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Apresentacao

Na atividade de aquicultura, a piscicultura é um ramo promissor, que
contribui significativamente para o fornecimento de peixes para o mercado
interno e externo. Auxilia também na melhora nutricional, na seguranca
alimentar e na subsisténcia de muitas familias em regides remotas e/

ou zonas rurais pobres de todo o mundo. O aumento do numero de
pisciculturas em todo o Brasil associado a intensificacdo da producéo

tem feito com que os produtores se preocupem com a sobrevivéncia, a
sanidade e a qualidade dos peixes.

Mortalidades de peixes decorrem na maioria dos casos pelo estresse
provocado nos sistemas de criacdo, que muitas vezes, ndo sao
acompanhados por técnicos capacitados na identificacdo das doencas e
na tomada de medidas profilaticas ou terapéuticas.

O grupo de sanidade aquicola da Embrapa percebeu a necessidade de
mais estudos com relacdo a sanidade de peixes, assim como a falta de
laboratérios para atender a demanda de produtores em regides como
Nordeste, Norte e Centro-Oeste, e a quantidade incipiente de dados
epidemiolégicos das doencas de peixes para o Brasil. Assim, nesse
sentido, disponibilizamos este documento como um guia pratico de
procedimentos de coleta e processamento de material biolégico para
avaliacOes dos aspectos sanitarios na criacdo de peixes.

Manoel Moacir Costa Macédo
Chefe-geral da Embrapa Tabuleiros Costeiros
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Obtencao de informacdes técnicas
da propriedade

A aplicacdo de questiondrios e/ou perguntas guiadas € um meio

de obter informacdes e criar um banco de dados das pisciculturas
amostradas (Anexo 1). Pela aplicacdo de questiondrios avaliam-

se as condicOes de infraestrutura, a situacdo socioecondmica das
propriedades, manejo dos peixes, ocorréncia de doencas e formas
de comercializacdo do pescado, informacdes estas auxiliares para o
levantamento de dados epidemiolégicos e socioecondmicos sobre a
criacdo dos peixes em estudo.

Dessa forma, o questiondrio deve ser aplicado por uma pessoa
treinada para que as informacdes obtidas sejam fidedignas da realidade
estudada.
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Caracterizacao da qualidade
ambiental e da agua

Recomenda-se que as coletas sejam realizadas no mesmo horério,
preferencialmente antes das 9 horas da manha. Aconselha-se envolver
os proprietérios piscicultores ou encarregados na coleta de amostras
biolégicas e variadveis de qualidade de agua dos viveiros.

As coletas de amostras biolégicas e de agua in situ devem ser
realizadas antes dos peixes serem manejados.

As variaveis de qualidade da agua dos viveiros tais como temperatura,
oxigénio dissolvido, pH e condutividade elétrica devem ser
determinadas in situ com auxilio de sondas multiparametros ou
monoparamétricas. A transparéncia e a profundidade dos tanques
devem ser determinadas com o auxilio do disco de Secchi. Essas
varidveis devem ser medidas na entrada e na saida de 4gua, nos
mesmos viveiros de onde serdo amostrados os peixes para analise
(Figura 1).



Procedimentos Analiticos para Avaliacdo de Doencas de Peixes 9

®
=
I
©
£
>
o
- B4
@
2]
. @©
=
K
<
©
(a]
y
3
g
o
w

Figura 1. A) Equipamentos e materiais necessarios para coleta de
agua; B) Determinacéo in situ de varidveis da dgua com sonda
multiparametro; C) Determinacdo da transparéncia do disco de Secchi;
D e E) Coleta de dgua com garrafa de polietileno.
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A alcalinidade, dureza total, aménia total, nitrito, fésforo e clorofila-A
sdo determinadas por métodos analiticos no laboratério (Anexos). Para
tanto, amostras de dgua devem ser coletadas dos viveiros, a 50 cm
da superficie da agua, utilizando garrafas coletoras de polietileno de
500 mL, e devem ser protegidas da luz, como por exemplo, revestir

a garrafa com papel aluminio (Figura 1) ou utilizar vidro ambar. As
amostras coletadas devem ser transportadas sob refrigeracdo até o
laboratério para as analises quimicas.

Orienta-se que o indice pluviométrico e a temperatura média diaria da
regido sejam obtidos junto as estacdes meteorolégicas do INMET e
casas de agricultura, para complementar as informacdes de condicdes
ambientais.

Procedimentos analiticos com os
peixes

Os procedimentos devem seguir um fluxograma que permita a
realizacdo de todas as etapas de forma organizada.

Amostragens de peixes e coleta de amostras biologicas
a campo

Apés a coleta das varidveis da dgua devera ser realizada a amostragem
dos peixes. O nimero de peixes a ser amostrado deve ser pré-
determinado considerando-se a prevaléncia das diferentes doencas
(CANON et al., 2001), caso ja existam tais estudos. Porém, deve-se
atentar para o carater do estudo, se prospectivo ou ativo, considerando
o numero de propriedades existentes e a operacionalidade de execucéo
das analises, principalmente com relacdo a quantidade de peixes
amostrados.

Os peixes devem ser capturados com auxilio de rede de arrasto ou
pucés indicados para o tamanho dos peixes e considerando o tamanho
da estrutura de cultivo e das condicdes locais. Os peixes capturados
devem ser transferidos para um recipiente (caixa d’agua ou bombona)
com agua do viveiro, para que sejam mantidos durante as coletas de
amostras, estas devem ser realizadas in situ (Figura 2).
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Figura 2. A) Amostragem de peixes de um viveiro com uso de rede de arrasto;
B) Estacdo de coleta montada na piscicultura para realizacdo das anélises
sanitarias. Observar a caixa de dgua para manutencdo dos peixes durante a
coleta de amostras.

Para os exames sanitarios deve-se preparar uma estacao de trabalho
para a realizacdo das coletas de material bioldgico. Escolher sempre que
possivel um local fresco (Figura 2), sombreado e coberto para que a
coleta de amostras e andlises realizadas ndo sejam comprometidas pelas
condicdes ambientais.

A primeira andlise realizada é um exame macroscépico externo do corpo
do peixe. Devem ser observadas a presenca de corpos estranhos, lesoes,
alteracao de cor, falta de escamas e presenca de parasitos externos
visiveis.

Caso sejam encontrados parasitos crustaceos, estes deverao ser
retirados e acondicionados em frascos com tampa, submersos totalmente
em alcool 70% com 10% de glicerina.

Em seguida realiza-se a coleta do muco. Uma amostra do muco é
observada entre lamina e laminula em microscépio de luz para andélise
de parasitas monogenéticos, protozoarios, etc. Em caso de presenca de
protozoéarios, estes deverdo ser fixados em alcool metilico em ldaminas
de microscopia, secos ao ar e corados com Giemsa segundo EIRAS

et. al. (2006). O restante do muco corporal é coletado realizando uma
raspagem sentido cranio caudal com auxilio de uma Iamina de vidro,

e esse conteldo acondicionado e fixado em frasco com formol a 5%
aquecido (55°C) (Figura 3).
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Figura 3. A) Coleta de muco da superficie corporal e B) preparo final da amostra
de muco no laboratério.

Na presenca de lesGes, dois swabs estéreis devem ser utilizados para
coletar material da lesdo. Apds raspagem da lesdo, o swab deve ser
acondicionado em tubo de ensaio estéril contendo o meio de cultura
BHI ou TSA. A preparacao dos meios esta descrita no tépico anélises
bacteriolégicas.

