientes principalmente para componentes de
dificil identificacdo, como a presenca de pigmentos fluorescentes, como a ficoeritrina,
pertencentes ao grupo das cianobactérias, organismos fotossintetizantes. No entanto, a
identificacdo dos fluoroforos, responsaveis pela fluorescéncia em aguas naturais e artificiais,

ainda continua sendo uma tarefa dificil, pois demanda tempo nas andlises dos espectros.
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Com base no exposto, fica evidente a necessidade de se desenvolver metodologias
considerando a influéncia de processos de filtragem nos resultados de &guas de piscicultura e
ainda a aplicacdo de métodos de tratamento de dados como ‘Inner Filter Effect’ ou métodos
estatisticos como, por exemplo PARAFAC [11,17,19,22].

Diante disso, destaca-se o principal interesse desse trabalho como a avaliacdo da
aplicabilidade dos métodos espectroscOpicos, mais especificamente a espectroscopia de
fluorescéncia e de absorcdo no UV-Vis, e desenvolvimento de uma metodologia rapida para
monitorar a qualidade da &gua ao longo do tempo em ambientes de piscicultura,

complementarmente as analises convencionais por meio de parametros fisico-quimicos.

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

e Aplicar técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e absorcdo no UV-vis para
monitorar a qualidade da agua e suas alteracdes na piscicultura, complementarmente

aos parametros fisicos e quimicos convencionais ao longo de um ciclo produtivo.

1.2.2 Especificos

Construir mapas 3D (MEE-Matriz de Excitacdo-Emissdo) de fluorescéncia para

caracterizar a 4gua da piscicultura;

e Analisar espectros de fluorescéncia da proteina disponivel na racdo, de modo a obter
padrdes para a investigacdo da agua de piscicultura;

e Monitorar parametros fisicos e quimicos (convencionais) da dgua dos viveiros, ao longo
do ciclo produtivo de tilapias, e na fonte de abastecimento;

e Comparar os resultados obtidos das técnicas espectroscopicas (fluorescéncia e UV-vis)

com os parametros fisicos e quimicos convencionais.
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Organizagao do trabalho

Este trabalho estd organizado em 6 capitulos. O capitulo 2 apresenta uma revisao
bibliogréafica sucinta, explicitando as informacdes necessarias para o entendimento das técnicas
espectroscopicas de Fluorescéncia e Absorcdo da regido do UV-Vis aplicadas a piscicultura.
No capitulo 3 estdo descritos a metodologia para a preparacdo das amostras e os detalhes
experimentais adotados nas técnicas de caracterizacdo utilizadas. No capitulo 4 s&o
apresentados e discutidos os resultados referentes a qualidade de &gua avaliada por alguns
parametros fisico-quimicos convencionais bem como as técnicas espectroscopicas ao longo de
um ciclo produtivo de tilapia do Nilo. No capitulo 5 sdo apresentadas as conclus@es do trabalho,
abordando as principais contribui¢bes obtidas dentro dos objetivos propostos. Por fim, no
capitulo 6 sdo sugeridos os trabalhos futuros, que permitirdo a continuidade desse estudo,
buscando o aprimoramento de metodologias na aplicacdo das técnicas espectroscopicas para

andlise de &gua em piscicultura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, uma breve revisao bibliografica é feita, no que diz respeito aos aspectos
mais relevantes sobre o0 uso de técnicas espectroscopicas de Fluorescéncia e Absorcéo na regiao
do UV-Vis para a avaliagdo da qualidade de agua, no intuito de abordar conceitos e termos
importantes utilizados no decorrer do texto. Inicialmente, uma breve descrigdo dos processos
de emisséo fluorescente e absor¢do no UV-Vis € feita com base em trabalhos da literatura, os
quais relatam a influéncia espectral dos principais componentes observados na agua de
diferentes sistemas aquaticos. Por fim, é feita uma revisdo acerca das caracteristicas desejaveis
para a agua de piscicultura, abordando alguns pardmetros convencionalmente monitorados,

com énfase nas caracteristicas da MOD.

2.1 Técnicas Espectroscopicas

2.1.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

Podemos definir a espectroscopia como sendo a interacdo de qualquer tipo de radiacdo
eletromagnética com a matéria [4]. A fluorescéncia corresponde, em esséncia, a0 processo
inverso do fenbmeno da absorcao [4,23]. Caracteriza-se, entdo, pela emissdo de luz por uma
determinada substancia, na qual estados eletrénicos excitados (S1 e S2) sdo ocupados por
elétrons que, quando retornam para o estado fundamental (So), emitem luz (féton) num tempo
caracteristico da ordem de nano segundos [11,17,24] (Figura 01). Ou seja, fluorescéncia é a
liberacdo de energia na forma de luz quando moléculas ou por¢ées, chamadas fluoréforos, sdo

excitadas com uma fonte de luz de alta energia [25].

Figura 01 - Representagéo parcial do Diagrama de Jablonski adaptado.
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Fonte: [4].
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A espectroscopia de fluorescéncia pode fornecer informacgdes sobre a origem e a
composicdo da MOD presente no sistema em sua concentra¢ao natural, deste modo eliminando
a necessidade de isolamento de uma substancia especifica antes das andlises [12]. No entanto,
a identificacao dos fluoroforos responsaveis pela fluorescéncia em aguas naturais ainda € uma
tarefa dificil [11-17]. A localizacéo dos picos de excitacdo e emissdo, a forma dos espectros de
fluorescéncia e sua intensidade variam com a composicao quimica e concentracdo da MOD,
assim como a intensidade e a forma do espectro de fluorescéncia [16].

Existem duas categorias principais de fluoréforos em aguas naturais ndo contaminadas
que sdo semelhantes as substancias humicas e proteicas [9]. Uma das formas de avaliar os
espectros de emissdo fluorescente da &gua é por meio da técnica da Matriz de Excitacdo-
Emissdo (MEE), medida que vem sendo utilizada desde a década de 80 [26], porém, com
intensivo aumento em analises espectroscopicas nos ultimos anos [4,13,16,19-21,24,27-37]. A
MEE é uma medida 3D que permite a construcdo de mapas de contorno contendo um amplo
intervalo de comprimentos de onda de excitacdo versus comprimentos de onda de emissao.
Areas especificas das MEEs tém sido associadas a grupos fluorescentes [27] relacionadas as
substancias hamicas, termo utilizado para descrever caracteristicas espectrais que se
assemelham aos &cidos humicos e flulvicos, enquanto as proteinas descrevem picos que sdo
atribuidos aos aminoacidos fluorescentes como triptofano e tirosina [12].

Por meio das medidas de fluorescéncia pela MEE, quatro principais regides fluorescentes
podem ser observadas nas dguas brutas e filtradas dos viveiros e corrego, sendo definidas com

base na literatura [4,9-21,24,27,36,] e representadas na Figura 02.
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Figura 02 - Mapas 3D das regides propostas dos espectros de Fluorescéncia obtida pela MEE,
das amostras de agua bruta e filtrada dos viveiros de piscicultura e corrego.
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Fonte: [4,9,20,29] adaptado.

A regido 1, com Aex < 250nm e Aem 300-400 nm e regido 1°, com Aex 275-280 nm € Aem
300-400 nm, indicam a presenca de material semelhante as proteinas [4,8,11-20,30,36,37,39].
Alguns autores atribuem essas emissdes (regides 1 e 1°) a fluorescéncia do componente proteico
triptofano Aexhem 250-290/340-350 nm [11,15,17,38,39] ou a tirosina, predominantemente
observada nos comprimentos de onda AexAem 220-275/305-310 nm [11,14,15,17,38,39].

Conforme Carstea [13] e Baker et al [29] os intervalos onde ocorrem a méaxima emissdo
do triptofano sdo Ti: AexAem 280-290/350 nm e T2: Aexidem 220-230/350 nm. Segundo Chen et
al [9], os comprimentos de onda de excitagdo dex < 250 nm e Xem < 350 Nm estdo relacionadas
as proteinas aromaticas simples do tipo tirosina. No entanto, conforme Bridgeman et al [17],
ocorrem dois pares de comprimentos de onda tanto para o triptofano (T1: Aexhem 275/340 nm e
To: Aexhem 225-237/340-381 nm) quanto para a tirosina (B1: AexwAem 225-237/309-321 e Bo:
Aex/hem 275/310 nm).

Dando sequéncia, a regido 2 com Aex < 250 nm e Aem entre 400 e 500 nm esta relacionada
a matéria organica dissolvida (&cidos humicos) estudadas em &guas marinhas, nos

comprimentos de onda em AexAem 230/400-500 nm e, conforme Coble [15], essa regido &
nomeada como Pico A.
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Ainda, segundo Carstea et al.[28], 0 Pico A esté localizado nos comprimentos de onda de
hex 237-260 nm/Aem 400-500 nm, 0 qual é proveniente de alimentos, microrganismos, plantas e
fungos em aguas residuarias. A regido 2’ apresenta um pico bem menos intenso em relacédo as
outras regides, apresentando-se nos comprimentos de onda entre Aex/Aem 300-350/400-500 nm
que, conforme Coble [15] e Carstea [13], associa-se ao Pico C, também referente as substancias
hdmicas.

Segundo Baker [39], investigando os efluentes provenientes de efluentes agricolas,
encontrou, através da MEE, assinaturas espectrais dos diferentes componentes presentes nesses
residuos. Esses componentes sdo: o triptofano, com comprimentos de ondas Aex/Aem 275/350
nm, a tirosina Aex/Aem 275/305 nm, as substancias humicas Aex/Aem 370-390/460-480 nm e as
substancias fulvicas Aex/Aem 320-340/410-430 nm.

Devido as evidentes dificuldades associadas a identificacdo individual dos compostos
fluorescentes nas aguas que possuem comprimentos de onda de emissao/excitacdo em regies
muito proximas ou até mesmo sobrepostas, 0s grupos de fluoréforos sdo comumente chamados
de substancias humicas, falvicas e substancias semelhantes as proteinas (especificamente
triptofano ou tirosina) [13]. Entende-se algumas controversas com relacdo a essas atribuicdes
pelo fato de a aplicacdo da espectroscopia de fluorescéncia a ambientes aquéticos ser ainda
muito recente. Para minimizar essas dificuldades alguns autores adotam diferentes
metodologias para a andlise da &gua, como filtragens especificas de modo a separar as
contribuicdes dos fluordforos, facilitando a interpretacdo dos mapas 3D ou ainda o uso de
ferramentas estatisticas como PARAFAC, método para decomposicdo de dados
multidimensionais [13,16,19,28,38,40,41].

Por fim, vale a pena destacar que a regido 3 representa apenas o espalhamento de luz de
primeira ordem, conhecido como espalhamento Rayleigh, observado no espectro de emissdo no
mesmo comprimento de onda que o comprimento de excitacdo [8,11] ndo possuindo qualquer

relagdo com a fluorescéncia dos constituintes da agua.

2.1.2 Espectroscopia de Absorc¢éo na regido do UV-Vis

A espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) é baseada na

medida de absorbancia (A) de solucdes contidas em células transparentes com caminho éptico

de comprimento especifico, da ordem de cm [23].
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Medidas espectroscopicas que utilizam a radiacdo UV-Vis sdo Uteis para determinar
grupos cromaforos e identificar grupos funcionais em uma molécula [10]. Muitas moléculas
organicas absorvem radiacdo UV-Vis e esta € normalmente devido a presenca de um grupo
funcional particular [42].

Geralmente, em analise de &gua a absorbancia no comprimento de onda de 254 nm esta
relacionada com as estruturas aromaticas existentes [30]. Este comprimento de onda tem sido
muito utilizado no monitoramento de concentra¢es de Carbono Organico Dissolvido (COD)
por correlacionar-se fortemente com a absorbancia da luz em 254 nm (UVa2s4) [31]. Em
moléculas de matéria organica, a maioria dos cromoforos que absorvem luz na regido UV (A <
400 nm) sdo grupos aromaticos com varios graus e diferentes tipos de substituicéo estrutural,
incluindo fendis e diversos &cidos aromaticos e compostos associados a fracdo humica
(refrataria) da matéria organica [31].

Desta forma, a absorbancia em &guas naturais € um indicador qualitativo e semi-
quantitativo da concentragdo de matéria organica em um corpo d’agua [10,16]. Como é um
componente importante da qualidade da agua, a MOD tem sido um tépico de interesse crescente
dentro de sistemas aquaticos naturais e projetados [19].

Diante disso, ocorre uma intrinseca propriedade de absor¢do de luz em relagdo ao COD,
0 que significa que em ambientes aquaticos este € um importante mecanismo de transformacao
na coluna de dgua. Porém, sejam em lagos ou reservatorios, ainda ha perguntas nao respondidas
sobre esse tipo de mecanismo. Em um rio urbano, por exemplo, considerando a mistura
complexa de diferentes poluentes, entender essas propriedades e processo também representa
um grande desafio [43].

Estudos tem demonstrado que o espectro de absorbancia pode ser avaliado em termo de
absorbancia especifica ou absortividade, nomeado como SUVAs4, absorbancia em 254 nm
normalizado em termos do COD e do caminho 6tico da amostra [11,14,30,44]. Os valores
normalizados permitem uma estimativa da abundancia relativa de absorcéo de luz ultravioleta

e visivel, que é caracteristica das substancias himicas [10].

2.2 Qualidade da agua em pisciculturas

A qualidade da agua se altera em funcgdo dos constituintes existentes no solo e a partir do

resultado das reagdes quimicas que ocorrem em fungdo da interface sedimento-agua.
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Em viveiros de criacdo de peixes hd uma tendéncia a sofrer influéncias diretas das condigdes
ambientais internas, do fluxo continuo de agua que o abastece e do manejo realizado [6]. As
pisciculturas sdo mantidas por fatores fisicos e quimicos e por interacGes bioldgicas, as quais
estdo diretamente ligadas a qualidade da agua [45]. As condicgdes fisicas e quimicas da agua
podem tornar-se fatores limitantes para os peixes [6], e para obter uma boa producdo e garantir
a saude dos peixes, hé padrbes de dguas destinadas a criacdo desses animais.