Envio dos peixes para o laboratério

Apds a primeira coleta de material (muco, ectoparasitos visiveis e
swab estéril), os peixes devem ser acondicionados individualmente

em sacos plasticos (um peixe para cada 20 L de dgua, ou em caixas
de transporte na densidade de cinco peixes para cada 90 L de agua)
para serem transportados até o laboratério. Deve-se ter atencdo de nao
misturar peixes de viveiros diferentes.

Os peixes devem ser mantidos sob aeracdo constante ou oxigénio nos
sacos pléasticos (Figura 4).

E muito importante que todos os peixes e amostras sejam identificados
com o auxilio de fitas ou barbantes (Figura 5) no caso de transporte em
caixas.

No laboratério os peixes devem ser aclimatados por 30 minutos em
recipientes contendo agua limpa declorada e separados por viveiro
amostrado.
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Fotos: Alietiene Moure Lemos Pereira

Figura 4. Peixes embalados individualmente para coleta de amostras em
laboratério.

Foto: Alietiene Moure Lemos Pereira

Figura 5. Peixes marcados individualmente com cédigo nos
barbantes.
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Analises laboratoriais

Quatro estacdes de trabalho sdo necesséarias para os procedimentos de
analise no laboratoério:

Estacdo 1: anestesia e biometria.
Estacdo 2: coleta de branquias para parasitologia.
Estacdo 3: bacteriologia e virologia.

Estacdo 4: coleta de 6rgaos internos para parasitologia.

Estacdao 1. Anestesia e Biometria

Apds o periodo de aclimatacdo os peixes deverdo ser eutanasiados
com solucdo de eugenol (60 mg/L) ou benzocaina (20 mg/mL). Nessas
concentracdes o peixe alcanca anestesia profunda em torno de 30
segundos a 1 minuto. Importante ressaltar no caso de projetos de
pesquisa submeter o projeto a avaliacdo da Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA)

Os peixes deverao ser retirados da dgua e contidos com toalhas imidas
em uma mesa.

Os opérculos devem ser suspendidos e somente as branquias
aspergidas com a solucdo anestésica. Recomenda-se a utilizacdo de
borrifadores para que nao ocorra perda de parasitos para o ambiente.

Com o peixe anestesiado realiza-se a biometria, tomando-se as medidas
do peso, comprimento total (cabeca ao final da nadadeira caudal) e
padrdo (cabeca até o fim do corpo, inicio da nadadeira caudal) (Figura
6).
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Foto: Alietiene Moure Lemos Pereira

Figura 6. Estacdo de trabalho 1: anestesia e
biometria dos peixes.

Estacao 2. Parasitologia: analise das branquias

Nesta etapa (Figura 7) realiza-se a sangria do animal procedendo-se
com o corte da base opercular préximo as branquias. Nesse momento
devem ser coletados dois fragmentos de branquias de ambos os
lados que serdo preparados entre lamina e laminula e analisados sob
microscopia de luz (Figuras 8A, 8B, 8C e 8D).

S

Foto: Alietiene Moure Lemos Pereira

Figura 7. Estacdo de trabalho 2: coleta de
branquias para parasitologia.
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Fotos: Alietiene Moure Lemos Pereira

TN .
Figura 8. A) Aspersao de anestésico nas branquias; B, C e D) amostragem de
fragmentos das branquias e preparo de laminas.

Em seguida todos os arcos devem ser retirados, separados e colocados
em frascos com agua destilada ou formol 5% aquecidos a 55 °C para
que os parasitas presentes se desprendam do érgéo (Figura 9). Ao

se utilizar somente dgua aquecida, apds o seu resfriamento deve-se
adicionar formol 5% para a conservacdo da amostra.

Apébs 48 horas de fixacdo em formol 5% deve-se proceder a raspagem
das lamelas dos arcos branquiais para a contagem dos parasitas
presentes sob microscopia de luz.

O numero total de monogendides deve ser quantificado utilizando
um estereomicroscépio e placa de Petri. Os parasitos devem ser
identificados até o menor nivel taxondmico possivel com auxilio de
literatura especifica (THATCHER, 2006).
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Fotos: Marcia Mayumi Ishikawa

Figura 9. A) Retirada dos arcos branquiais; B) corte dos arcos individualmente;
C) arcos branquiais armazenados para fixacao.

Estacdo 3. Bacteriologia e Virologia

Antes de se passar para esta estacdo de trabalho (Figura 10), os peixes
devem ser lavados com detergente neutro e depois aspergidos com
alcool 70% (Figura 11). Esse procedimento se faz necessério para
reduzir a contaminacao externa do peixe.

Foto: Marcia Mayumi Ishikawa

Figura 10. Estacao de trabalho 3: bacteriologia e
virologia.
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Fotos: Marcia Mayumi Ishikawa

. i . i
Figura 11. A) Peixes sendo lavados com detergente antes da entrada na camara
de fluxo laminar e B) aspergidos com alcool 70% ja dentro da camara de fluxo
laminar.

A coleta de amostras bacterianas é realizada utilizando swab estéril.
Este deve ser colocado em contato com o 6rgdo ou lesdo, levemente
rotacionado até que toda a sua superficie seja preenchida com material.
Os 6rgédos de eleicdo para a pesquisa de amostras sao cérebro e o

rim cranial dos peixes, os quais devem ser assepticamente retirados
(KLESIUS et al., 2000) (Figura 12). O material coletado devera ser
semeado em meios de cultura (liquido e sélido) préprios para cada tipo
de suspeita conforme metodologia especifica descrita abaixo.
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Fotos: Alietiene Moure Lemos Pereira

Figura 12. A) Corte abertura para alcance do rim; B) coleta de
amostras do rim; C) corte para alcance do cérebro; D) coleta
de amostras do cérebro; E) amostras inoculadas em meios de
cultura liquidos e F) sélidos.

Cultivo de Aeromonas hydrophila

As amostras suspeitas devem ser semeadas em meio “tryptone

soy Agar” (TSA) e “brain heart Infusion” (BHI) para visualizacao do
formato e textura da colbnia, incubadas por 24 horas a 25 °C e 28
°C, respectivamente. Em seguida, as coldnias caracteristicas sao
submetidas ao exame de coloracdo de Gram, motilidade, oxidase e
catalase. Uma colbnia isolada é entao incubada em Tryptone Soy Broth
(TSB) nas mesmas condicdes citadas e entdo armazenadas com 30%
de glicerol a -70 °C.

19
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Cultivo de Flavobacterium columnare

O material coletado é semeado em meios de cultura (liquido e sélido)
préprios para F. columnare modificado por Pilarski et al. (2008) e
incubados a 25 °C, por de 24 a 48 horas.

O meio sdlido é composto por infuso de filé de peixe 100 mL; extrato
de levedura 5,0 mL; acetato de sédio 0,02 g; agar 2,5 g, pH 6.8

e autoclavado a 121 °C por 15 minutos em volume de 100 ml,
distribuidos em placas de Petri para semeadura.

As colbnias caracteristicas sdo submetidas ao exame de coloracao
Gram, catalase e oxidase e inoculadas em erlenmeyers contendo

6,0 mL de meio liquido para isolamento de F. columnare, composto
por infuso de filé de peixe e incubadas a 25 °C por 48 horas. Apés
obtencao da cultura pura, seu armazenamento é realizado com 30% de
glicerol a -70 °C.

Cultivo de Streptococcus agalactiae

Os swabs coletados com material das lesGes caracteristicas de rim e
encéfalo deverao ser inoculadas em meios de cultura TSB suplementado
com sangue desfibrinado de ovelha e repicados ou BA e incubados a

25 °C, por 24 a 48 horas, para visualizacdo do formato e textura da
coldnia.

As colbnias caracteristicas sdo submetidas ao exame de coloracéao de
Gram, catalase e oxidase.

As colbnias identificadas como S. agalactiae sdo inoculadas em meios
de cultivo nutritivos adicionados de glicerol para armazenamento a -80
°C

Identificacao molecular das bactérias

A bactéria selecionada é submetida a extracao de DNA para a
identificacdo de sua espécie. A metodologia do PCR é realizada com
primers especificos de acordo as descricoes de WILSON (1997);
CHACON et al. (2003); KEYA (2005). Os produtos isolados sdo
submetidos a eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de



Procedimentos Analiticos para Avaliacdo de Doencas de Peixes 21

etideo e os fragmentos visualizados sob luz ultravioleta e comparados
com padrdes de peso molecular para confirmacéo da identidade dos
mesmos.

Analises viroldgicas

As técnicas descritas tém o objetivo de realizar estudos exploratérios
prévios de virologia. Para o isolamento dos virus sao retirados,
utilizando material estéril, 0,5 g do rim e 0,5 g do cérebro de cada
animal amostrado. Os tecidos deverao ser acondicionados em
recipientes estéreis e refrigerados.

Meio de cultura celular comercial de EPC (Efeito Citopatico Viral) é
utilizado para o isolamento do virus de peixes suspeitos. A cultura
celular é entdo previamente preparada uma semana antes. O isolamento
e a identificacao sdao conduzidos segundo o manual da OIE (2012).

Isolamento de virus (Septicemia viral hemorragica, SCVC)

Diluicoes das amostras virais sdo inoculadas no cultivo celular para
avaliacdo do EPC.

O efeito citopatico viral é evidente no intervalo ente 10 horas e 72
horas da inoculacdo. Se a amostra continuar negativa para EPC apés
sete dias, o inoculado celular deveré ser repicado e cultivado por mais
sete dias. O sugerido por alguns autores é a identificacdo do SVCV é
por meio de neutralizacdo de anticorpos.

Deteccéo viral por Teste de Imunofluorescéncia (IFT) ou por
ELISA para SVCV

A amostra isolada suspeita de SVCV é submetida ao IFT por kit ou
ELISA, segundo metodologia descrita no manual da OIE (2012).

Diagnéstico dos virus (IHN, VHS)

O diagnéstico é realizado utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) usando a metodologia e recomendacdes da Organizacao
Internacional de Epizootias - OIE (2009), disponibilizado no Manual de
Diagndsticos para Animais Aquaticos.
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O RNA viral retirado de uma amostra fresca é purificada. Um cDNA

é feito deste RNA, usando-se uma mistura de transcriptase reversa e
nucleotideos em tampdes. O cDNA é amplificado em temperatura de
ciclos e o resultado da eletroforese sera corado e visualizado em luz
UV. A metodologia é utilizada para diferenciar os virus da VHS e IHN,
utilizando-se primers especificos.

Estacao 4. Analises parasitologicas

Das amostras de muco e branquias, a quantificacdo de protozoarios
ciliados e dinoflagelados é feita a partir de homogeneizacdo do
contelido da superficie do corpo e branquias, retiradas trés aliquotas
para observacao e contagem em camara de Sedgewick Rafter (Figura
13).

Foto: Alietiene MourA Lemos Pereira

Figura 13. Estacao de trabalho 4: coleta de érgaos
internos para parasitologia.

Nessa estacdo de trabalho, os peixes também serdo analisados quanto
a presenca de endoparasitas. Estes devem ser coletados do trato
gastrointestinal e rgdos associados (Figura 14), quantificados, fixados
e conservados em frascos contendo alcool 70% com 5% de glicerina
(Figura 15), segundo recomendacdes de EIRAS et. al. (2006).
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Foto: Alietiene Moura Lemos Pereira
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Figura 14. A) Abertura abdominal e exposicao dos érgaos;
B) exame macroscépico dos érgaos; (C) visualizacdo de
alteracdes (seta); D) coleta de fragmento dos érgéos e E)
preparacdo de laminas para observacao; F) procedimento
para limpeza e separacao dos érgéos (retirada e excesso de
gordura); G) intestino separado.
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Foto: Alietiene Moure Lemos Pereira

Figura 15. A) Conteldo para observacdo em
estereomicroscopio; B e C) exame sob estereomicroscopio;
D) aquecimento de solucdo para fixacdo; E) separacdo dos
parasitos; F) parasitas coletados e fixados.

O numero total de endoparasitos por érgao é contabilizado sob
estereomicroscopio em placa de Petri (Figura 15A). Os parasitos podem
ser diafanizados, corados, medidos, descritos e identificados até o
menor nivel taxonémico possivel (TRAVASSOS et al., 1928; VICENTE e
PINTO, 1999; THATCHER, 2006).
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Apds a quantificacdo dos parasitas em seus respectivos sitios (muco,
branquias e érgdos internos), devem ser determinados os indices
parasitolégicos de infestacdo de acordo com o método proposto por
Bush et al., (1997): abundancia (AB= n° total de parasitas/n°® total de
hospedeiros); intensidade média (IM = n° total de parasitas/n°® total de
hospedeiros infectados) e prevaléncia (P% = n° total de hospedeiros
infectados/n° total de hospedeiros).
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Anexo 1. Questionario relativo a
diversas areas da producao que
servira como guia para aplicacao pelo
entrevistador

QUESTIONARIO PROJETO AQUASEC

Aquasec- Rede de pesquisa em epidemiologia das principais enfermi-
dades bacterianas, virais e parasitarias de peixes redondos: tambaquis,
nos polos produtivos de Rio Preto da Eva (AM), Baixo Sao Francisco
(AL/SE), e pacus na regido da Grande Dourados (MS), e os fatores de
risco associados.

IDENTIFICACAO DO COLETOR DE DADOS

Data da aplicacao do questionario:

Nome do responsavel pelo preenchimento:

IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE

Numero da ficha:

Indicacdo do polo de producéo:
( ) Amazonas ( ) Mato Grosso ( ) Baixo Sao Francisco

Nome do entrevistado:

( ) proprietario ( ) encarregado ( ) outro

Nome da propriedade:

Endereco da propriedade:

Telefone/e-mail:

Coordenadas:
DATUM side 69:
Latitude ou Eixo y:
Latitude ou Eixo x:

PARTE 1: Dados da regidao onde se encontra a propriedade aquicola

1) Existe muita variacao de temperatura durante o ano?

() Nao. () Sim.
2) Houve registro de falta de d4gua nos dltimos 3 anos (ou mais) na
regiao?

( ) Nao. ( ) Sim. Com que frequéncia?

( ) Anualmente. Em que meses? ( )J ( )JF ( )M (
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JA(M () (W ()A()IS()O ()N ()D
( ) Esporadicamente dependendo do ano.
3) Existem outros empreendimentos aquicolas no entorno da proprie-
dade?
() Nao.
() Sim. Que tipo de empreendimento:
( ) camardo marinho
( ) camarao de agua doce
() quelonicultura
( ) peixe. Qual(is) espécie(s)? ( ) tambaqui
() pacu
( ) hibridos de redondos
() pintado
( ) cachara
( ) hibridos de bagres (jundia-
ra ou pintado da Amazoénia,
“ponto e virgula”)
( ) pirarucu
() tilapia
( ) outros
4) Existem lavouras/pecudria no entorno da propriedade?
() Nao.
() Sim. Que tipo de cultivo? ( ) fruteiras
) hortalicas
) pasto
) cana
) gréos
) algodao
) outros
5) Se sim (na pergunta 4), este cultivo utiliza algum produto quimico
(herbicida ou inseticida)?
( ) Nao. () Sim. Qual
(is)?
6) Se sim (na pergunta 4), este cultivo externo esta proximo a fonte de
abastecimento de agua da propriedade?
() Nao. () Sim.
7) Qual a distancia entre a lavoura/pecudria e a piscicultu-
ra? metros
8) Na propriedade, que tipo de solo predomina na area da piscicultura?
( ) argiloso (massa de solo na mao forma blocos compactos apés

(
(
(
(
(
(




Procedimentos Analiticos para Avaliagdo de Doencas de Peixes

comprimido, mao fica suja).