A manutencéo adequada desses padrdes da qualidade da agua e dos alimentos fornecidos
aos peixes pode evitar prejuizos financeiros [46]. A qualidade da &gua que ird abastecer os
viveiros também ¢é de fundamental importancia, pois regulara grande parte dos processos que
ocorrerdo nesses sistemas.

Alguns parametros fisico-quimicos tém sido tradicionalmente usados para avaliar a
qualidade da agua em aquicultura, mais especificadamente em pisciculturas, como os solidos
suspensos totais, a turbidez, matéria organica, nitrogénio total, fésforo total, demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), Clorofila a (Chl a); entre outros. Estes pardmetros séo
comumente usados na criacdo de bagres, tilapias, trutas, etc [6,47]. Além desses, um outro
importante parametro para a manutencdo da qualidade da agua na criacdo de peixes é a
temperatura, pois todas as atividades fisioldgicas (respiracdo, digestdo, excrecdo, alimentacgéo,
movimentos) estdo fortemente relacionadas a temperatura da agua [5,6].

Em sistemas de criacdo de peixes o pH também é um importante pardmetro analisado
rotineiramente. Ele € a medida que descreve exatamente o grau de acidez ou basicidade de uma
solucdo, sendo definido em uma escala de 0 a 14, como sendo o logaritmo negativo da
concentracdo do ion hidrogénio (H") [6], ou mais simplificadamente, como a medida utilizada
para determinar o quanto o meio é acido ou bésico (alcalino), sendo o pH 7,0 considerado neutro
[7,48]. Os principais fatores que podem causar elevacao no pH séo a respiracdo, a fotossintese,
a adubacdo, a calagem e fontes poluidoras [46]. A agua do viveiro, no final da tarde sdo
observados valores mais elevados de pH, que podem potencializar a acdo toxica da amonia
presente [6,7].

O nitrogénio amoniacal (Namoniacal) cOrresponde ao nitrogénio proveniente de um
composto derivado do amoniaco. E normalmente expresso em miligramas de nitrogénio por
litro [49]. Em uma analise de agua 0os compostos de nitrogénio sdo registrados como: nitrogénio
organico, nitrogénio amoniacal, nitrogénio Kjeldahl, nitrato, nitrito. A presenca de compostos
de nitrogénio na 4gua é usualmente admitida como indicacéo da presenca de matéria orgéanica.

A amdnia ndo ionizada (NH3) € um parametro importante para piscicultura, pois em niveis

elevados pode levar a morte dos peixes.
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A amonia total ou Namoniaca (NH3z e NH4") tem varias origens no meio aquatico,
principalmente da decomposicdo da matéria organica, excrementos dos peixes, morte das
microalgas e da decomposicao da proteina contida nas sobras da racéo [5].

Em ambientes de cultivo de peixes, o alimento introduzido na dgua € o principal fator
condicionante da dindmica do nitrogénio. O principal fator responsavel pela presenca de aménia
nesses ambientes € a entrada de grandes quantidades de compostos organicos e inorganicos,
através de adubos, fertilizantes e ragdes, 0s quais contém niveis elevados de nitrogénio e fésforo
[50].

Quando se encontram referéncias sobre concentragdo de ‘amoénia’, na maioria dos casos
estédo sendo consideradas juntas, as concentragdes das duas formas de Namoniacal (2moénia — NH3
e NH4") [51]. A razdo [NH3s]/[NH4*] depende do pH e do valor de uma constante de equilibrio
(K), sendo esta, funcdo da temperatura e da composicao idnica da agua. Se o pH for inferior a
8,5, ou seja, quando o meio passa de alcalino a neutro ou acido, verifica-se que NH4" predomina,
enquanto NHz prevalece quando o pH esta acima de 10, ou seja, quando o meio for alcalino.
Por essa razdo, quanto mais elevado for o pH, maior serd a porcentagem da amonia total
presente como NHs, néo ionizada (forma toxica) [50].

Para o oxigénio dissolvido (OD), em funcdo da sua presenca reduzida no meio aquatico,
torna-se limitante aos organismos aquaticos [6]. A sua concentragdo em aguas naturais estara
em constante mudanca devido aos processos bioldgicos, fisicos e quimicos existentes no meio.
Nos ambientes de cultivo de peixes, o teor de oxigénio na agua aumenta a partir do inicio da
manhd e diminui ao final do dia, isso se deve aos processos de fotossintese e
respiracdo/decomposicéo [7,45,52].

Uma ampla variedade de substancias organicas ocorre em aguas de cultivo de peixes,
como por exemplo, compostos dissolvidos de acucares, aminoacidos, proteinas, acidos graxos,
acidos humicos etc., bem como particulas maiores de matéria organica em decomposicao,
chamadas de detritos, que também sdo abundantes. Naturalmente, os organismos como
bactérias e planctons contribuem para a carga organica do meio [48].

O crescimento de planctons na agua auxilia no aumento da turbidez e da cor, diminuindo
assim sua transparéncia [6,7,48]. Portanto, a transparéncia da agua, do ponto de vista 6tico,
pode ser considerada o oposto da turbidez [51]. Sua avaliacdo é realizada medindo a
profundidade de desaparecimento do disco de Secchi, quando é introduzido verticalmente na
coluna d"agua [6,51], sendo inversamente proporcional a quantidade de compostos organicos e

inorganicos no caminho o6tico [53].
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Basicamente, todas as alteragdes que ocorrem nas propriedades dpticas intrinsecas de um
ecossistema aquéatico podem ser atribuidas a trés componentes do ecossistema: a propria agua,
as substancias hamicas dissolvidas, e ao material particulado em suspensdo, denominado de
TSS (total de s6lidos em suspensdo), decomposto em duas fragdes - matéria organica viva e
matéria inorganica e detritos [54]. Em muitas aguas naturais de superficie, as substancias
hdmicas constituem 50% do COD. A variacdo do COD nas aguas superficiais € grande e
depende de contribuicGes autdctones e aldctones, de periodos de seca e chuva, além de
processos internos em lagos e represas (decomposicao, acdo de bactérias, temperatura da agua,
turbuléncia e estratificacdo) [55].

Diante do exposto, podemos inferir que a manutencdo da qualidade da &gua na
piscicultura dependera também do controle de residuos de origem metabdlica, fezes e alimento
ndo digerido, que estardo presentes no meio aquatico [5,6,50]. Nesse contexto, ha uma
necessidade de andlise periddica de diversos parametros com o objetivo da identificacdo
antecipada de possiveis problemas, relacionados as concentra¢des das substancias organicas e
inorganicas, visando uma producdo mais segura com peixes saudaveis, beneficiando o produtor

e 0 consumidor sem prejudicar o meio ambiente.

2.2.1 Matéria Organica Dissolvida

As aguas naturais tém uma composicdo quimica bastante complexa, em razdo do grande
namero de ions dissolvido, de substancias organicas resultantes das condi¢Ges naturais das
bacias hidrograficas e de atividades humanas [55]. Todos os corpos d’agua contém matéria
organica natural (MON) sendo originaria de diversas fontes [11,36,56]. A MON ¢ formada por
uma mistura de moléculas de diferentes tamanhos, estruturas e funcdes, como carboidratos,
aminoacidos, peptideos, proteinas, acidos carboxilicos e hidrocarbonetos que formam a fracéo
(20 a 30%) mais simples [57] A MON é espacialmente variavel e estd presente em formas
dissolvidas, particuladas e coloidais, possuindo varias funcdes em sistemas aquaticos [14]. Em
se tratando da matéria orgéanica dissolvida (MOD) é apresentada como uma mistura heterogénea
de material dissolvido encontrada em sistemas aquéticos [10], a qual se divide em duas
categorias principais: as autoctones, aquelas produzidas ‘in situ’, como exemplo, exsudatos de
algas, e as aldctones, que provém de material pedogénico, ou seja, derivado do préprio solo
[58].
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A MOD ¢ definida como qualquer material organico capaz de passar por um filtro de
tamanho de poro particularmente identificado, por exemplo, com didmetros do poro de 0,7 um,
0,45 pm ou menor [59]. Como a MOD compde tipicamente cerca de 50% de C em massa [60],
ela é medida como COD.

O COD consiste em uma mistura complexa de compostos que variam em tamanho, peso,
aromaticidade e reatividade, dificultando o estudo de sua composic¢do e, portanto, de sua
qualidade por meio de técnicas moleculares diretas. Com isso, 0s métodos de espectroscopia
sdo um meio relativamente rapido e ndo invasivo, podendo observar e inferir a composicéo e a
qualidade de COD e MOD [60]. As concentragcdes de COD foram amplamente determinadas
em muitos lagos do mundo e sdo obviamente afetadas por caracteristicas de lagos e bacias
hidrograficas [40,55].

Dessa maneira, por ser um componente importante da qualidade da agua, a MOD tem
sido um topico de interesse crescente dentro de sistemas aquaticos naturais e projetados [4,10-
19,37]. Uma proporcéo da MOD dentro destes sistemas consiste em matéria organica dissolvida
fluorescente (MODF) e suas propriedades podem ser caracterizadas usando espectroscopia de
fluorescéncia [37] e a matéria organica dissolvida cromofora (CMOD), sendo a fracdo que
absorve luz ultravioleta (UV) e visivel é o fator de controle das propriedades dpticas das aguas
superficiais, caracterizadas através da espectroscopia de absor¢do no UV-Vis [41]. Os
componentes fluorescentes relatados na matéria organica aquatica incluem proteina, como
tirosina, triptofano, pigmentos, fenil de lignina, substancias himicas e hidrocarbonetos [38].

Os principais constituintes da matéria organica, globalmente distribuidos nos sistemas
aquaticos e terrestres, sdo as substancias humicas (SH) [57]. De acordo com a Sociedade
Internacional de Substancias Himicas, as substancias humicas aquaticas (SHA) sdo compostas
por acidos humicos (AH) e acidos fulvicos (AF). Os AH apresentam estruturas mais complexas
do que os AF, pois possuem maior massa molecular e quantidade de anéis aromaticos, sendo
assim diferenciados [61].

A fluorescéncia nas aguas naturais €, predominantemente, gerada pelos acidos organicos,
AH e AF, e os grupos de aminoacidos dentro das proteinas, 0s quais sdo provenientes
predominantemente de material vegetal decomposto no solo sobrejacente. Os AHs tém maior
comprimento de onda de excitacdo e emissdo de fluorescéncia do que os AFs, devido a um
aumento no grau de aromaticidade, o contetdo de grupos carboxilicos e estruturas aromaticas

e conjugadas policondensadas dentro do AH [62].



40

Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

Portanto, a contribuicdo da MOD na piscicultura é também um dos fatores importantes,
que decorre tanto de fontes externas/aloctones (esterco, ragdo, adubos orgénicos) quanto de
fontes internas/autdctones (excretas e restos de plantas e animais aquaticos em decomposicao)

contribuindo para o enriquecimento da agua do viveiro [63].



Capitulo 3 Materiais e Métodos







43

Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados na Secdo 3.1 a localizacdo da area de estudo. Na Secao
3.2 é apresentado o procedimento de coleta dos dados pluviométricos. A Secdo 3.3 apresenta
as caracteristicas gerais dos viveiros e informacfes quanto ao manejo. Na Se¢do 3.4 é
apresentado o procedimento da amostragem da &gua, como o preparo dos materiais, em
laboratdrio, para as coletas de agua em campo, e do procedimento realizado para as diluigcdes
das racbes. A secdo 3.5 descreve os parametros fisico-quimicos medidos em campo e em
laboratdrio. A secdo 3.6 apresenta os procedimentos experimentais adotados na técnica de
Fluorescéncia com e sem tratamento e a secdo 3.7 apresenta a espectroscopia de absorbancia
na regido do UV-Vis, ambas para identificar os componentes de interesse na agua da
piscicultura, mostrando também o procedimento para obtencao das curva de emissdo em funcéo

da concentragdo para 0s componentes proteicos (tirosina e triptofano).

3.1 Areade Estudo

O municipio de Laguna Carapa (MS) esta a 288 km da capital de Mato Grosso do Sul,
situado na microrregido de Dourados, sob as coordenadas geograficas latitude de 22°32°45” Sul
e longitude de 55°09°00”, Oeste. Esta sob influéncia da Bacia Hidrografica do Rio da Prata
[64].

O presente estudo contemplou quatro viveiros com cultivo de tilapias (Oreochromis
niloticus) localizados no municipio de Laguna Carapa - MS, inseridos na propriedade Fazenda
Carpesiana, (proprietario Edemar Dalmazo), os quais foram identificados como: Viveiro 1 (V1),
Viveiro 2 (V2), Viveir 3 (V3) e Viveiro 4 (V4), com suas respectivas coordenadas geogréficas:
22° 30" 16,63" S, 55° 06' 53,70" W; 22° 30' 16,13" S; 55° 06' 52,97" W; 22° 30' 15,82" S; 55°
06'52,50" W e 22° 30' 21,28" S; 55° 06' 44,38" W (Figura 03).

Conforme informagdes obtidas através da visita ‘in situ’, o abastecimento dos viveiros se
da por um corrego (sem nome) o qual nasce na propriedade Ouro Verde, localizada na margem

oposta ao local do estudo da Rodovia MS 379.
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Figura 03 - Localizacdo da Area de Estudo.
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Fonte: Google Earth, adaptado pelo préprio autor.

A Figura 04 mostra um lay-out da disposi¢édo dos viveiros, do corrego bem como do fluxo
da agua a qual se d& por gravidade e abastece de forma independente cada um dos viveiros. Os

viveiros 1 e 2 sdo ligeiramente maiores que os viveiros 3 e 4.

Figura 04 - Lay-out da area de estudo e a disposicao dos viveiros (V1, V2, V3 e V4) e do cdrrego
como fonte de abastecimento.