( ) areno argiloso (massa de solo na mao forma blocos compactos
apés comprimido, mao ndao muito suja).

( ) arenoso (massa de solo na mao, ndo compacta e nao suja as
maos).

PARTE 2 - Caracteristicas da infraestrutura da propriedade

9) Qual a area total da propriedade? (responder em metros quadrados)
m2

10) Qual a area total de lamina de agua? (responder em metros qua-
drados) m?
11) Pratica outra atividade na propriedade além da piscicultura?

( ) Néao.

( ) Sim. Pecuaria (bovinos, suinos, aves, ovinos ou caprinos).

() Sim. Lavoura (cana, café, milho, algodao, hortalicas, fruteiras,
etc).

( ) Sim. Ambas.
12) Se sim (na pergunta 117), nesses cultivos utiliza algum produto
quimico (herbicida ou inseticida)?

( ) Nao. () Sim. Qual(is)?

13) Se sim (na pergunta 17), a piscicultura é a principal atividade da
propriedade?

( ) Nao. () Sim.
14) Quais espécies sdo produzidas na propriedade? (pode ser marcada
mais de uma opcéo)

() tambaqui () pacu
( ) hibridos de redondos () pintado
( ) cachara ( ) hibridos de bagres (jundiara ou
pintado da
Amazbnia, ponto e virgula)
() pirarucu () tilapia

( ) outros. Quais?
15) Das respostas (da pergunta 14), qual é a espécie principal?

( ) tambaqui () pacu
( ) hibridos de redondos ( ) pintado
( ) cachara ( ) hibridos de bagres (jundiara

ou pintado da Amazénia,
ponto e virgula)
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( ) pirarucu () tildpia
( ) outros. Quais?

16) Quais as etapas do cultivo realiza na propriedade?

( ) Reproducao ( ) Larvicultura () Alevinagem ( ) Engor-
da

() Processamento
17) PARA O TAMBAQUI/PACU, quais etapas do cultivo realiza na pro-
priedade?

( ) Reproducao ( ) Larvicultura () Alevinagem ( ) Engorda

( ) Processamento

18) Qual é a posicao dos tanques de alevinagem e recria (bercéarios) em
relacdo aos demais?

( ) ndo faz alevinagem e recria (bercério).

( ) ao lado dos tanques de engorda.

( ) antes dos tanques de engorda.

( ) depois dos tanques de engorda.

( ) a posicao varia de acordo com a disponibilidade de tanques livres
para uso na propriedade.
19) No caso da engorda, qual o sistema de producdo de acordo com
uso das espécies?

() Monocultivo.

( ) Policultivo (dentro da dgua, mais de uma espécie de peixe).

Citar espécies de peixes:

( ) Consércio (fora da dgua, associacdo com mamiferos, aves, culti-

vos vegetais).
Citar espécies animais:

20) Quantas estruturas de cultivo e o tamanho total tem na proprieda-
de?
(No parénteses anotar o numero existente de cada estrutura. Na linha a
drea total de ldmina de dgua de cada tipo de estrutura em metros qua-
drados).

2

() Viveiro: m
( ) Barragem ou represa (barra rio, igarapé):
2
m
( ) Tanque-rede. Volume das estruturas:
m2
( ) Agude (dgua de chuva): m?

21) Qual o formato da maioria das estruturas de cultivo?
( ) retangulares ( ) quadradas ( ) circulares
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( ) heterogéneas

22) Qual o formato das estruturas de cultivo do tambaqui/pacu?
( ) retangulares ( ) quadradas ( ) circulares
( ) heterogéneas

23) Os taludes dos tanques/viveiros estdo erodidos?
(Nédo precisa perguntar, apenas observar e anotar)
( ) Nao.
( ) Sim. Observacao pertinente:
24) As cristas dos tanques/viveiros tém plantacdes?
(Nédo precisa perguntar, apenas observar e anotar)
( ) Nao. () Sim. Qual tipo?
25) Os tanques/viveiros apresentam macroéfitas no entorno ou em seu
interior?
(Néo precisa perguntar, apenas observar e anotar)
( ) Néao.
( ) Sim. Que tipo? (tentar fotografar)
26) Existem curvas de nivel na propriedade para evitar entrada de en-
xurradas nos tanques/viveiros?
( ) Nao.
() Sim. Observacao pertinente:
27) Os tanques/viveiros tém entrada e saida de agua individual?
( ) Néao.
( ) Sim. Observacao pertinente:
28) A forma de abastecimento de 4gua nos viveiros/tanques é feito em
cascata ou em série?
( ) Nao.
() Sim. Observacao pertinente:
29) Por onde é feita a saida de 4gua para esgotamento dos tan-
ques/viveiros?
( ) retirada e dgua por cima.
( ) retirada e agua por baixo.
30) Como é o sistema de escoamento da dgua dos tanques/viveiros?
( ) superficial no lado oposto a entrada de agua.
( ) superficial no mesmo lado da entrada de agua.
() por monge.
( ) por sifao interno (com ou sem camisinha/charuto).
( ) por sifao externo.
31) Realiza algum tratamento da 4gua de drenagem?
( ) Néao.
( ) Sim. Qual?
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32) Existe galpao ou sala de racédo?
( ) Nao.
() Sim. Observacao pertinente:
33) Existe energia elétrica na propriedade?
( ) Néao.
() Sim. Observacao pertinente:

34) A propriedade possui aerador?
( ) Nao.
( ) Sim. Obs. (quantos/de que tipo):

PARTE 3 - Aquisicdo de formas jovens

35) Origem dos alevinos/pds larvas:
( ) Comprados no mesmo estado da piscicultura.
( ) Comprados em outro estado. Qual? (inserir opcdes com as UF)
36) De quem adquire os alevinos?
( ) Sempre do mesmo fornecedor. Qual?
( ) Varia o fornecedor. De quais adquire?
37) Conhece a propriedade e o histérico da fazenda fornecedora dos
alevinos?
()Sim. () Nao.
38) Qual é o critério para escolha do fornecedor de alevinos?
( ) E o Unico na regiso.
( ) Indicacdo de outro produtor.
() Menor preco.
( ) Escolhe o fornecedor que tem alevinos na época desejada.
39) Ja recebeu lotes com mais problemas que outros?
( ) Néao.
() Sim.
40) Se sim (na pergunta 39), quais os tipos de problema?
() mortalidade
( ) deformidade, cauda ou coluna tortas
( ) machucados/feridas
( ) baixo crescimento
(
(

) heterogeneidade
) outros.
41) O fornecedor apresenta algum tipo de certificado que ateste a sau-
de dos alevinos comprados?
( ) Nao. () Sim.
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42) Vocé (o produtor) faz algum tipo de andlise nos peixes que entram
na propriedade?
( ) Ndo. () Sim.

PARTE 4 - Qualidade da agua

43) Monitora a qualidade de agua dos viveiros?

( ) Nao.

( ) Sim. Faz andlise no inicio do cultivo.

( ) Sim. Adequa a agua ao cultivo da espécie alvo (tambaqui/pacu).
44) Analisa as varidveis com que frequéncia?

( ) Semanalmente.

( ) Mensalmente.

( ) Analisa sob demanda (quando precisa).

() Nao analisa.
45) Faz monitoramento de quais par@metros de qualidade de dgua dos
tanques? Como faz? (escrever na linha ao lado)

( ) Transparéncia

( ) Oxigénio

() pH
() Temperatura
( ) Alcalinidade
(
(
(

) Ambnia
) Nitrito
) Outro
46) Qual é a origem da fonte de 4gua da propriedade?
() Rio ( ) lgarapé () Poco ( ) Nascente ( ) Acude (dgua
de chuva)
( ) Barragem de rio (represa)
47) Como ¢ feito o abastecimento de agua?
( ) Gravidade
( ) Bombeamento
() Outro.
48) Realiza algum tratamento na dgua de abastecimento dos tan-
ques/viveiros?
( ) Nao.
() Sim. Qual?
49) Faz renovacao de agua dos tanques/viveiros?
( ) Nao.
( ) Sim. Qual taxa de renovacéao?
( ) renova o quanto evapora
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( ) renova quando tem problemas no tangue/viveiro
( ) se souber a taxa (%) de renovacao registrar
( ) outro

PARTE 5 - Manejo
50) A mao-de-obra da propriedade é treinada ou capacitada?
( ) Sim. Recebem treinamento na propriedade.
( ) Sim. S3o contratados apenas com experiéncia prévia.
( ) Sim. Mao-de-obra familiar.
( ) Nao.
51) Faz calagem nos tanques/viveiros antes do povoamento?
( ) Nao.
() Sim. O que utiliza?
( ) Calcério dolomitico
( ) Calcério calcitico
( ) Cal virgem
( ) Cal hidratada
( ) Outro
52) Fertiliza/aduba os tanques/viveiros antes do povoamento?
( ) Nao.
( ) Sim. O que utiliza? (pode marcar uma ou mais opcées)
() Adubo guimico (N, P, K)
( ) Farelo de arroz ou trigo
( ) Cama de frango
( ) Esterco bovino
( ) Outro
53) Faz biometria dos peixes?
( ) Néao.
( ) Sim. Semanalmente.
() Sim. Quinzenalmente.
( ) Sim. Mensalmente.
( ) Sim. Com frequéncia variavel. Quando?
54) Utiliza anestésico no manejo?
( ) Nao.
( ) Sim. Qual?
55) Utiliza sal?
( ) Nao.
( ) Sim. Em quais momentos utiliza?
( ) Para preparacao do viveiro.
( ) Periodicamente no tanque.
( ) Nas biometrias.
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( ) Na chegada dos peixes na propriedade.

( ) Quando ha manipulacdo dos peixes: classificacado, trans-
feréncia e biometria.

( ) Quando aparecem doencas.

() Outros

56) Sao feitas observacdes periddicas dos tanques/viveiros?
( ) Nao repara no tanques/viveiros.
( ) Sim. Diéria.
() Sim. Semanal.
57) Possui filtro ou tela no local de captacao de agua da propriedade?

( ) Ndo. () Sim.

58) Possui filtro ou tela na entrada de 4gua dos tanques/viveiros?
( ) Ndo. () Sim.

59) Pratica alguma prevencao contra aves?
( ) Ndo. () Sim. Qual?

60) Existem casos de predacdo dos peixes?
( ) Nao. Qual a protecao utiliza para evitar?

( ) Sim. Qual é o predador?
61) Qual a densidade dos tanques? (Deve ser respondida para cada um
dos 3 tanques estudados)
Tanque 1:
Tanque 2:
Tanque 3:
Média da propriedade:

PARTE 6 - Alimentacdo

62) Utiliza racao?
( ) Nao. ( ) Sim. Qual(is) marca(s)?

63) No que se baseia a escolha da marca da racado? (Pode marcar mais
de uma opcéo)

( ) Exigéncia da espécie.

( ) Cor e cheiro.

() Preco.

( ) Facilidade de compra.

( ) Melhor desempenho dos peixes.

( ) Melhor relacao custo beneficio.
64) Quanto a racao: qual o tamanho do pellet e % proteina bruta (PB)
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utilizado na recria?
mm
% PB
65) Quanto a ragao: qual o tamanho do pellet e % proteina bruta (PB)
utilizado na engorda?
mm
% PB
66) Como sabe a quantidade de racdo a ser administrada no tan-
que/viveiro?
( ) Nao sei a quantidade.
( ) Calcula a quantidade de acordo com dados das biometrias.
( ) Nao calcula. Oferece racdo a vontade até a saciedade aparente
dos peixes.
() Outro

67) Utiliza subprodutos?

( ) Nao.

() Sim. Qual?
() milho
() soja
( ) outros

68) Com que frequéncia oferece os subprodutos?

( ) Todos os dias complementando a racéao.

( ) Quando o preco da racao esta alto.

( ) Quando acaba a racéo.

( ) Outro
69) Como é o armazenamento das ragdes?
(ndo precisa perguntar, pode ser observado in loco na propriedade para
marcar a opcao)

( ) Local fresco e arejado.

( ) Local idmido sem ventilacao.

( ) Local fresco e arejado porém saco no chao ou encostado nas
paredes.

( ) Local imido sem ventilacdo e com saco no chdo ou encostado na
parede.

( ) Nao tem local fixo para armazenar.
70) Ja observou racées com cheiro azedo ou formando grumos?

( ) Ndo. () Sim.
71) A racao é comprada com que frequéncia? (depois, relacionar a
resposta ao tamanho do empreendimento)
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) Semanalmente.

) Quinzenalmente.

) Mensalmente.

) Bimestralmente.

) Trimestralmente.

) De acordo com a demanda.

_— e~ e~~~ -

PARTE 7 - Doencas

72) Ja teve ocorréncia de doencas na propriedade?
( ) Nao. () Sim. Qual doen-
ca?
73) Ja observou algum destes comportamentos nos peixes? (Pode
marcar mais de uma opcéao)
( ) lentos, sem reacao a captura.
() préximos a entrada da agua.
( ) raspagem na lateral do tanque/viveiro.
() mudanca de cor.
( ) ndo se alimentam.
( ) presenca de corpos estranhos na superficie do corpo.
(
(
(
(
(

) machucados ou pontos vermelhos no corpo.
) tufos brancos no corpo.

) isolados do cardume.

) natacdo na superficie da lamina de agua.

) outro
74) Existe alguma época do ano em que morrem mais peixes?
() Ndo. ( ) Sim. Quando? (estacao/meses)

Jé foi observado algum comportamento ou sinal nos peixes
nessa época do ano?
( ) Nao.
() Sim. Quais? ( ) lentos, sem reacao a captura.
( ) préximos a entrada da agua.
( ) raspagem na lateral do tanque/viveiro.
() mudanca de cor.
( ) ndo se alimentam.
( ) presenca de corpos estranhos na su-
perficie do corpo.
( ) machucados ou pontos vermelhos no
corpo.
( ) tufos brancos no corpo.
( ) isolados do cardume.
( ) natagao na superficie da lamina de
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agua.
( ) outro
75) Existe uma fase de desenvolvimento em que morrem mais peixes?
( ) Nao ( ) Sim. Qual o tamanho?

Ja foi observado algum comportamento ou sinal nos peixes
nessa época do ano?
( ) Nao.
( ) Sim. Quais? ( ) lentos, sem reacdo a captura.
( ) préximos a entrada da agua.
( ) raspagem na lateral do tanque/viveiro.
( ) mudanca de cor.
( ) ndo se alimentam.
( ) presenca de corpos estranhos na su-
perficie do corpo.
() machucados ou pontos vermelhos no

corpo.
( ) tufos brancos no corpo.
( ) isolados do cardume.
( ) natagdo na superficie da lamina de
agua.