Lavoura

Fonte: Proprio Autor
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A Figura 05 apresenta registros fotogréaficos dos pontos de coletas da &gua do corrego e
uma visédo geral dos viveiros. No entorno dos viveiros e do corrego ha a presenca da pratica da
agricultura. O cultivo praticado na propriedade é de milho e soja que ficam bem préximos ao

curso d’agua e dos viveiros.

Figura 05 -

magens do corrego viveiros, fazenda

Carpesiana.

Fonte: Préprio Autor.
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3.2 Coleta dos Dados Pluviométricos

Os dados pluviométricos foram obtidos através da estacdo pluviométrica localizada na
area externa da Cooperativa Agropecuaria Mourdoense Ltda. (COAMO) de Laguna Carapd —
MS a qual estd aproximadamente 5 km do local do estudo. Os dados coletados foram do periodo
de out/17 a abr/18, através do sistema interno, com coletas diarias da precipitacdo, fornecidas

pela equipe da cooperativa.

3.3 Caracteristicas Gerais dos Viveiros

A Tabela 01 apresenta as caracteristicas gerais dos quatro viveiros com as informacoes
iniciais para a realizagdo do trabalho em campo. Foram inseridos em todos 0s viveiros peixes

juvenis machos, com peso médio de 0,68 gramas, no més de out/17.

Tabela 01 - Caracteristicas gerais dos viveiros de piscicultura.

Area do . . . Tempode Contribuicdo Densidade Quantidade
. . . Profundidade® Volume . L - .
Viveiros Viveiro ) ) Residéncia” precipitagdo®  Inicial de Peixes
m m
(m?) (horas) (%) (px/m2) (un)
1"e2 176 1,7 300 30 15,0 35 616
3ed” 132 1,7 224 23 15,0 35 462

“Valores aproximados — informac@es obtidas pelo piscicultor e medidas em campo. ~Viveiros fertilizados com adubo organico (cama de
frango). Tempo de residéncia: é o tempo em que a dgua permanece dentro do viveiro. A unidade px/m?2 significa peixe por metro quadrado.

A proposta do projeto considerou, antes da estocagem dos alevinos de tilapia do Nilo, a
adicdo de Cal virgem (CaO) em todos 0s viveiros. Apos esse tratamento, com intervalo de uma
semana, os viveiros V1 e V4 foram fertilizados com cama de frango (CF). O fertilizante organico
(CF) ficou dois meses exposto ao sol antes de sua utilizacdo, conforme informagGes obtidas em
campo. Para dar inicio ao ciclo de producdo os quatro viveiros foram abastecidos
independentemente com a dgua do cérrego.

Durante o cultivo, ocorreram mais duas aplicagdes de CF, a primeira ocorreu no final de

outubro e outra no inicio de dezembro.
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Na Tabela 02 estdo descritas as quantidades totais de CaO e CF inseridas em cada um dos

viveiros ao longo do estudo.

Tabela 02 - Quantidades totais de CaO (Kg) e CF (Kg) inseridos nos viveiros.

Viveiros Cal Vlr%ta(rg) (CaO) Camade Izlflgr;go (CF)
1 27 36
2 27 -
3 20 -
4 20 28

*Informagdes obtidas em campo das anotagdes do piscicultor.

Os tratos de racdo foram realizados conforme manejo e anotacdes do proprio piscicultor,
em quantidades estabelecidas de acordo com a quantidade dos peixes e tamanho dos viveiros.
A Figura 06 apresenta as quantidades das racdes (Kg) fornecidas para cada viveiro durante todo
o ciclo de cultivo de tilapias (out/17 a abr/18), representadas pelas barras, e 0s tipos de cada
racao oferecidas, conforme o tamanho e a porcentagem da proteina bruta (PB) indicadas pelas
hachuras.

Nos dois primeiros meses, apds a estocagem dos alevinos, més de out-nov/17, foram
fornecidos quatro tipos de racdo, sendo elas: farelada com PB a 56% (10 dias), extrudada de
tamanho de 1,00 mm (15 dias) com PB a 45% (linhas diagonais), a de 1,7 mm (15 dias) com
PB a 36% e a de 2-3 mm (20 dias) com PB a 40% (linhas horizontais), todas da marca Guabi.
A partir de dez/17 a racdo fornecida, fase de engorda, foi de 5-6 mm com a PB a 32% (linhas
diagonais espacadas), se estendendo até o final do cultivo (150 dias).

Figura 06 - Quantidades de racdes (Kg) fornecidas aos viveiros V1, V2, V3 e V4, ao longo do
cultivo de tilpias.
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3.4 Procedimento de Amostragem de Agua

3.4.1 Preparacdo dos Materiais

Os materiais utilizados para acondicionamento das amostras passaram por preparacao
prévia as coletas. Frascos de vidro ambar, para analises de fluorescéncia e absorcao no UV-Vis,
bem como as garrafas PET, para as analises de Carbono Organico Dissolvido (COD) e Namoniacal
(N-NH3), a qual chamaremos de amonia total, foram lavados em agua corrente com sab&o
neutro. Posteriormente foi adicionado &cido cloridrico (HCI) a 5% nos frascos até completar
todo o volume, permanecendo por um tempo de 24 horas.

Apbs esse procedimento todos os frascos foram lavados novamente em agua corrente por
diversas vezes e por ultimo com &gua destilada. Todos os materiais utilizados em laboratdrio
(bécker, funis, pipetas, seringas, pincas, placas de Petri) passaram pelo mesmo procedimento

de lavagem descrito anteriormente.

3.4.2 Amostragem de Agua em Campo

A amostragem de agua dos viveiros e do cérrego foi realizada mensalmente conforme
cronograma definido, com inicio das coletas em outubro de 2017 e finalizando em abril de
2018, durante um ciclo completo de cultivo das tilapias. Todas as coletas foram realizadas no
periodo da manha, entre 8:30h e 11:30h.

Em campo, foram medidos os pardmetros fisico-quimicos utilizando uma Sonda
Multiparametro YSI em trés pontos diferentes em cada viveiro: 1° ponto - lateral direita do
ponto de entrada da agua, 2° ponto - frente do ponto de entrada da agua e 3° ponto - diagonal
do ponto de entrada da dgua. Para a agua de abastecimento foi medido um ponto no corrego e
0 outro ponto na canaleta que conduzia a agua para dentro dos viveiros. Quanto a coleta da agua
da fonte de abastecimento, priorizou a dgua do corrego.

Amostras de agua foram coletadas o mais distante possivel da borda do viveiro com o uso
de um balde coletor transparente de 60 L. Todas as amostras coletadas em campo foram
conservadas em gelo em uma caixa térmica de isopor, com temperatura até 10° C [65], até serem
transferidas para geladeira no laboratorio de Optica Aplicada (GOA) e do Laboratério de
Materiais Ceramicos Avangados (LMCA) da UFGD.
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Cada amostra foi devidamente identificada e acondicionada conforme a necessidade de
cada analise. Para medidas espectroscépicas as amostras foram acondicionadas em frascos de
vidro ambar de 60 ml e para as amostras de COD foram acondicionadas em garrafas PET de
aproximadamente 500 ml, adicionando de 2 a 3 gotas de acido sulfarico concentrado (H2SO4
P.A.). Obrigatoriamente as amostras coletadas para anélises de COD passaram por filtragens
com filtro-seringa, da marca Analitica, com membrana de PVDF, diametro do filtro de 25mm
e diametro do poro de 0,22um.

Foram também coletadas amostras de agua para medidas de amonia total, as quais foram
acidificadas e preservadas no congelador a 0°C. Ao final da campanha de coletas e medidas
espectroscopicas em laboratdrio, as amostras que estavam congeladas foram levadas para o
Laboratorio Multiusuarios de Equipamentos e Analises Ambientais (LAMEAA) na UTFPR,

para as medidas de COD e aménia total.

3.4.3 Procedimento da Diluicdo da Racéao

O procedimento realizado para a confecgdo da curva de calibragdo da proteina ocorreu
primeiramente definindo um peso (g), sendo de 2,03 gramas da racao para peixe extrudada de
5-6 mm de didmetro, com PB 32%, a qual foi oferecida aos peixes na maior parte do ciclo. Esse
procedimento se baseou nos estudos realizados por Figueiro et al. [20], ou seja, utilizando a
mesma massa e diluicdes.

A racdo foi macerada e pesada em uma balanca analitica (Bioprecisa-FA2104N).
Posteriormente, diluiu-se a ragdo em agua deionizada até obter um volume de 100 ml em um
baldo volumétrico (solucdo concentrada). Em seguida, para uma melhor homogeneidade da
amostra adquirida, foi necessario utilizar uma lavadora ultrassonica digital (SonicClean2PS) de
15 a 25 minutos. A partir disso, obteve-se aliquotas da solucdo concentrada, obtendo 5 dilui¢bes
para confeccdo do grafico.

3.5 Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros fisico-quimicos medidos em campo e em laboratorio, estdo descritos na

Tabela 03 e seus respectivos equipamentos.
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Tabela 03 - Parametros fisico-quimicos e os equipamentos utilizados em campo.

Parametros Fisico-quimicos Equipamentos
pH Sonda Multiparametros Y SI*
Temperatura da agua (°C) Sonda Multiparametros YSI*
Oxigénio Dissolvido (mg.L? Oy) Sonda Multiparametros Y SI*
Condutividade elétrica (uS.cm™) Sonda Multiparametros YSI*
Namoniacal (N-NH3) (mg.L™?) Escpectrofotdmetro Cary 50 (Varian)

Solidos Dissolvidos Totais (TDS) (mg.L™?)  Sonda Multipardmetros YSI*

Transparéncia da dgua (m) Disco de Secchi
*Cedida pelo Laboratorio de Fisico-Quimica da UFGD.

Para a analise do Namoniacal (N-NH3), mg.L™, foi utilizado o método do fenato, em que ha
reacao do hipoclorito com o fenol catalisada por nitroprussiato de sédio, gerando um composto
de coloracdo azul intenso denominado indofenol, o qual é adotado pelo laboratério LAMEAA
da UTFPR. Esses procedimentos de analises estdo de acordo com os apresentados no ‘Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater ’ [30].

Posteriormente fez-se a leitura através do espectrofotometro Cary 50 (Varian), no
comprimento de onda Aans 640 Nm, em triplicata, obtendo uma curva de calibracdo. A partir
dessa curva, obtiveram-se as médias e 0s desvios-padrdo dos resultados das amostras das aguas
dos viveiros e do corrego.

Para o tratamento dos dados utilizou-se o programa Microsoft Office Excel 2007 e o
OriginPro 9.0 obtendo as médias dos pontos amostrados de cada parametro com seus

respectivos desvios-padréo.

3.6 Espectroscopia de Fluorescéncia

Para realizar as medidas espectroscopicas de fluorescéncia, obteve-se a temperatura da

agua de aproximadamente 22°C. As analises ndo excederam o prazo de 03 dias apos a coleta

em campo. Essas medidas foram realizadas nos laboratérios GOA e LECA da UFGD.
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Foram realizadas analises com amostras de agua brutas e filtradas. As amostras brutas sdo
aquelas coletadas diretamente dos viveiros e do cdrrego que os abastecem, e as filtradas as que
passaram por um filtro-seringa (marca Analitica), membrana de PVDF, com diametro do filtro
de 25mm, diametro do poro de 0,22um.

As medidas da Matriz de Excitacdo e Emissdo foram realizadas no espectrofluorimetro
Cary Eclipse, instalado no Grupo de Optica Aplicada da UFGD. Uma cubeta de quartzo com
volume de 3,5 ml e 1 cm de caminho 6ptico foi utilizada na realizacdo das medidas.

Os comprimentos de onda para excitacdo foram realizados na regido de Aexc 200 a 450 nm
com incremento de 5 nm em uma faixa de emisséo de Aem 200 a 700 nm com intervalos de 2
nm. A largura da fenda da excitacdo e emissdo foram ajustadas para 5 nm com uma tensdo de
800V no tubo fotomultiplicador (PMT).

Também foram obtidas amostras das dilui¢Ges e filtragens da racdo, varreduras para a
Matriz de Excitacdo-Emissdo (MEE), obtendo-se assim 0 mapa 3D, sendo a excitacdo entre 200
e 450 nm e emisséo na regido de 200 a 700 nm. Nenhuma correcgéo foi realizada para o efeito
do filtro interno e para os espalhamentos Rayleigh e Raman e, os espectros foram coletados
com o pH obtido em campo. O perfil do equipamento foi checado a partir de medidas de
fluorescéncia de agua deionizada.

A confecgdo dos gréaficos referentes as analises espectroscépicas foi feita com uso do
software OriginPro 9.0. As Matrizes de Excitacdo-Emissédo (MEES) apresentadas nesse trabalho

foram obtidas pelas amostras de agua bruta e filtrada.

3.6.1 Espectroscopia de Fluorescéncia: Espectros Pds Tratamento

As amostras foram submetidas a andlises de varredura no espectrofluorimetro Cary
Eclipse e no espectrofotdmetro ultravioleta visivel (UV-Vis) Varian Cary 50, cujos resultados
combinados a concentracdo de COD e da absorbancia no UV-Vis subsidiaram a elaboracgdo de
matrizes excitacdo-emissao (MEES), a partir da normalizacdo de acordo com McKnight et
al.[22], através do programa Fluorescence Excitation-Emission Matrix Code - FEEMC 2.0,
desenvolvido por Kozak et al. [66] no prelo. Os dados das amostras filtradas e da agua
deionizada foram encaminhados para a equipe que elaborou o programa FEEMC 2.0, e a partir
desses dados foram confeccionadas as matrizes MEE’s corrigidas e normalizadas. Essa
metodologia foi aplicada para comparar as MEE’s corrigidas pelo programa FEEMC 2.0 das

amostras filtradas com as MEE’s que passaram apenas pelo processo de filtragem.
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Considerando-se o grande volume de dados obtidos nesse trabalho e devido as analises
efetuadas no laboratério da UFPR demandarem um longo tempo, optou-se por analisar somente
os dados do viveiro 2, ao longo do ciclo produtivo, para uma comparacao dos espectros MEE’s
tratados por FEEMC com os MEE’s das amostras filtradas, em tempo habil.