() outro
76) Qual o destino dado aos animais mortos?
( ) deixa no tanque que outros animais comem.
( ) retira e joga no lixo comum.
( ) retira e enterra.
( ) retira e queima.
(
(
(

) retira e joga em algum lugar na propriedade.
) retira e jogar para os animais silvestres (aves, mamiferos).
) retira e joga para céao e gato.
77) Existe uma area de quarentena na piscicultura?
() Sim.
() Nao. Por qué? ( ) custo é alto.
( ) ndo sabe o que é isso.
( ) ndo sabe como fazer.
( ) ndo tem espaco.
( ) ndo acha importante.
78) Faz aclimatacdo dos peixes?
( ) Ndo. () Sim.
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79) Joga a agua de transporte no tanque/viveiro da propriedade?

( ) Ndo. () Sim.
80) Faz desinfeccao dos tanques/viveiros?
( ) Nao.
() Sim. Com o qué? ( ) Calcério.
() Cal virgem.
( ) Cal hidratada.
( ) Outro

81) Quando faz a desinfeccdo dos tanques/viveiros?

() Durante o enchimento do viveiro.

( ) Quando o viveiro esta seco.

( ) Quando o viveiro estéa cheio.

( ) Outro
82) Faz desinfeccao dos utensilios como rede, baldes, tarrafas e pu-
cas?

( ) Nao.

() Sim. Com qual produto?

Com que frequéncia faz? ( ) logo apés o uso.
( ) antes do uso.
( ) antes e depois do uso.
( ) semanalmente.

() outro.
83) Faz raspagem do fundo do tanque/viveiro entre um ciclo e outro?
( ) Néo.
() Sim.

84) Utiliza ou ja utilizou algum medicamento ou produto quimico nos
tanques/viveiros?

( ) Sim. Apenas quando os peixes estdo doentes.

() Sim. Sempre que existe possibilidade dos peixes ficarem doentes
(antes de algum manejo, no inverno, antes ou durante o manejo).

( ) Sim. Apenas quando existe recomendagao de um técnico espe-
cializado.

( ) Nao.
85) Se sim, quallis) o(s) produto(s) utilizado(s) e dose?

PARTE 8 - Assisténcia técnica

86) Possui assisténcia técnica especializada?
( ) Nao.
() Sim. Possui um técnico contratado.
( ) Sim. Pessoa da familia é formada em area afim.
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() Sim. Técnico de cooperativa, empresa ou equivalente faz assis-
téncia esporadicamente.
() Sim. Chamo um técnico quando tem algum problema.
87) Quando chama um técnico, o faz com qual frequéncia?
( ) Semanal.
() Mensal.
() Por demanda (quando precisa).
( ) O técnico vive na propriedade ou vai trabalhar todos os dias.
( ) Somente no inicio do cultivo.
88) Existe assisténcia técnica especifica para doencas e sanidade?
( ) Nao. () Sim.

PARTE 9 - Comercializacdo

89) Para onde vende o peixe?
( ) Feira ( ) Frigorifico/Entreposto de pescado ( ) Supermercado.
( ) Direto ao consumidor  ( ) Atravessador.

90) Existe algum controle sanitario na venda?
( ) Nao. ( ) Sim. Qual?

91) Qual a forma de comercializacdo do pescado:
( ) Peixe vivo ou morto para entreposto de pescado.
( ) Peixe vivo para consumo.
( ) Peixe processado. Se processado, qual a forma de processamen-
to do pescado?
( ) inteiro (com visceras) ( ) eviscerado (sem visceras).
() filé de peixe ( ) outros cortes e preparacdes.
( ) pescado fresco ( ) pescado congelado.
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Anexo 2. Protocolos para
avaliacao da agua

Protocolo para determinacao de fésforo total
Fonte: adaptado de Apha, 1998

Preparo dos reagentes de trabalho
Reagente 1. Solucao de fenolftaleina
Dissolver 0,5g de fenolftaleina (C20H1404) em 50 mL de alcool etilico
95% e 50 mL de agua destilada. Adicione 0,02N de hidréxido de
sédio (NaOH) (0,8g NaOH/L de &gua destilada) até a cor rosa
desaparecer. Conservar em geladeira.
Reagente 2. Solucao de acido sulfurico
Coloque 600 mL de agua destilada em um baldo de 1.000 mL.
Vagarosamente coloque 300 mL de acido sulfdrico (H2S04)
concentrado e complete para 1.000 mL com agua destilada. Deve
ser preparada no dia da andlise.
Reagente 3. Solucéo persulfato de potassio
Dissolver 10 g de persulfato de sédio (Na2S20s) em 200 mL de agua
destilada. Esta solucdo deve ser preparada no dia da andlise.
Reagente 4. Solucédo de hidréxido de sédio
Dissolver 80 g de hidréxido de sédio (NaOH) em agua destilada e

diluir para 1000 mL em um baldo. Estocar em pote plastico.

Reagente combinado
1° Solucéo de acido sulfarico, 5N:

Diluir 70 mL de acido sulfurico concentrado com agua destilada
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em um balao de 500 mL. Espere a solucao esfriar em
temperatura ambiente e complete o volume. Lembre-se de
preparar esta solucdo em capela para evitar inalacdo de gases.
2° Solugdo de tartarato antimonio de potassio

Dissolver 1,37515 g de tartarato antimonil de potéassio
(CsH4K2012Sb2.3H20) em 400 mL de agua destilada. Estocar em
pote com tampa de vidro.

3° Solugédo de mobilidato de amonia:

Dissolver 20 g de molibidato de aménia (NH4) 6M07024) em 500
ml de dgua destilada. Estocar em pote plastico a 4 °C (geladeira).
4° Solucéo de acido ascorbico

Dissolver 1,76 g de acido ascérbico (CeéHsOs) em 100 mL de
agua destilada. Esta solucao é estavel por uma semana a 4 °C
(geladeira). Adicionar data da preparacao da solucao no rétulo do

preparado.

Reagente combinado
Misture os quatro reagentes acima na proporcao e sequéncia
dadas abaixo para obter 100 mL da solucdo. Todos os reagentes
devem estar a temperatura ambiente no momento da mistura.
- 50 mL da solucéo de &cido sulfurico 5N.
- 5 mL da solucao de tartarato antimonil de potassio.
- 15 mL da solucdo de molibidato de aménia.

- 30 mL da solucéao &cido ascérbico.
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Preparo da solucao padrao de féosforo (0,010 M)
Solugcdo mae: dissolver 0,2195 g de fosfato monopotassico
(KH2PO4) em agua destilada e diluir para 1.000 mL em balao
volumétrico.
Solucéo filha: diluir 50 ml da solucdo mae para 500 mL de agua

destilada em um baldo volumétrico.

Procedimentos de analise
Limpeza da vidraria e tratamento do filtro:

Toda vidraria que sera utilizada na anélise deve ser
cuidadosamente limpa, a fim de prevenir contaminacao por
fésforo. Antes do uso enxague toda vidraria com uma solucéao 1
N de HCI, depois lave com detergente e d4gua e depois enxague
com agua destilada. Mais tarde, lave novamente com detergente
e agua e depois enxague com agua destilada, novamente. O

detergente deve ser livre de fosforo (exemplo extran).

Preservacao da amostra
Sempre que possivel faca a anédlise duas ou trés horas apds a
coleta, porque as bactérias que crescem no frasco de coleta irdo
remover o fédsforo da dgua. Para aumentar o tempo entre a coleta e
a andlise, os frascos de coleta devem ser limpos da seguinte forma:
prepare uma solucdo contendo 50 g de iodo/L e 80 g de iodeto de
potassio/L e deixe descansar por uma semana (Esta solucédo pode
ser preparada para ser usada varias vezes). A vidraria deve ser limpa

com esta solucao e depois de limpa, vigorosamente enxaguada com
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agua destilada. Amostras coletadas em vidraria limpa desta forma
duram até sete dias.

Marcha analitica
Etapa 1. Digestédo
Misture a mostra e coloque 50 mL em Erlenmeyer de 125 mL.
Coloque 1 gota de fenolftaleina. Se a amostra ficar na cor rosa
adicione solucao de acido sulfdrico (reagente 2) até a cor
desaparecer. Coloque 1 mL da solucdo de &cido sulfurico (reagente
2) e 10 mL da solucdo de persulfato de potassio. Cubra o frasco
com papel laminado e autoclave por 30 minutos.
Etapa 2. Preparo do digerido para analise (neutralizacédo e diluicéo)
Apds a amostra esfriar, coloque 1 gota de fenolftaleina. Titule com
a bureta solucao de hidroxido de sddio até a cor rosa aparecer.
Transfira o digerido neutralizado para uma proveta de 100 mL
(anote o valor) e complete para 100 mL com agua destilada.
Etapa 3. Determinacdo do fésforo
Prepare 25 mL da amostra digerida/neutralizada/diluida em frasco.
Adicione 1 gota do indicador de fenolftaleina na amostra. Se ficar
da cor vermelha adicione &cido sulfurico 5N até remover a cor
(normalmente 1 gota é o suficiente). Em seguida, coloque 4 mL do
reagente combinado e agite. Apds dez minutos, porém antes de 30
minutos, ler em espectrofotometro em 880nm.
Uma amostra com 50 mL de dgua destilada deve passar por todo
processo de digestdo, neutralizacao e diluicdo. Esta amostra sera o

branco. Recomenda-se realizar as anélises em triplicata.
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Gréfico de calibracdo a partir da solucao padrao
Use a solucao filha para preparar uma série de concentracdes

diferentes.

0,00 0.0
0,05 1,0
0,10 2,0
0,25 5,0
0,50 10,0
10,0 20,0

Uma amostra com 50 mL de cada padrao deve passar por todo
processo de digestdo, neutralizacdo e diluicdo. Recomenda-se realizar

as analises em triplicata.
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Protocolo para determinacao da dureza total
Fonte: adaptado de APHA, 1998

Preparo dos reagentes de trabalho
Reagente1. Solucdo tampado (buffer)
Dissolver 67,5 g de cloreto de aménio (NH4Cl) em 570 mL de
hidréxido de amdnio (NH4OH) concentrado. Diluir para 1 litro em um
baldo volumétrico com agua destilada.
Reagente 2. Solucao Indicador de Eriocromo Negro-T (Eriochrome
black-T)
Dissolver 4,5 g de hidrocloreto de hidroxilamina (NH20H . HCL) e
0,5 g de Eriocromo negro-T (C20H12N307SNa) em 100 mL de etanol
a 70%. Este indicador tem validade de trés meses.
Reagente 3. Solucdo padrao de calcio (0,010 M)
Transferir 1 g de carbonato de célcio anidro (CaCOs) para um béquer
de 1 litro. Adicionar acido cloridrico (HCI) na proporgcéao de 1:1.
Diluir para 200 mL com &agua destilada. Ferver por 5 a 10 minutos e
deixar esfriar. Este procedimento serve para liberar o CO2 da
solucao. Aferir o pH para 7,0 com uma solucao de NHsOH 3N.
Completar para 1 litro em um baldo volumétrico. Lembre de preparar
esta solucdo em capela para evitar inalagcédo de gases.
Reagente 4. Solucdo padrdao de EDTA
Dissolver 4 g de EDTA (acido etilenodiamina tetraacético dissédico)
e 100 mg de cloreto de magnésio (MgClz . 6H20) em 1 litro de agua
destilada. Esta solucao deve ser padronizada depois com a solucao
padrdo de célcio. Pipetar 10 ml da solucdo padrao de calcio em um

béquer de 250 mL e adicionar 90 mL de agua destilada. Titular a
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solucao padrao de célcio com a solucao de EDTA de acordo com o
procedimento a seguir.
Marcha analitica
Colocar 100 mL de agua (amostra) em um Erlenmeyer de 250
mL. Adicionar 2 mL de solucdo tampao (buffer) e misturar. Em
seguida, adicionar 8 gotas de Eriocromo Negro-T e titular com
solucdo de EDTA até o End Point (ponto de mudanca de cor). A

solucao deverd mudar de vermelho vinho para azul puro.

Calculo da Dureza total (mg de CaCOs/L)

(volume (mL) do titulante) (M) (100,1) (1.000)
Volume da amostra (mL)

Dureza total =

Observacdo: as amostras devem ser processadas o mais
rapidamente possivel. A titulacdo deve ser conduzida

imediatamente apds a adicdo do tampao e do indicador.
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Protocolo para determinacao de nitrito (NO2)
Fonte: adaptado de APHA, 1998

Preparo dos reagentes de trabalho
Reagente 1. Solucéo de sulfanilamida (CsHsN202S)
Adicionar lentamente 10 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado
em 60 mL de adgua destilada e resfriar em banho-maria. Obs:
Adicionar primeiro a agua e depois o acido cloridrico lentamente.
Quando a solugcédo acida estiver fria, adicionar 1 g de sulfanilamida.
Completar com agua destilada até 100 mL. Estocar em vidro
escuro. Esta solucao tem validade de quatro semanas.
Reagente 2: Solucdo de N-Naftil
Dissolva 500 mg de N-(1-NAFTIL) etilenodiamina dicloridrato em
500 mL de &gua destilada. Guarde em frasco escuro longe da luz.

Solucéao é estavel por quatro semanas.

Preparo do padrao
Solucao mae: dissolver 0,5024 g de nitrito de sédio (NaNOz2) em
1.000 mL de agua destilada. Esta solucao mae tem concentracao de
100 mg/L nitrito (NO2). Adicionar uma gota de cloroférmio (CHCls) e
guardar a solucao em frasco escuro. Este padrao é estavel por dois
meses.
Solucéo filha: pipete 10 mL da solucdo mae em 1.000 mL de agua
destilada em um baldo volumétrico. Esta solucdo contém 1 mg/L

NO..



Procedimentos Analiticos para Avaliagdo de Doencas de Peixes

0,000 0,0
0,005 0,5
0,01 1,0
0,02 2,0
0,04 4,0
0,06 6,0
0,10 10,0

Procedimentos de andlise
Filtre a amostra de agua em filtro Whatman 42. Adicione 50 mL do
filtrado em um béquer de 100 mL. Coloque 1 mL da solucéo de
sulfanilamida, agite e espere de 2 a 4 minutos (ndo mais que isso)
para reacdo. Coloque 1mL da solucao N-Naftil e agite. Espere 10
minutos, transfira para uma cubeta de 1 cm. Faca a leitura no
espectrofotometro em 543 nm. Mesmo procedimento com
reagentes 1 e 2 deve ser realizado com agua para ser o branco.

Recomenda-se realizar as analises em triplicata.
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Protocolo para determinacdao de amoénia total
Fonte: adaptado de Apha, 1998

Preparo dos reagentes de trabalho

Reagente 1. Solucdo oxidante

Misturar 20 mL de agua sanitaria com 80 mL de dgua deionizada e
ajustar para pH 6,5-7,0 com uma solucdo composta por uma parte
de HCI e trés partes de dgua destilada. Este reagente deve ser
preparado no dia da andlise.

Reagente 2. Solucao de sulfato de manganés

Dissolver 50 mg (0,05 g) de MnSO4 . H20 em 100 mL de agua
deionizada. Este reagente deve ser preparado a cada 4 semanas.
Reagente 3. Solucéo de fenol

Dissolver 2,5 g de NaOH e 10 g de fenol em 100 mL de agua. Este
reagente deve ser preparado no dia da anélise.