Foram quantificados valores de COD, para quantificar a matéria organica presente nas
amostras, as quais foram submetidas ao analisador de carbono orgéanico total TOC-VCPH
Shimadzu instalado no laboratério da UTFPR e por meio de metodologia previamente definida

pelo laboratorio [44].

3.7 Espectroscopia de Absorcéo do Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

A mesma caracteristica das amostras de aguas analisadas na espectroscopia de
fluorescéncia foi também realizada para a absor¢do UV-Vis. O equipamento utilizado para a
analise espectroscopica de absor¢do no UV-Vis foi o espectrofotdmetro Cary 50 (Varian)
instalado no Laboratdrio de Espectrometria e Cromatografia Aplicada (LECA) da UFGD. A
regido espectral adotada variou de 200 a 500 nm com intervalos de 1 nm. As amostras de agua
brutas e filtradas foram medidas por uso de uma cubeta de quartzo, com volume de 3,5 mle 1
cm de caminho Optico. Foram realizadas trés leituras para cada amostra, bruta e filtrada, e

realizada a média para apresentacdo dos resultados.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante o periodo do
estudo. Na Secdo 4.1. sdo apresentados os dados da precipitacdo pluviométrica. A Secéo 4.2
apresenta todos resultados das amostras de agua dos viveiros de criacdo de til&pias e de sua
fonte de abastecimento ao longo de um ciclo produtivo a partir dos pardametros convencionais.
Posteriormente, na Secdo 4.3, sdo apresentados os resultados obtidos a partir da técnica
espectroscopica de fluorescéncia das amostras brutas e filtradas. A Secdo 4.4 apresenta 0s
resultados obtidos pela determinagdo do COD das amostras dos viveiros e corrego, e por fim, a
Secdo 4.5 mostra os resultados obtidos pela espectroscopia de Absorbancia no UV-Vis.

4.1 Precipitacdo Pluviométrica

A precipitacdo pluviométrica na piscicultura ocasiona o aporte de nutrientes e material
particulado existente no ambiente em seu entorno, bem como contribui para a alteracdo das
caracteristicas da agua. Pode contribuir para a diluicdo de substancias organicas e inorganicas
contidas no proprio viveiro [6] e do solo do entorno. A Figura 07 mostra a variagdo da
precipitacdo total ao longo do tempo durante o estudo.

Figura 07 - Variacdo da precipitacdo total (mm) ao longo do tempo nos viveiros, Laguna
Carapa-MS.
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As precipitacfes maximas ocorreram entre 0s meses de dez/17 a mar/18 na regido, com
valores de precipitagdo variando entre 200 a 264 mm (Figura07). O pico maximo de
precipitacdo ocorreu no més de dez/17 atingindo 264 mm, e a minima foi observada no més de

abr/18, ndo excedendo 15 mm.

4.2 Parametros Fisico-Quimicos

Considerando que os pardmetros fisico-quimicos sdo comumente utilizados na rotina de
andlises convencionais da agua de pisciculturas, os resultados foram obtidos em 03 (trés) pontos
de cada um dos viveiros (V1, V2, V3 e V4), com excegdo da dgua de abastecimento, a qual foi
realizada em 02 (dois) pontos, uma no cérrego e outra na calha lonada localizada no entorno
dos viveiros. Ja para amonia, foram realizadas triplicatas, em laborat6rio como ja descrito na
secdo 3.5.

Portanto, as médias dos resultados e seus respectivos desvios-padrdo estdo apresentados
nas Tabelas 04, 05, 06, 07 e 08.

Tabela 04 - Resultados dos parametros fisico-quimicos da fonte de abastecimento.

Meés/ano Out/17 Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18  Abr/18

Parametros

pH 7,63+0,03 7,35+0,01 7,31+0,03 7,240,1 7,1+0,1 7,68+0,04  6,96+0,04
Temp. da agua (°C) 25,7+0,2 22,9+0,1 24,8+0,1 21,4+0,7 24,3+0,5 20,8+0,4 23,9+0,2
0.D. (mg.L'0y) 7,31£0,1 8,0+0,3 6,9+0,4 6,6+1,4 6,9+0,2 8,6+0,2 —*
Cond. elétrica (uS.cm™) | 7,0%0,2 53,2+0,1  56,3+0,7 61+2 51,6+0,4 56,5+0,5 521
Namoniacal (N-NH3) (mg.L?) | 0,04+£0,00 0,03£0,00 0,05+0,01 0,022+0,001 0,020+0,001 0,03+0,01 0,022+0,002
TDS (mg.Lh) 46202  36,1+03 38+1 41,3423 34,1403  40,3+0,1  34,5%0,1
Transparéncia (m) 0,3+0,1 0,3+0,1  0,15+0,01 0,3+0,1 0,3+0,1 0,30,1 0,20,1

* Valor de OD nao foi detectado pela sonda.
Tabela 05 - Resultados dos parametros fisico-quimicos do Viveiro 1.

Més/ano | Out/17 Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18  Abr/18
Parametros
pH 7,89+0,04 6,6+0,3 7,12+0,01 7,410,1 7,11+0,01 7,7+0,1 6,99+0,01
Temp. da 4gua (°C) 26,6+0,1 24,6x0,1 27,5%0,1 29,23+0,03  25,47+0,03 20,5+0,1 24,33+0,03
O.D. (mg,L'loz) 5,90+0,05 8,210,1 4,97+0,15 3,540,3 3,0£0,2 4,1+0,2 1,6£0,7

Cond. elétrica (uS.cm') | 10,6+0,0 60,2+1,1 62,8+£1,3 66,6+0,8 56,5+0,5 60,3+1,2 55,3+0,3
Namoniacal (N-NH3) (mg.LY)| 0,02+0,05 0,01+0,01 0,064+0,001 0,021+0,002 0,024+0,003 0,11+0,01 0,15+0,05
TDS (mg.L™?) 7,00+0,03  39,9+0,7 34,5+0,5 39,9+0,3 37,1+0,1 41,6x1,1 37,3+0,2
Transparéncia (m) 0,41+0,02 0,34+0,01 0,5+0,1 0,40+0,01 0,43+0,01  0,31+0,02 0,31%0,01
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Tabela 06 - Resultados dos pardmetros fisico-quimicos do Viveiro 2.

Més/ano | Out/17 Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18
Pardmetros
pH 7,95£0,04  7,440,2 6,8+0,1  7,01+0,05 6,80,1 7,73+0,01  6,95+0,03
Temp. da agua (°C) 26,7#0,1  252+0,1  26,9+0,1 28,93+0,03 25,61+0,01 20914001 24,901
0.D. (mg.L10O2) 7,01+0,08 7,5+0,2 5,3+0,3 3,9+0,6 2,5+0,1 3,50,2 0,50+0,05
Cond. elétrica (uS.cm™) | 7,4#0,1 63,635 56,8+0,7 61,3+0,6 56,4+0,2 57,315  554%0,1
Namoniacal (N-NH3) (mg.L™%) | 0,04+0,01 0,021+0,003 0,14+0,01 0,022+0,003 0,025+0,003 0,10+0,03  0,12+0,03
TDS (mg.L™?) 4,840,1 36,2432  37,4+0,7 36,8402  36,40+0,01  39,9+11 35502
Transparéncia (m) 0,5¢0,1  053x0,02  0,40,1  0,48+0,01  053+0,01  0,37+0,05 0,31+0,02
Tabela 07 - Resultados dos parametros fisico-quimicos do Viveiro 3.

Més/ano | Out/17 Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18  Abr/18
Parémetros
pH 7,7+0,1 7,1+0,1 6,94+0,01  7,13+0,01  6,95%£0,01 7,65+0,02 6,7+0,1
Temp. da &gua (°C) 26,5+0,1 24,7+0,1  27,61+0,02 28,93+0,03 25,11+0,01 20,31+0,02 24,4+0,1
0.D. (mg.L10>) 6,76£0,03  7,4£0,1 41$0,1  418:004 23201  3,9:01  30£13
Cond. elétrica (uS.cm™) | 7,240,1 5315 59+8 59,6+0,4 53,8#0,3  57,7%0,7 55,705
Namoniacal (N-NH3) (mg.L%) | 0,03+0,01 0,023+0,003 0,13+0,01 0,025+0,002 0,05+0,01 0,11+0,01 0,22+0,02
TDS (mg.L?) 4,70,1 38+2 43+2 35,9+0,2 34,7+0,2  40,3t0,4  36,440,8
Transparéncia (m) 0,61+0,05 0,58+0,02 0,39+0,02 0,50+0,02  0,49+0,02 0,38+0,02 0,40+0,01
Tabela 08 - Resultados dos parametros fisicos e quimicos do Viveiro 4.

Més/ano | Out/17 Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18  Abr/18
Parémetros
pH 7,04+0,04 7,420,1 7,04£0,01  7,06£0,02  7,01+0,0 7,70+0,01 6,86+0,01
Temp. da 4gua (°C) 27,3+0,1 23,9+0,1 27,3+0,1 28,6+0,1  2512+0,01 20,3%0,1  24,4+0,1
0.D. (mg.L10y) 4,3+0,2 8,16+0,01 4,3+0,1 2,724¢0,04  1,79+0,01  3,80,1 —*
Cond. elétrica (uS.cm?) | 8,110,02 5612 63,8+£1,3 60,210,1 54,510,1 56,7£0,9 54,3%0,2
Namoniacal (N-NH3) (mg.L™) | 0,09+0,01 0,021+0,002 0,07+0,01 0,021+0,003 0,08+£0,01 0,12+0,03 0,17+0,04
TDS (mg.L?) 541+0,01 43,8453 37,5£1,9  36,41+0,01 3511+0,01 40,1402 37,11+0,01
Transparéncia (m) 0,50+0,01 0,5£0,1 0,50+0,02  0,51+0,01 0,52#0,01 0,42+0,01 0,42+0,01

* Valor de OD néo foi detectado pela sonda.

Um intervalo de 6,0 a 9,0 para valores de pH é considerado ideal para o cultivo de peixes

[5-7,45,46,63]. Observando as médias obtidas para o pH, observa-se que todos os viveiros

apresentam valores considerados 6timos durante todo o periodo de cultivo. Valores abaixo de

4 e acima de 11 sdo considerados letais para os peixes [6]. O aumento de pH (> 9,0) pode

representar um aumento da toxicidade da amoénia ndo ionizada (NHs3) presente na agua,

proveniente da decomposicao de matéria organica, racdo, excrementos, entre outros [67].
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Como pode ser observado, os valores de pH nédo se apresentaram superiores a pH 9, e
conforme Pereira et al. [50] a forma geralmente encontrada para essa condi¢do é da aménia
ionizada, NH4*, ou seja, a forma ndo toxica para os peixes. Esteves [51] afirma que elevadas
taxas de excrecdo dos organismos, associados ao baixo aproveitamento de ragdes, 0s quais
entram no processo de decomposicdo, alta variabilidade de pH e altas temperaturas da agua,
devido as baixas profundidades dos tanques, formam um conjunto de fatores favoraveis a
producdo de amdnia, gerando prejuizos no empreendimento.

De acordo com Sant’Ana de Faria et al. (CODEVASF) [5], em relacdo a temperatura da
agua, o ideal para o desenvolvimento dos peixes tropicais em viveiros de engorda esté entre
25°C e 32°C, acima desse valor, até 35°C, por exemplo, hd uma reducdo no consumo de
alimento, e abaixo de 18°C praticamente param de se alimentar. Ja para SipaUba-Tavares [6],
temperaturas da agua do viveiro entre 30 e 35°C sdo toleraveis pelos peixes, mas acima de 35°C
comprometem a vida aquéatica. Observando os resultados obtidos da temperatura da agua dos
viveiros do estudo, na maioria dos meses do cultivo, manteve-se dentro do intervalo
recomendado como Otimo. Pequenas variacfes foram observadas, sendo 20,31+0,02°C o
minimo para Vs e V4 no més de mar/18 e 29,23 + 0,03 °C o maximo para V1 no més de jan/18,
no entanto, esses valores ainda estdo muito préximos dos extremos considerados como 6timos
para a temperatura.

Os resultados obtidos de oxigénio dissolvido (OD) nos viveiros estudados séo
considerados satisfatdrios apenas no inicio do cultivo até dez/17. A partir do més de jan/18 as
concentragdes comecam a diminuir significativamente. Conforme alguns autores [5-
7,45,46,48] os valores aceitaveis para OD, indicam que acima de 5 mg.L™ O, s&o ideais para a
criagdo dos peixes tropicais; valores entre 1 e 5 mg.L™ O, o0s peixes sobrevivem, porém, pode
ocorrer uma diminuicdo na taxa de seu crescimento se essa condicdo ocorrer por tempo
prolongado; ja valores abaixo de 1 mg.L™* O, s&o considerados letais se a exposicdo dos peixes
a essa condicdo for prolongada [48,68]. A concentracdo de OD na agua pode sofrer drastica
reducdo quando aumenta consideravelmente a concentracdo de material em suspensao na agua,
apos intensas precipitacdes e dos sistemas de drenagem que direcionam esses materiais para
lagos, represas e rios [55].

Considerando que o sistema de cultivo desse estudo se apresenta com caracteristicas de
ambientes semelhantes a de um reservatorio, observa-se a diminuicdo da concentragdo de OD
nos viveiros ao longo do ciclo, tornando elevada a demanda por OD, principalmente ao final

do cultivo, quando os peixes estdo adultos [47,48].
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Um outro problema que pode estar associado a deple¢do do OD levando a anoxia do
sistema é a concentracdo da matéria organica dissolvida (MOD), conjuntamente com a luz solar,
também afeta a disponibilidade e distribuicdo de oxigénio [51]. Foi constatado no corrego que,
para esse mesmo parametro, as condi¢des foram satisfatorias, com concentraces de OD entre
6,0 € 8,0 mg.L? O . Essas concentragdes podem aumentar devido & turbuléncia na dgua, o que
gera maior troca de oxigénio do ar e da agua [69].

Vaérios fatores podem influenciar a composi¢do idnica dos corpos d’agua, como: a
geologia da area de drenagem, geologia da bacia de acumulacédo do lago e regime de chuvas e
a condutividade elétrica também pode trazer respostas dos nutrientes em ambientes aquéaticos
[51]. Conforme Sipauba-Tavares, 2013 [6] e 1994 [7], valores elevados de condutividade
elétrica indicam alto grau de decomposicdo, ja valores reduzidos sdo caracteristicas de
acentuada producdo primaria, sendo, portanto, uma maneira de avaliar a disponibilidade de
nutrientes nos ecossistemas aquaticos. Em viveiros de piscicultura, valores proximos a 70
uS.cm™ sdo ideais para a manutencéo e producéo dos viveiros [70].

Observando esse parametro nota-se que todos 0s viveiros se apresentam com os valores
de condutividade elétrica préximos ao considerado ideal para o cultivo a partir de nov/17. No
més de out/17 foi registrado um resultado diferente em relagdo aos outros meses para todos 0s
viveiros, com valores entre 7 e 8,1 uS.cm™. Pode-se observar que ao longo do tempo a
condutividade elétrica média da fonte de abastecimento acompanhou a mesma variagdo em
relagdo aos viveiros, com a minima 7,0+0,2 uS.cm™ e a maxima apresentando 61,0+2,0 uS.cm’
1.

Analisando as concentragdes referentes a Namoniacal, ODServa-se que, ao longo dos meses,
em sua maioria, os niveis de sua concentracao nas aguas dos viveiros apresentam-se adequados
para o cultivo. Conforme Sant’Ana de Faria et al [5] e Leira et al. [52], concentra¢Bes abaixo
de 0,05 mg/L NHs sdo considerados indicados para criagdo de peixes tropicais. Para Corréa
(EMBRAPA) [71] as concentraces de ambnia em viveiros, entre 0,05 e 0,5 mg.L™?, acarretam
alteracOes patoldgicas nos peixes e retardam seu crescimento.

As Tabelas 05 e 06 mostram as concentracdes de amonia dos viveiros Vi e V2, onde em
V1 as maiores concentracdes foram nos meses de mar/18 e abr/18: 0,11+0,01 e 0,15+0,05
respectivamente, e para V2 nos meses de dez/17 e abr/18: 0,14+0,01 e 0,12+0,03
respectivamente. Ja os viveiros Vs e V4 (Tabelas 07 e 08) apresentaram maiores concentracoes
de amonia em abr/18 para ambos, sendo de 0,22+0,02 e 0,17+0,04 respectivamente. Porém,
como o pH néo apresentou valores acima de 9, pode-se dizer que a forma ionizada (ndo toxica)

€ a que permaneceu na dgua dos Viveiros.
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Os resultados de TDS (So6lidos Dissolvidos Totais) aumentaram em todos os viveiros do
inicio do cultivo (out/17) para os meses subsequentes, porém estiveram com a média entre
4,7+0,1 (minimo) e 43,8+5,3 (maximo). E notavel que os resultados de TDS acompanham a
variacdo da condutividade elétrica ao longo do cultivo em todos os viveiros. O mesmo pode ser
observado para a fonte que os abastece. Nos viveiros e corrego, o TDS apresenta valores mais
baixos, devido a ndo ocorréncia de precipitagdo nos dias que antecederam a coleta e no dia da
coleta do més de out/17.

Ao longo do cultivo a transparéncia da dgua em todos 0s tanques mantiveram-se entre
0,30 e 0,60 m. Na avaliagcdo em campo, a &gua dos Viveiros se apresentava com uma cor marrom
levemente esverdeada. Isso pode ter relagdo com a localizagdo dos viveiros, pois estdo muito
préximos as plantacGes, facilitando a entrada de materiais do solo pela acdo dos ventos e da
chuva. Conforme Mercante et al [46] o valor adequado para manter uma boa qualidade da agua
nos viveiros de piscicultura é em torno de 0,40 m. Porém, conforme Corréa [71], para tilapia o
ideal € que a transparéncia fique em torno de 0,30 a 0,50 m. Ja para Sant”Ana de Faria et al. [5]
o ideal para criacdo de peixes fica entre 0,30 e 0,60 m indicando a quantidade adequada de
plancton (agua levemente esverdeada).

Ao longo do cultivo a transparéncia da agua em todos os tanques mantiveram-se entre
0,30 e 0,60 m. Na avaliacéo visual, em campo, a &gua dos viveiros se apresentava com uma cor
marrom levemente esverdeada. Isso pode ter relagdo com a localizacéo dos viveiros, pois estdo
muito proximos as plantacdes, facilitando a entrada de materiais do solo pela acdo dos ventos
e da chuva. Importante ressaltar que, com a utilizacdo inicial (out/17 e dez/17) do adubo
organico (CF) nos Viveiros 1 e 4, ndo foram observadas alteracdes significativas nos parametros
fisicos e quimicos analisados.

Como a principal atividade da propriedade desse estudo € a agricultura, com producéo de
soja e milho, nela sdo utilizados agrotéxicos, herbicidas e inseticidas ndo descartando a
possibilidade de interferéncia desses componentes toxicos na agua do corrego e,
consequentemente, na agua dos viveiros. Além disso, a agua do corrego e dos viveiros podem
ter outras influéncias como, por exemplo, a descarga dos efluentes dos viveiros existentes na
propriedade vizinha, localizada a montante do local do estudo. Outro fator que pode influenciar
a qualidade da 4gua em questéo, é da grande guantidade de solo advindo do pisoteamento do
gado na Area de Preservacio Permanente (APP) do referido corrego, proximo a éarea de

nascente, também localizada a montante do ponto de coleta.
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Por fim, as precipitagdes que ocorrem na regido, também podem influenciar as alteracoes
na qualidade da &gua, pois materiais e substancias diversas, proveniente da rodovia e do proprio
solo do entorno, séo carreados para dentro do cdrrego e viveiros. Portanto, todos esses fatores
possivelmente podem ter contribuido com as alteracdes dos parametros fisicos e quimicos da

agua do corrego e, consequentemente, dos viveiros.

4.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

Por meio da técnica da espectroscopia de fluorescéncia obteve-se mapas 3D que
apresentaram algumas regides importantes referentes aos componentes da agua, ao longo de
um ciclo de cultivo das tilapias em viveiros. Observam-se nas Figuras os graficos de
fluorescéncia, mapas 3D das MEEs, das amostras de aguas brutas do corrego, nomeadas por
CoB e dos viveiros, nomeadas por V1B, V2B, V3B e V4B, respectivamente. E importante
ressaltar que a agua que abastece 0s viveiros € proveniente do cdrrego percorrendo
aproximadamente 1,5 km até o ponto de coleta (CoB).

Nota-se, das Figuras 08 a 12 que os mapas 3D das amostras de agua bruta coletadas do
corrego tém caracteristicas muito semelhantes aos mapas da agua bruta coletada dos viveiros,

uma vez que apresentam emissdes nas mesmas regiodes.
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Figura 08 - Gréficos 3D - Matriz de Excitacdo-Emissdo do corrego, amostras brutas (CoB) entre
0S meses de out/17 a abr/18.
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Figura 09 - Gréficos 3D - Matriz de Excitacdo-Emissdo do Viveiro 1, amostras brutas (ViB)

entre os meses de out/17 a abr/18.

450 450

V1B_Out/17 V1B_Nov/17

450,0
425,0
400,0
375,0
350,0
325,0
300,0
275,0
250,0
700 225,0
200,0
175,0
150,0
125,0
100,0
75,00
50,00
25,00
0,000

375 375

300 300

Excitagdo (nm)

V1B_Dez/17 V1B _Jan/18

Excitagdo (nm)

V1B _Fev/18 V1B_Mar/18
450,0

425,0
400,0
375,0
350,0
325,0
300,0
275,0
250,0
225,0
200,0
175,0
150,0
125,0
100,0
75,00
50,00
25,00
0,000

Excitacdo (nm)

700

Emissao (nm)
V1B_Abr/18

Excitagdo (nm)

Emissdo (nm)



64

Capitulo 4 — Resultados e Discussdes

Figura 10 - Graficos 3D - Matriz de Excitacdo-Emissdo do Viveiro 2, amostras Brutas (V2B)
entre 0s meses de out/17 a abr/18.
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Figura 11 - Graficos 3D da Matriz de Excitacdo-Emissdo do Viveiro 3, amostras brutas (V3B)

entre os meses de out/17 a abr/18.
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Figura 12 - Graficos 3D da Matriz de Excitacdo-Emissdo do Viveiro 4, amostras brutas (V4B)
entre os meses de out/17 a abr/18.
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Analisando as Figuras 08, 09, 10, 11 e 12 observamos que o sinal de fluorescéncia das
amostras de &gua bruta do cérrego (CoB) e viveiros (V1B, V2B, V3B e V.B) foi caracterizado
pela prevaléncia da regido 2 e 2’ (ver Figura 02). A IF dessas regides 2: Aex/ Aem < 250/400-
500 nm e 2’: kex/Aem 300-350/400-500 nm indicam a presenca de substancias humicas, as
quais, conforme Coble [15] e Coble et al. [38], sdo atribuidas pelos Picos A e C
respectivamente. A regido 2 apresenta um pico mais intenso com IF maior que a regido 2’, a
qual possui uma menor IF, mas ambas sdo caracterizadas pelas substancias humicas, de material
pedogénico [15,38]. Sendo a regido 2, referente as substancias humicas, consistente nas
amostras brutas, e com alta intensidade de fluorescéncia, pode-se considerar que, ndo se
descarta a possibilidade de a referida regido apresentar interferéncias como o espalhamento em
virtude de particulados existentes nas amostras ou do proprio sinal de luminescéncia do
equipamento ou por suas caracteristicas utilizadas para as medi¢Ges desse componente.

Nota-se ainda que, diferente do corrego, 0s mapas 3D de todos 0s viveiros comecam a
apresentar nitidamente a partir do més de janeiro, a emissdo atribuida as regides 1 e 1°,
componentes proteicos que podem ser advindos da racdo [19]. Os viveiros 2 e 3 foram os que
apresentaram emissdes mais intensas e duradouras referentes a essa regido, enquanto o viveiro
4 apresentou essa emissao evidente somente no més de janeiro.

A sobreposicdo observada para as emissdes nas regides 1’ e 2 dificulta a identificacdo de
componentes especificos obtidos das amostras de dgua bruta. Uma alternativa utilizada como
solucdo é a aplicacdo da filtragem que permitiu distinguir mais componentes de interesse.

As Figuras 13, 14, 15, 16 e 17 apresentam os graficos de fluorescéncia dos mapas 3D das
MEEs das amostras de &gua filtradas do corrego de abastecimento, CoF, e dos viveiros ViF,
V2F, V3F, V4F, respectivamente, ao longo do tempo de cultivo (out/17 a abr/18).
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Figura 13 - Gréficos 3D da Matriz de Excitacdo-Emissdo do Corrego, amostras filtradas (CoF)
entre os meses de out/17 a abr/18.
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Figura 14 - Graficos 3D da Matriz de Excitacdo-Emissao do Viveiro 1, amostras filtradas (V1F),
entre os meses de out/17 a abr/18.
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Figura 15 - Graficos 3D da Matriz de Excitagdo-Emissdo do Viveiro 2, amostras filtradas (V2F),

entre os meses de out/17 a abr/18.
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Figura 16 - Graficos 3D da Matriz de Excitagdo-Emissdo do Viveiro 3, amostras filtradas (V3F),

entre os meses de out/17 a abr/18.
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Figura 17 - Graficos 3D da Matriz de Excitagdo-Emissdo do Viveiro 4, amostras filtradas (V4F),
entre os meses de out/17 a abr/18.
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De maneira geral, nota-se que, apés filtragem, os mapas 3D de todas as amostras
apresentaram intensidades menores de fluorescéncia, em relacdo as regides 2 e 2’ e, as regioes
de interesse se mostraram mais bem definidas quando comparadas aos mapas 3D das amostras
brutas. Observa-se nas Figuras 13 a 17 que, a regido 2°, Aex/Aem 300-350/400-500 nm apresenta-
se mais intensa apoOs tratamento, uma regido mais clara, porém menos intensa quando
comparada a outras regides 1 e 1°. A regido 2’ foi observada nos trabalhos de Hambly et al [19]
e Carstea [13], nomeada como Pico C, sendo a regido de fracdes compostas de matéria organica
representadas também pelas substancias humicas [27,38].

Evidencia-se ainda, apos filtragem, regiGes distintas dos espectros das amostras brutas
desde o inicio do cultivo. As maiores intensidades nas Figuras 13 a 17 foram observadas para
a regido 1, com comprimento de onda de Aex/Aem ~ 225/300-350 nm que, conforme Kramer et
al [14], sdo substancias semelhantes a proteina do tipo tirosina (nomeada como Pico B, Aex/Aem
225/310 nm). Sabe-se que proteinas do tipo tirosina podem compor estruturas menos
complexas, com caracteristicas mais labeis, sendo observada em diferentes sistemas aquaticos,
com pequenas alteragdes em comprimentos de onda (Aex/Aem) [4,11,12,13,15,19]. Ja a regido 1°,
representada por comprimentos de onda em Aex/Aem 280/340 nm, também pode ser atribuida as
substancias proteicas, porém, do tipo triptofano [12,15,17,19,20].