Reagente 4. Solucdo padrdao de amonia

Pese 0,3816 g de NH4Cl e dilua para 100 mL de dgua deionizada.
Esta serd a solucdo mae com 1.000 mg/L de aménia. Dilua uma
aliguota de 5 mL da solugdo méae e complete para 500 mL de agua
deionizada para ter uma solucdo com 10 mg/L (solucao filha). A
solucdo mae pode ser estocada por varios dias, e a solucao filha e

os padroes devem ser feitos no dia da anélise.
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0,1 9,9 0,1
0,5 9,5 0,5
1,0 9,0 1,0
1,5 8,b 1,5
2,0 8.0 2,0

Procedimentos de analise
Pipete 10 mL da amostra em um béquer de 50 mL e agite em um
agitador magnético. Enquanto estiver agitando acrescentar uma
gota da solucdo de sulfato de manganés, 0,5 mL da solucéao
oxidante e 0,6 mL da solucao de fenol. A solucado de fenol deve ser
rapidamente colocada. Remova o Béquer da agitacédo e espere 15
minutos para desenvolver a coloracao maxima. Ler em
espectrofotobmetro com comprimento de onda de 630 nm.
Observacao 1: o mesmo procedimento deve ser adotado para o
branco. Neste caso a amostra deverd ser 10 mL de dgua deionizada.
Observacdo 2: toda a vidraria utilizada na anélise deve ser
previamente lavada em solucao sulfocromica e em seguida

enxaguada com bastante dgua destilada.

Preparo da solucdo sulfocromica
Dissolver 100 gramas de dicromato de potassio (K2Cr207) em quan-
tidade minima de dgua e completar o volume até 1.000 mL com

acido sulfdrico concentrado. Deve-se conservar a solucao em vidro
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escuro provido de rolha esmerilhada. Devido alta reatividade desta
solucao na manipulacao e preparo, devem ser observados:

1. Uso de luvas e borrachas.

2. Dissolver o dicromato em agua e depois adicionar o acido cui-
dadosamente para evitar respingos, sob continua agitacao.

3. Antes de adicionar o acido, colocar o recipiente em agua fria
para evitar super aquecimento.

4. Quando a solucédo sulfocrémica ficar esverdeada, deve ser

substituida.
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Protocolo para determinacdo da alcalinidade total
Fonte: adaptado de Apha, 1998

Preparo dos reagentes de trabalho
Reagente 1. Solucdo indicadora de metil laranja:
Dissolver 0,05 g de metil laranja (C14aH14aN3sNaOsS em 100 mL de
agua destilada.
Reagente 2. Solucdo de titulacado - acido sulfarico a 0,022 N
Diluir 2,8 mL de &cido sulfurico (H2S04) concentrado em 1 litro de
agua destilada livre de CO2 (solucdo 0,1 N). Em seguida, diluir 200
mL de H2S04 0,1 N em 1 litro de dgua destilada livre de CO2. Esta

solucao estara a aproximadamente 0,02 N.

Procedimentos para determinacao da alcalinidade total
Colocar 100 mL de amostra em um béquer de 250 mL. Adicionar o
numero de gotas de metil laranja pré-estabelecidos na padronizacéao
(5) e, titular com solucao padrao de acido sulfdrico H2S04 (0,02 N)

até aparecer coloracéao laranja fraca.

Calculo da Alcalinidade total (mg/L):

mL da solugio padrio de H2S04 = N = (0,022) * (0,5) * (1,00)

Alcalinidade total = volume da amostra (100 mL)
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Protocolo para determinacao de clorofila-a
Fonte: Nusch, 1980

Preparo dos reagentes de trabalho
Reagente 1. Solucdo de Acetona 90%
Misturar 10 mL de dgua destilada em 90 mL de acetona (CsHeO).
Reagente 2. Solucédo de Carbonato de magnésio
Colocar 1 g de carbonato de magnésio (MgCOs) e diluir para 100

mL. Apenas uma pequena porcao do reagente vai dissolver.

Procedimentos de anélise
Prepare o sistema de filtragem com um filtro de fibra de vidro. Agi-
te a solucao 2 e adicione 1 mL no filtro. Aplique vacuo para retirar
o excesso da solucdo. Misture bem a amostra e transfira 100 mL
para ser filtrado. Apds a filtragem retirar o filtro e cortar as bordas
que ndo foram impregnadas pela clorofila. O amasse e filtro e co-
logue no triturador de tecido (tissue grinder). Adicione 2 mL da so-
lucdo 1 e triture por 1 minuto. Depois, adicione mais 8 mL da so-
lucdo 1 e triture por mais 30 segundos. Transfira o contelddo para
um tubo de centrifugacdo de 15mL, com tampa e incube na gela-
deira por uma noite. Centrifugue o extrato (3.000 rpm) por 10 mi-
nutos. Cuidadosamente decante o sobrenadante em uma cubeta
de vidro para medir a absorbancia a 665 e 750 nm. O aparelho

deve ser zerado com a solucado 1 (acetona a 90%).

Calculo dos resultados:

clorofila-a ug/L = 11,9 (Ases-A7s0) V/L x 1.000/S
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Asss — Absorbancia a 665 nm

A7s0 — Absorbancia a 750 nm

V - Volume da acetona no tubo de centrifugacao

L - comprimento da abertura de luz do espectrofotbmetro em
centimetros

S - volume da amostra (100 mL)
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Anexo 3. Formulario para
anotacodes de dados de
qualidade da agua

Formulario de coleta — Projeto Aquasec

Equipe da coleta:

Data da Coleta: ( ) Cheia ( ) Seca

Ponto de Coleta: ( ) Rio Preto-AM ( ) Sao Francisco-AL/SE ( )
Dourados-MS

Nome da propriedade:

Contato da propriedade:

Dados da agua no dia da coleta

Variaveis da agua Viveiro 1 Viveiro 2 Viveiro n

Transparéncia

Oxigénio

pH

Temperatura

Condutividade

Amonia total

Amonia toxica

Nitrito

Alcalinidade

Fasforo total

BIOMETRIA

Identificacao Local de Peso (g) Comp. Padrédo
peixe/dados coleta (cm)

1

2

3 Viveiro 1

4

5

6

7

8 Viveiro 2

9

10

11

12 Viveiro n

13




Procedimentos Analiticos para Avaliagdo de Doencas de Peixes

14

15
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Formulario de coleta de agua BIMIESTRAL- Projeto Aquasec

Equipe da coleta:

Data da Coleta: ( ) Cheia ( ) Seca

Ponto de Coleta: ( ) Rio Preto-AM ( ) Sao Francisco-AL/SE ( )
Dourados-MS

Nome da propriedade:

Contato da propriedade:

Dados da agua no dia da coleta

Variaveis da agua Viveiro 1 Viveiro 2 Viveiro 3

Transparéncia

Oxigénio

pH

Temperatura

Condutividade

Amonia total

Amonia toxica

Nitrito

Alcalinidade

Fosforo total

Observacoées:
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Anexo 4. Formulario para
anotacdes de dados de
parasitologia

Formulario de parasitologia — Projeto Aquasec

Equipe da estacao:

Data da Coleta: ( ) Cheia ( ) Seca

Ponto de Coleta: ( ) Rio Preto-AM ( ) S&o Francisco-AL/SE ( )
Dourados-MS

Nome da propriedade:

Contato da propriedade:

Dados coletados na estacao 4

Identificacdo Bexiga

. . Estomago | Intestino | Observacdo
peixe natatéria

-— | ) ) -
Salalnl2lale|leNola rw/ N =
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