Em se tratando dos mapas 3D da agua do cérrego (CoF), nota-se que, apds a filtragem, o
mesmo também apresenta emissdes evidenciadas nas regides de interesse, principalmente as
relacionadas aos componentes proteicos, regides 1 e 1°, e que se assemelham aos espectros dos
viveiros (ViF, V2F, V3F e V4F) ao longo do ciclo produtivo.

Uma hipétese que precisa ser ressaltada, quanto ao corrego, é o fato de sofrer influéncias
do entorno, pois existem alguns tanques de piscicultura muito préximas a sua nascente,
localizados na propriedade a montante do ponto de coleta no corrego. Porém, ndo ha informacéo
sobre 0 manejo realizado pelo proprietario desses tanques. Mas, possivelmente, ocorre a troca
da &gua desses tanques, e todas as substancias e materiais provenientes dos tanques séo lancados
no corrego, o que contribuird para a presenca das substancias proteicas (regifes 1 e 1°) no
corrego, observados nos espectros da Figura 13. Isso pode indicar fortemente a presenca de
racdo dissolvida proveniente da piscicultura vizinha, localizada a montante do ponto de coleta
do corrego.

Uma outra observacdo é que com a adic¢do de adubo orgénico (cama de frango) na fase
inicial do cultivo, ndo evidenciou qualquer alteracdo significativa nas intensidades de

fluorescéncia das regides de interesse.
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Porém, analisando a relagdo da introdugéo da ragéo ao longo do tempo (Figura 06), notou-
se que, no més de jan/18 ocorreu um aumento significativo de oferta, o que certamente pode ter
contribuido para o aumento das substancias proteicas nos viveiros, consequentemente,
aumentando a intensidade de fluorescéncia nas regides 1 e 1°. Diante do exposto, foi
considerada a necessidade de uma avaliacdo mais detalhada sobre as emissGes possiveis da
racdo diluida em agua.

Portanto, de modo a avaliar a resposta fluorescente dos componentes da racédo utilizada,
principalmente com relagcdo aos componentes proteicos (triptofano e tirosina), fez-se a diluicéo
da racdo com PB 32%, utilizada por mais tempo no ciclo produtivo, em &gua deionizada. A
Figural8 apresenta a MEE da diluicdo bruta e filtrada da racdo de 5-6mm de didmetro com PB
32%, ofertada durante a fase de engorda dos peixes. O mapa 3D representa o resultado da
solugdo de menor concentragéo (0,4 g.L™?) utilizada, nos quais identificam-se duas regides dos

componentes proteicos: Triptofano em Tz e T», e Tirosina em B e Ba.

Figura 18 - Mapa 3D - Matriz de Excitagdo Emissdo da racdo extrudada, com PB 32% (5-6mm),
diluida em &gua deionizada
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Conforme o mapa 3D de referéncia (vide Figura 02), observa-se a presenca
predominante das regifes 1 e 1> em ambas as amostras de racdo, bruta e filtrada (Figura 18). A
regido 1, mais intensa, € relacionada a substancias semelhantes a proteinas do tipo tirosina [20].
Porém, como mencionado anteriormente, Bridgman et al, [17] pontua dois pares de
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo, tanto para a tirosina (B1 e B2) quanto para o
triptofano (T: e T2). Nitidamente podemos observar a separacdo dessas regioes nos espectros

das racdes bruta e filtrada, porém, com maior evidéncia apds filtragem.
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Com base nos espectros da racéo, podemos inferir que os espectros das dguas dos viveiros
sofrem influéncia da ragéo utilizada, principalmente nas regides de comprimentos de onda
associados aos componentes proteicos, tirosina e triptofano. Figueiro et al. [20] mostrou que ha
uma forte relacdo da racdo na agua de sistemas de cultivo de tilapias em tanques lonados,
sugerindo ainda, a possibilidade de quantificar a presenca de proteina na &gua através do
monitoramento da emissao referente ao triptofano T1, mesmo sem a filtragem, apresentando
uma intensidade de fluorescéncia linear em funcéo de sua concentracdo na agua.

A Figura 19 apresenta as respostas das IF em fungédo da concentracdo de racdo na agua
deionizada para cinco diferentes concentracdes variando de 0,4 a 2,03 g.L™ para o triptofano
T1 das amostras diluidas brutas (B) e filtradas (F) em T1B e T1F: Aex/Aem 280/340 nm.

Figura 19 - Resposta da Intensidade de Fluorescéncia da proteina do tipo triptofano T1B e T1F
(hex/hem 280/340 nm) para diferentes concentracBes de racdo diluida em &gua deionizada. A
linha pontilhada € um guia para os olhos.

10004 T,B: Aex/em 280/340nm . . 10004 T,F: Aex/em 280/340nm - .
800 o 800- -
S 600 s 600
3 . :
LL 400 400- .
'y ol
200 2001
0 T T T T T 0 T T T T
00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25
Concentracdo (g.L ™) Concentracdo (g.L™)

Observa-se a dependéncia linear da emissdo fluorescente para o triptofano T:B e T1F
(hex/hem 280/340 nm) em funcdo da concentragdo de ragcdo em agua deionizada. Mesmo apos a
filtragem, a dependéncia permanece linear, com um aumento das intensidades. Sabendo que a
racdo € o maior contribuinte para a emissdo da proteina presente na dgua dos viveiros, esse
resultado indica uma nova possibilidade de quantificar a proteina disponivel no meio, estando
em perfeito acordo com nosso trabalho prévio realizado em tanques lonados para o cultivo de
tilapias [20].

Segundo Hambly et al, [19] a MOD extraida da racao oferecida aos peixes também ¢é
caracterizada por uma alta intensidade de fluorescéncia na regido UV, com um pico UVA em

hex/ Aem 280/340 nm, de acordo com o presente trabalho e nosso trabalho prévio [20].
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Portanto, podemos dizer que a ragdo dissolvida na agua dos viveiros pode contribuir
fortemente com a fluorescéncia na regido do triptofano T1, como visto na Figura 18.

Com base O segundo par de emissdo para o triptofano foi identificado nos mapas 3D
como T2, com comprimentos de onda em Aex/Aem 225/350 nm. A curva de IF versus
concentracdo de reacdo foi obtida nas mesmas condigdes aplicadas para T1. Na Figura 20 é
possivel verificar as respostas das intensidades das dilui¢des brutas e filtradas para o triptofano

T2 em funcéo de diferentes concentrages.

Figura 20 - Resposta da Intensidade de Fluorescéncia da proteina do tipo triptofano T2B e T2F
(hex/hem 225/340 nm) para diferentes concentragdes de racdo diluida em agua deionizada.
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Observa-se na Figura 20 que o comportamento das IFs do triptofano T» € visivelmente
diferente do tipo T1, com o aumento da concentracdo (g.L) da ragdo na &gua, a IF satura
rapidamente, ndo apresentando uma resposta linear com a concentragao para T2. Isso demonstra
que, se utilizada concentragdes menores que 0,4 g.L, o comportamento da IF T2 poderia se
apresentar linearmente as baixas concentracdes. No entanto, com base nesses resultados, o
componente Ty para o triptofano apresenta-se como um melhor indicador para 0 monitoramento
de proteina na &gua.

No sentido de observar o comportamento das substancias proteicas do tipo tirosina, B1 e
B> detectadas nas amostras da agua da piscicultura, sdo apresentadas nas Figuras 21 e 22
respostas das IF da tirosina, tanto das dilui¢cGes brutas (B1B e B2B) quanto as filtradas (B1F e
B2F) nos comprimentos de ondas para Bi1: Aex/Aem 225/320 nm € Bo: Aex/Aem 275/310 nm.
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Figura 21 - Resposta da Intensidade de Fluorescéncia da proteina do tipo tirosina B:B e BiF
(hex/hem 225/320 nm) para diferentes concentragdes de racdo diluida em agua deionizada.
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Observa-se que o comportamento da tirosina do tipo B1B com a concentragdo néo € linear,
e B1F apresenta-se saturado, ou seja, ndo sendo possivel mensurar um valor de concentracdo
em funcédo da IF da tirosina de maneira confiavel para essas concentracdes e intensidades de
fluorescéncia apresentadas na Figura 21.

A saturacdo da IF tanto para T. (Figura 20) quanto para B: (Figura 21) versus
concentragdo (g.L™) ocorreu devido as elevadas concentrag@es das diluicdes propostas e a alta
tensdo da fotomultiplicadora utilizada para a leitura do espectrofluorimetro. Portanto, nessas
condicdes apresentadas ndo foram possiveis considera-las confiaveis e adequadas para o

monitorar 0s componentes proteicos dos tipos T2 e B1 na agua bruta e filtrada.

A curva construida para o outro par da tirosina, do tipo B> esta apresentada na Figura 22
como bruta (B2B) e filtrada (B2F).
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Figura 22 - Resposta da Intensidade de Fluorescéncia da tirosina B2B e B2F (Aex/Aem 275/310
nm) para diferentes concentracdes de racao diluida em agua deionizada.
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Observou-se na Figura 22 uma tendéncia mais linear da correlacdo entre a IF e a

concentracdo da proteina do tipo tirosina B2B. quando comparada a B2F. Porém, a tirosina B2F

apresenta-se com uma IF maior do que a B2B. Portanto, a tirosina B> pode ser utilizada como

outro indicador de proteina na concentracdo da agua de piscicultura.

Informacdes detalhadas sobre as regides de interesse 1, 1’ e 2 nas amostras de agua dos

viveiros, seguem apresentadas nos graficos das intensidades de fluorescéncia confeccionados

nos comprimentos de onda especificos de cada regido, de modo a acompanhar a evolucgéo dessas

emissdes ao longo do ciclo produtivo da piscicultura com cultivo de tilapias.

A Figura 23 A e B apresenta o comportamento da IFPro, triptofano T1, para amostras de

agua bruta e filtradas, respectivamente. Os resultados obtidos para os viveiros e corrego sao

apresentados ao longo do tempo de cultivo.

Figura 23 - Intensidade de Fluorescéncia de Proteina (IFPro _Ti1: Aex/Aem 280/340 nm), das
amostras de: A) agua bruta e B) agua filtrada dos viveiros e do cérrego ao longo do tempo.
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Observando a Figura 23, nota-se que a IFPro_T1 manteve-se praticamente constante nos
primeiros trés meses de cultivo, tanto para amostras de dguas brutas como filtradas. A partir de
jan/18, ocorreram variagGes na IFPro_Ti, sendo mais intensa em V2 no més de jan/18, em
concordancia para as amostras bruta e filtrada (V2B e V2F). Lembrando que a oferta de ragédo
teve um aumento significativo no més de jan/18 (Figura 06), podemos afirmar que o aumento
da IFPro_T; em todos as amostras de agua bruta (Figura 23 A) se deve a esse fato. Relembrando
ainda que, os viveiros 1 e 4 receberam adubacéo de cama de frango (CF) no primeiro més de
cultivo (out/17), porém nenhuma influéncia dessa adubacdo na IFPro_T1 pode ser observada
nas amostras brutas ou filtradas, o que também pode ser observado nos resultados obtidos dos
pardmetros fisico-quimicos.

Outra consideracdo importante deve ser feita com relacdo a precipitacdo nos meses de
dez/17 a mar/18, nos quais ocorreram precipitacbes acima de 200 mm para todo esse periodo,
e naturalmente o material pedogénico do entorno pode ter sido carreado para dentro do cérrego,
contribuindo para a suspenséo de sélidos bem como da matéria organica existentes no corpo
d’agua.

Ademais, no més de margo observa-se um aumento da IFPro_T1 somente para o viveiro
3 (V3B e V3F), enquanto os demais viveiros apresentaram comportamentos semelhantes e com
intensidades bem menores de IFPro_T1, porém, ndo foi possivel fazer correlacdo dessa variagdo
com a oferta de racéo nesse periodo.

A segunda emisséo do triptofano, o T2 (Aex/ Aem 225/340 nm), é apresentada na Figura 24
A e B, em que as intensidades IFPro_T» das amostras das aguas brutas e filtradas dos viveiros

e do cdrrego sdo consideradas ao longo do tempo.

Figura 24 - Intensidade de fluorescéncia de proteina (IFPro_T2: Aex/Aem 225/340 nm), das
amostras de A) agua bruta e B) agua filtrada dos viveiros e do cérrego ao longo do tempo.

-® VIB|}A_225/340nm A -® VIF B
10004/ 5 vop| Mevem I 1000l 75 VaE] Aoy 225/3400M R )
- A V3B I N - A V3F ,‘\ ’y
-¥ V4B ' ‘\ AN -¥ V4F I’ R o
- - 1 ’
800 4 CoB II \\ I' “ 800- & CoF )2 \ | \‘
1 \ . \ N ’ \
o~ 1 \ 7 \ 117 \\ \ 1 1
1 1 \ ' \
|_| 600+ ' - : \,I “ ° 6004 III \ II \‘
- N, 1
8 II | g ,I\\\ v " \ ‘,\ '¢¢"'
o o, A ,‘: " A ‘\ rN - A
. AN . ~ o _ R _
L 4004 AP 400+ FEOLEEES SOEE RAEE
’ Al "] \ ‘. v - S o _-
! \ \ » ‘— - R
2 B S Eeal n gzt
200+ '*~/Z‘~-f-(.' S 2004 = ,:7‘ v
o, >_“,__-‘_ Pid . _\_:’ L%7
x’_,_ b4 C - - v < . *’
0 T T T T T T T T T T T T T T
Out/17 Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18 Out/17 Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18
Més/Ano Més/Ano




80

Capitulo 4 — Resultados e Discussdes

Observa-se que as amostras brutas (IFPro_T> A) possuem um comportamento inicial
menos intenso em relagdo aos meses subsequentes a dez/17. Em jan/18, V1B e V2B apresentam-
se mais intensos com relacdo aos demais pontos, e V3B apresenta-se uma maior IFPro_T> em
mar/18 decaindo em abr/18, ao contrario de V2B, o qual aumenta ao final do ciclo produtivo.

J& para amostras de &gua filtrada, as intensidades IFPro_T, F apresentam um aumento
gradual e mais intenso ao longo dos meses. Em jan/18, V2F e CoF apresentaram intensidades
maiores comparado com outros meses e com relacao aos outros pontos. J& em mar/18, VsF foi
destague com intensidades superiores aos demais meses. No entanto, como visto anteriormente
na Figura 20, a resposta da IFPro_T, em funcdo da concentragdo de racdo ndo € linear o que
dificulta uma andlise confidvel, visto que em baixas concentracBes sua intensidade satura
rapidamente.

Ainda, com o objetivo de apresentar separadamente as regides relacionadas as substancias
semelhantes a proteina, a Figura 25 A e B mostra as intensidades das substancias do tipo
tirosina, do tipo B1, com comprimentos de onda especificos em Aex/Aem 225/320 nm, para
amostras de agua brutas e filtradas, respectivamente.

A Figura 25 mostra que a tendéncia das intensidades de fluorescéncia das amostras brutas
IFPro_B1 A) dos viveiros e cérrego ao longo do tempo se apresentam menores em relacdo as
intensidades IFPro_B1 B). Observa-se que as amostras filtradas IFPro_B1, para todos 0s pontos
coletados, apresentaram um comportamento similar e crescente a partir de nov/17, mantendo-
se crescente em V2F, V3F, V4F e CoF, enquanto V1F se apresentou mais constante ao longo do
tempo. Isso demonstra que o componente do tipo tirosina B foi encontrado nas amostras de

agua brutas e filtradas, sendo mais evidente ap6s o processo de filtragem.

Figura 25 - Intensidade de fluorescéncia da proteina (IFPro), do tipo tirosina Bi (Aex/ Aem

225/320 nm) das amostras de agua brutas A) e filtradas B) dos viveiros e corrego.
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Observa-se ainda, na Figura 25 IFPro_B1 (A), que ao longo do tempo, 0 comportamento
das intensidades de fluorescéncia das amostras brutas possui maior flutuacdo se comparada as
amostras filtradas (IPro_B1 (B)), porem, com intensidade menor do que as observadas nas
amostras filtradas.

Ainda com relagdo a proteina do tipo tirosina, a Figura 26 A e B apresenta o
comportamento de sua intensidade de fluorescéncia, IFPro_B: das amostras brutas e filtradas

respectivamente, nos viveiros e corrego ao longo do tempo.

Figura 26 - Intensidade de fluorescéncia da proteina (IFPro), do tipo tirosina B2 (Aex/ Aem

275/310 nm) das amostras de dgua: A) brutas e B) filtradas dos viveiros e corrego.
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Pode-se observar que o componente B, associado a tirosina, apresenta-se com sinal de
fluorescéncia bem menos intenso quando comparado ao Bi. No entanto, como Vvisto
anteriormente na Figura 25, a resposta da IFPro_B1 em func¢éo da concentracdo de ragdo nédo é
linear o que dificulta uma analise confiavel, nas condicGes apresentadas.

Porém, é possivel notar que as amostras filtradas (Figura 26 B) apresentam-se mais
intensas do que as intensidades de fluorescéncia das amostras brutas (Figura 26 A),
principalmente a partir de nov/17 até abr/18.

A seguir, a Figura 27 mostra as intensidades de fluorescéncia da matéria organica
dissolvida (IFMOD), para os comprimentos de onda relacionados a regido (2): Aex/ kem 230/450

nm, encontradas nas aguas brutas e filtradas dos viveiros e no corrego ao longo do tempo.
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Figura 27 - Intensidades de fluorescéncia da IFMOD (regido (2): Aex/ Aem 230/450 nm),

observados das A) aguas brutas e B) filtradas dos viveiros e corrego ao longo do tempo.
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Conforme Carstea [13] a IFMOD apresentada na Figura 27 esta relacionada as
substancias humicas, que podem ser provenientes das fontes externas (adubos organicos, racéo,
solo, etc), e fontes internas, como as atividades bioldgicas através dos organismos existentes
nesses sistemas (excretas, decomposicdo de plantas e microrganismos aquaticos), contribuindo
para o enriquecimento da agua do viveiro [46,63].

Em geral, é notavel que as maiores IFMOD est&o relacionadas as amostras brutas (Figura
27 A) quando comparadas as filtradas (Figura 27 B). Em dez/17 observa-se um aumento da
IFMOD em V3B, V4B e CoB. A maior IFMOD nas amostras brutas foi observada em mar/18
para VV1B. Porém, as amostras filtradas apresentaram intensidades semelhantes entre si ao longo

de todo o ciclo produtivo, tanto para 0s viveiros como para 0 corrego.

4.3.1 Espectroscopia de Fluorescéncia: Espectros Pds-Tratamento

O pos-tratamento aplicado a matriz (MEE) da Figura 28 teve a finalidade de apresentar
uma MEE através do programa chamado FEEMC 2.0. Esse programa gera uma nova matriz
(MEE) com as mesmas dimensdes da original (ver Figura 15). Os valores dos comprimentos de
onda do UV Vis (por ex. X1 até X;,) sdo multiplicados um de cada vez pelo valor do Raman do
espectro da agua deionizada (&rea sobre a curva de Aem 380 @ 410 nm e Lex 350 Nm) e o valor de
COD utilizados para fazer uma normalizacdo [13,22,66].

A Figura 28 apresenta graficos 3D da &gua filtrada pos-tratamento (Pt) para o Viveiro 2
(V2F_Pt) realizado pelo programa FEEMC 2.0.
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Figura 28 - Gréficos 3D - Matriz de Excitacdo-Emisséo, Viveiro 2 pds-tratamento (Pt), amostras
filtradas (V2F_Pt), entre os meses de out/17 e abr/18.
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O pos-tratamento somente foi aplicado as amostras de agua filtradas que permitiram uma
distingdo melhor dos componentes de interesse (ver se¢éo 4.3).

Observando a Figura 28 nota-se uma diminuicdo nas intensidades de fluorescéncia
quando comparadas aos dados obtidos para o V2F (Figura 15). O pos-tratamento aplicado as
MEE’s das amostras filtradas ndo trouxe alteragOes significativas. Sendo obtida uma melhor
distin¢do entre os componentes proteicos de interesse nas MEE’s nas amostras filtradas.

A titulo de comparacgdo, o comportamento da IFPro, considerando somente 0s compostos
T1 e Bo, pois sdo os que apresentam uma dependéncia linear entre IF e concentragéo, estdo
mostrados em um grafico normalizado na Figura 29 para as amostras de agua filtrada e pds-

tratamento.

Figura 29 - Comportamento das intensidade da Proteina (IFPro) do Viveiro 2 (V2): A) triptofano
(Ty) filtrada (V2F_T1) e filtrada pos tratamento (V2F_Pt_T1) e B) tirosina (B>) filtrada (V2F_B>)
e filtrada pos tratamento (V2F_Pt_By).
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Observa-se na Figura 29 A o comportamento entre as intensidades de fluorescéncia das
substéancias proteicas do tipo triptofano (IFPro_T1) da amostra de dgua previamente filtrada do
viveiro 2 (V2F_T1) e da mesma amostra filtrada, porém com pés-tratamento (V2F Pt _Ti), onde
nota-se um comportamento semelhante. J& a Figura 29 B apresenta o comportamento da
intensidade de fluorescéncia das substancias proteicas do tipo tirosina (IFPro_B>) da mesma
amostra, e observa-se alteracdo quanto as intensidades, onde o V2F_B; apresenta-se com as
intensidades mais altas, porém, segue 0 mesmo comportamento da V2F Pt _Bo.

Portanto, nota-se que as informacdes obtidas apenas pela filtragem foram suficientes para
interpretar os dados com base na literatura pesquisada, j& que o intuito da analise foi de
comparar a MEE das amostras filtradas com a MEE pos tratamento das mesmas amostras, e

assim obter uma avaliagéo real dos componentes em questéo.
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4.4  Determinagdo do Carbono Organico Dissolvido — COD

Com base na abordagem metodoldgica de diversos trabalhos avaliados, esse estudo
adotou a determinagéo das concentragdes de carbono organico dissolvido (COD) (mg.L™) ao
longo do tempo, para correcdo dos espectros de fluorescéncia e para uma estimativa da origem
da matéria organica por meio da absor¢do no UV-Vis, que serdo apresentados nas secoes
subsequentes. Os valores obtidos da variacdo sazonal nas concentracdes de COD sao

apresentados na Figura 30.

Figura 30 - Variacédo sazonal nas concentracGes de COD para os Viveiros (Vi, V2, Vae Vi) e
Corrego (Co) amostrados.
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As maiores concentragdes de COD foram encontradas nos viveiros V1 (25,6 mg.L™) e V-
(48,3 mg.L™Y) em dez/17 e para o corrego (48,9 mg.L ™) em jan/18. Ja para os viveiros Vs e V4
as concentracdes de COD foram gradativamente crescentes até o més de fev/18 atingindo
valores maximos de 13,8 mg.L* e 22,0 mg.L* respectivamente.

No caso da piscicultura, a determinacdo das concentracdes de COD ainda € bastante
incipiente e necessita de mais estudos para uma interpretagdo com relacéo a valores. No entanto,
a titulo de comparagdo observamos que Kramer et al. [14] na anélise COD da agua de cinco
rios impactados, que recebiam efluentes da regido Metropolitana de Curitiba, obteve resultados
semelhantes & agua dos viveiros em questdo, 0 que se justifica, visto que 0s viveiros
apresentam-se como um ambiente bastante enriquecido de matéria organica dissolvida,
proveniente dos alimentos ofertados, ndo consumidos pelos peixes, e da morte e excretas dos

diversos organismos existentes [20].
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Azevedo et al. [44], demonstram em seus estudos que valores de COD abaixo de 4,0
mg.L* implicam na predominancia de MOD autéctone e, a medida que esses valores aumentam
(acima de 4,0 mg.L™), ocorre uma maior proporcdo aloctone, considerando sistemas de rio-
planicies de inundacdo, que sofrem a influéncia dos pulsos hidrolégicos. Conforme Nguyen et
al. [35], nos eventos de intensas precipitages ocorre um aumento consideravel nas
concentragfes de COD, como também foi observado por Kramer et al. [14]. Considerando o
exposto, assume-se que, a fonte de COD nos viveiros estudados pode ser considerada
predominantemente autoctone para Vs e Va.

J& para os viveiros V1 e V. observa-se alguns meses com valor COD compativel com
fontes aléctones, podendo estar relacionada a uma maior oferta de racdo e periodo de
precipitacdo intensa. No caso do corrego ocorre a predominancia do COD autoctone com alguns
meses aloctones devido a influéncia de precipitacdo e da descarga de efluentes de piscicultura

a montante.

4.5 Espectroscopia Ultravioleta Visivel - UV-Vis

A técnica de espectroscopia de absor¢do no UV-Vis se apresenta como uma ferramenta
cada vez mais utilizada em diversos ambientes aquaticos para identificar a fonte da matéria
organica, permitindo também determinar se a principal fonte do COD € de origem autoctone ou
aléctone [10,12,14,20,30,44].

Um dos principais interferentes nas medidas de absorcdo na regido do UV-Vis em agua
sdo as particulas dissolvidas em suspensdo, as quais estdo presentes e dispersas na coluna
d’agua que podem dificultar a analise com relagdo aos componentes de interesse [8,20]. Em
linhas gerais, ambientes aquéaticos podem ser colonizados ao longo do tempo por organismos
aquaticos presentes no meio, bem como outros componentes que contribuem para 0 aumento
dos solidos no ambiente [4,46].

A Figura 31 apresenta as absorbancias no UV-Vis de todas as amostras de agua brutas do
corrego e viveiros ao longo do tempo (out/17 a abr/18). Observa-se que a absorcéo para todos
0s Viveiros se inicia acima do valor zero (0,0), assumindo que ocorreu o espalhamento da luz
pela amostra de &4gua bruta, diminuindo assim sua transmitancia devido aos solidos dissolvidos
em suspensao.

A Figura 31 apresenta as absorbancias no UV-Vis de todas as amostras de agua bruta nos

viveiros (V1B, V2B, V3B, V4B) e corrego (CoB) ao longo de um ciclo produtivo.
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Figura 31 - Absorbancia no UV-Vis das amostras brutas do corrego (CoB) e dos Viveiros (V1B,

V2B, V3B, V4B) e ao longo do ciclo podutivo.
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A primeira coleta foi realizada no més de out/17 e observando que a presenca de solidos

dissolvidos na agua apresenta valores de absorbancia acima de zero na regido do UV,

encontrado em todos os pontos analisados, conforme a Figura 31.

Para o cérrego (CoB), no més de dez/17, houve um aumento da absorbancia, comparado

aos outros meses, sendo este 0 mé&s em que ocorreu a maior precipitagao (264 mm).
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Ja nos viveiros (V1B, V2B, V3B, V.B) essa interferéncia ndo foi significativa, visto que a
agua dos viveiros se encontrava no inicio do processo de colonizagdo dos organismos aquaticos.

A medida que os viveiros sdo colonizados pelos organismos aquéticos, bem como por
outros componentes que contribuem para o aumento de solidos dissolvidos nesses ambientes
[4] observa-se um aumento na absorbancia com relacéo ao inicio do cultivo, apresentando uma
maxima absorbancia em mar/18 para todos os viveiros. Em concordancia, os espectros de
fluorescéncia também mostraram um aumento na intensidade de fluorescéncia da MOD, regido
(2), podendo relacionar-se ao aporte de compostos organicos de fontes aldctones e/ou
autoctones [14,29].

Segundo Korshin et al. [31], as substancias inorganicas presentes nas dguas naturais nao
absorvem a luz significativamente em comprimentos de onda menor ou igual a 230 nm.
Adicionalmente, com base em varios estudos, a absorbancia em 254 nm esta relacionada ao
compostos organicos ricos em anéis aromaticos [9-15,17-19,29-32], como substancias himicas
[10,11,14,15,30,44].

A Tabela 09 apresenta os valores de absorcdo em 254 nm (Abszs4) para as amostras brutas
do corrego (CoB) e viveiros (ViB, V2B, V3B, V4B). Os valores de erro apresentados sdo

resultado de calculos de desvio padrdo nas medidas realizadas em triplicatas.

Tabela 09 - Valores de absorbancia em Aans 254 nm (Abs2s4) para amostras brutas.

Pontos CoB VB VB V3B V.B
Més/ano
Out/17 0,142+0,004 0,244+0,001 0,138+0,004 0,146+0,001 0,218+0,002
Nov/17 0,264+0,003 0,331+0,003 0,193+0,002 0,165+0,001 0,186+0,003
Dez/17 0,587+0,002 0,255+0,001 0,302+0,002 0,258+0,001 0,324+0,001
Jan/18 0,190+0,002 0,273+0,003 0,188+0,003 0,174+0,001  0,18+0,01
Fev/18 0,329+0,004 0,317+0,002 0,262+0,004 0,299+0,003 0,278+0,001
Mar/18 0,379+0,002 0,439+0,001 0,3682+0,0003 0,344+0,006 0,313+0,003
Abr/18 0,199+0,001 0,235+0,002  0,26+0,01  0,200+0,002 0,224+0,004

Os maiores valores de Abszss4 s80 observados para as amostras brutas, principalmente no
més de dez/17 (0,587+0,002) para a 4gua do corrego. Conforme resultados de Azevedo et al
[44] valores de Abszss menores do que 2,0 indicam predominancia de COD autdctone, o que

foi observado para todos 0s viveiros e corrego.
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A Figura 32 apresenta as absorbancias das amostras filtradas para o coérrego (CoF) e

viveiros (ViF, V2oF, V3F e V4F) ao longo do tempo.

Figura 32 - Absorbancia no UV-Vis das amostras filtradas do corrego (CoF) e dos Viveiros

(V1F, V2F, V3F, V4F) e ao longo do tempo.
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De maneira geral, a absorbancia das amostras diminui apos filtragem, quando comparadas
as amostras brutas da Figura 31. No entanto, evidenciam-se bandas de absor¢do nos
comprimentos de onda menores que 300 nm, o0s quais ndo puderam ser notadas nos espectros

das amostras brutas.
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Somente o viveiro 1 (V1F) apresentou uma absorbancia maior no més de out/17 (inicio
do cultivo) com relacdo aos demais meses, quando comparado aos outros viveiros, e que pode
estar associado a adubacdo com cama de frango (CF). O mesmo ndo ocorre para VsF, que
também recebeu CF, mas a absorbancia nesse mesmo més (out/17) apresentou-se maior quando
comparado aos viveiros 2 e 3.

A seguir, na Tabela 10 sdo apresentados os valores de absorbéancia (Abszss) para as

amostras filtradas do cdrrego (CoF) e viveiros (V1F, V2F, V3F, V4F) ao longo do tempo.

Tabela 10 - Valores de absorbancia em laps 254nm (Abszs4) para amostras filtradas.

Pontos CoF ViF V2F VsF VaF
Més/ano
Out/17 | 0,038+0,001 0,120+0,002  0,043+0,002  0,035+0,003 0,056+0,003
Nov/17 | 0,030+0,002 0,066+0,001  0,052+0,001  0,047+0,002 0,044+0,001
Dez/17 | 0,070+£0,001 0,0746+0,0004 0,091+0,001  0,091+0,001 0,077+0,001
Jan/18 | 0,034+0,002 0,067+0,003  0,049+0,002  0,040+0,001 0,045+0,001
Fev/18 | 0,058+0,001 0,066+0,003  0,070+0,001  0,071+0,002 0,068+0,001
Mar/18 | 0,039+0,001 0,0458 +0,0002 0,056+0,002  0,051+0,001 0,046+0,001
Abr/18 | 0,030+0,001 0,035+0,002  0,040+0,0004 0,0413+0,0004 0,038+0,002

Para amostras filtradas observa-se uma diminuicdo nas absorbancias em 254 nm ao longo
do tempo em comparacao aos valores obtidos para amostras brutas. No viveiro ViF, no més de
out/17, observamos a absorbancia mais elevada em relagdo aos outros meses, podendo estar
relacionado a introducédo de cama de frango para adubacéo.

Uma analise complementar pode ser feita por meio de calculo do parametro SUVA2s4,
sendo obtido pela absorbéncia especifica no UV-Vis em 254 nm, dividido pela concentracdo de
COD (mg/L) e o caminho ético (tamanho da cubeta em m) [40]. Este pardmetro esté associado
a origem da MOD [72] e representa a origem e aromaticidade da MOD em diversos ambientes
aquaticos naturais ou antropizados, como aguas superficiais, subterraneas, aguas marinhas
[11,12,30,32,35.]

A Tabela 11 apresenta os valores médios da absortividade SUVA2s4 € seus respectivos
erros calculados a partir da teoria de propagacdo de erro para amostras filtradas ao longo do

tempo.
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Tabela 11 - Resultados dos valores médios de SUVA2s4 (L.mg™.m™) dos pontos coletados ao

longo do tempo.

Pontos CoF ViF VaF VsF VaF
Més/ano
Out/17 2,02 £ 0,02 1,99 £ 0,02 2,46 0,03 2,47 +0,02 2,32+0,02
Nov/17 0,295 + 0,003 2,62+0,03 1,01+£0,01 3,83+0,03 1,36 0,01
Dez/17 1,94 +0,02 0,291+0,003 0,188+0,002 3,04 +0,02 2,24 +0,02
Jan/18 0,069 + 0,001 049+0,01  0,256+0,003  0,67+0,01 0,64 +0,01
Fev/18 0,399 +0,004 0,418 + 0,004 0,97 £0,01 0,515+0,005 0,308 + 0,003
Mar/18 1,38+0,01 2,02 +0,02 1,65 £ 0,02 2,20+ 0,02 1,96 0,02
Abr/18 1,66+ 0,03 0,288 + 0,003 0,62 +0,01 0,339 +0,003 0,244 + 0,002

Analisando os resultados obtidos, apresentados na Tabela 11, todos 0s pontos, na maioria
dos meses, mostraram os valores de SUVAzs4 abaixo de 3,0 L.mg™.m™. Conforme Matilainen,
et al. [73] esses valores indicam substancias da MOD mais hidrofilicas, e valores proximos a
1,2 L.mgt.m? caracterizam-se pela presenca de fontes autoctones e/ou atividades de
decomposicéo biologica [72].

Observa-se que no més de out/17 e mar/18 para todos 0s pontos, os valores se apresentam
entre 1,2 e 3,0 L.mgt.m™. Com o aumento do SUVA2s4 proximos a 1,8 L.mg™.m sugere-se
que, os viveiros tem a presenca de substancias de fontes autdctones, com atividades de
decomposicdo bioldgica, pois a medida que se processa essa decomposicao, hd o consumo de
uma fracdo mais labil da MOD [72]. No més de nov/17 todos 0s viveiros apresentaram valores
proximosa 1,2 e 1,8 L.mgt.m.

Em sistemas de piscicultura, ainda ndo existem dados de SUVAzs4 na literatura que
possam ser utilizados como referéncia. Nesse sentido, sabendo da escassez de trabalhos de
fluorescéncia ou mesmo absorbancia no UV-Vis, varias tentativas foram feitas na intencdo de
correlacionar os pardmetros fisico-quimicos convencionais tanto com a fluorescéncia quanto
com a absorbéancia, porém ndo foi possivel observar uma relacdo de proporcionalidade entre

eles, sendo necessaria a aplicagdo de analise estatistica.
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A intensidade dos picos observados nos espectros de excitacdo € diretamente
proporcional ao numero de fétons absorvidos. Por outro lado, a espectroscopia de absorcao,
geralmente se mede a absorbancia, sendo o log (base 10) da intensidade da luz incidente sobre
a intensidade da luz transmitida.

Sendo assim, para melhor interpretar as analises espectroscopicas entre si, a Figura 33
apresenta graficos da intensidade de fluorescéncia (IF) e absorbancia (Abs) no comprimento de
onda de excitagdo Aex 225 nm, do més de Dez/17 da agua filtrada do corrego (CoF) e dos viveiros
(V1F, VoF, V3F e V4F).

Figura 33 — Gréficos da Intensidade de Fluorescéncia (IF) e Absorbancia (Abs) da agua filtrada
do corrego (CoF) e dos viveiros (ViF, V2F, V3F e V4F) do més de Dez/17.
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Conforme a Figura 33, observam-se picos aparentes no espectro de excitacdo (IF), os
quais ndo possuem as mesmas intensidades relativas que os picos no espectro de absorgédo
(Abs), embora eles aparecam nos mesmos comprimentos de onda. O processo de filtragem,
assim como uma diluigéo, reduz a concentragéo de alguns compostos presentes na amostra, e
por esse motivo, 0 espectro de excitacdo pode se apresentar com intensidades muito maiores do
que os espectros de absorcdo. Ainda é importante ressaltar que a intensidade dos picos no
espectro de excitacdo é diretamente proporcional ao numero de fétons absorvidos, enquanto a
intensidade do espectro de absorgdo (A), usualmente medido no modo de absorbéncia, pode ser

representado pelo log da intensidade da luz incidente (lo) sobre a luz transmitida (), ou seja
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P, . . . ~ ~ ~ .
A= log ;‘). Por isso, os picos nos espectros de excitacdo e absorcdo ndo necessariamente

apresentam as mesmas intensidades.

Diante do exposto, podemos dizer que, as analises espectroscopicas trazem informacoes
adicionais aos parametros convencionais da agua dos viveiros de piscicultura, permitindo o
monitoramento dos componentes proteicos, principalmente com relacdo a quantificacdo de

triptofano (T+1) na agua conforme observado na Figura 19.
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5 CONCLUSAO

Os resultados das anélises fisico-quimicas da agua dos quatro viveiros mostraram que
praticamente todos os parametros, analisados em campo, estiveram dentro do recomendado
para o cultivo de tilapia (Oreochromis niloticus) ao longo de um ciclo produtivo, com excecao
do parametro OD. O aumento significativo na oferta de racdo no més de jan/18, em todos os
viveiros, sendo quase o dobro da quantidade oferecida no més de dez/17, pode ter contribuido
para um aumento da matéria organica, promovendo a deplecéo da concentracdo de OD na agua,
principalmente nos viveiros menores, Vs e V4, mesmo com uma alta taxa de renovacao da agua.
Além disso, ndo foram observadas alteragdes significativas nos parametros fisico-quimicos da
agua dos viveiros V1 e Vs, em relacdo a adi¢do de cama de frango para adubacé&o.

Mapas 3D, obtidos por espectroscopia de fluorescéncia, mostraram a influéncia tanto de
componentes proteicos (regides 1 ¢ 17) como de matéria organica dissolvida (regides 2 ¢ 2”) nas
aguas dos viveiros. O processo de filtragem permitiu uma separacdo mais efetiva das regiGes
de interesse, principalmente no que tange a componentes proteicos predominantemente
advindos da racédo fornecida diariamente. Também néo foi observada alteracéo significativa nos
espectros dos viveiros V1 e V4, apos adubagdo com cama de frango. Espectros de fluorescéncia,
a partir da diluicdo da racdo em &gua deionizada, permitiram observar uma contribuicdo
predominante de componentes proteicos, basicamente, tirosina e triptofano. Dois pares de
comprimentos de ondas puderam ser observados tanto para a tirosina (B1 e B2), quanto para o
triptofano (T1 e T2), em amostras filtradas. Observou-se também que uma relacdo entre as
intensidades de fluorescéncia da tirosina sendo B1>B; e para o triptofano T2 > T1. A emisséo
especifica do triptofano T1 mostrou-se linear em fungdo da concentracéo na agua, permitindo
uma avaliacdo mais confiavel dos espectros dos viveiros ao longo do tempo. O pos-tratamento
aplicado aos espectros de fluorescéncia nao trouxe alteracdo significativa na interpretacdo dos
resultados obtidos para o viveiro 2.

Valores de absorbancia em 254 nm, Abszs4, obtidos pela espectroscopia de absor¢do no
UV-Vis, mostraram que o0 ambiente possui, em sintese, a predominancia do COD aut6ctone, ou
seja, formado a partir de processos internos dos viveiros, podendo ser relacionado com a matéria
orgénica pedogénica, bem como com a decomposi¢do de microrganismos e microalgas.

De maneira geral, os espectros de fluorescéncia permitem uma avaliagdo quantitativa de
componentes proteicos, enquanto a técnica de absor¢do no UV-Vis pode trazer informacoes
adicionais sobre a origem da matéria organica presente no meio, o que € de grande interesse na

avaliacdo de efluentes da piscicultura. Assim, vemos que a aplicacdo de técnicas
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espectroscopicas complementarmente aos pardmetros fisico-quimicos apresentam grande

potencial para avaliacdo da qualidade de dgua em pisciculturas.
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6 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Esta tese de doutorado apresenta pela primeira vez a aplicacdo das técnicas de
espectroscopia, fluorescéncia e absorcdo no UV-Vis, como uma ferramenta complementar para
auxiliar no monitoramento da qualidade da dgua de pisciculturas em viveiros escavados. No
entanto, foi observada a necessidade de melhorias na utilizagdo dessas ferramentas para um
diagnostico mais fidedigno no monitoramento da qualidade da agua:

e Correlacionar parametros fisicos e quimicos com os comprimentos de onda de
cada componente de interesse na piscicultura por meio de analise estatistica;

e Avaliar em laboratério a influéncia dos parametros fisico-quimicos, como pH e
temperatura, sobre os espectros de fluorescéncia;

e Analisar os efluentes da piscicultura por espectroscopia de fluorescéncia e
absorcdo no UV-Vis, concomitantemente acompanhado pelas anélises fisicas e

quimicas de interesse.
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