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ZEOLITA E EUGENOL NO TRANSPORTE DE JUVENIS DE MATRINXÃ
(Brycon amazonicus)

Resumo

O Brycon amazonicus, genericamente conhecido como matrinxã, é um dos

peixes com maior potencial para a piscicultura na Amazônia. Porém por ser um

peixe naturalmente agitado, movimenta-se de forma intensa durante o manejo

sendo mais suscetível aos efeitos indesejáveis das diversas práticas como

biometria, classificação e transporte, podendo ocorrer ferimentos na superfície

do corpo, manifestação de doenças e até altas mortalidades. Os objetivos do

proposto trabalho foram avaliar as possibilidades de uso da zeolita durante o

transporte de matrinxã, associado ao uso de um anestésico alternativo, o

eugenol, também na água de transporte, para reduzir a movimentação dos

animais, a fim de aumentar com esses dois produtos as chances de sucesso

do transporte. Foram realizados três estudos: 1) análise de amônia liberada

pelo matrinxã na água durante o transporte; 2) análise do poder de absorção

da amônia pela zeolita; 3) Efeito da adição de zeolita e eugenol à água de

transporte nas respostas metabólicas ao estresse do matrinxã submetido ao

transporte. Foram retiradas amostras de água das embalagens de transporte

para análises de temperatura, oxigênio, pH, amônia e nitrito. Amostras de

sangue e tecido muscular e hepático foram coletadas para realização das

análises de hematócrito, lactato, glicose plasmática, lactato, amônia

plasmática, proteína total, cloretos, sódio, glicogênio hepático e glicogênio

muscular. No primeiro experimento determinou-se que a liberação de amônia

na água de transporte de 4 horas apresentou um aumento exponencial. No

segundo experimento de absorção da amônia pela zeolita, todas as

concentrações mostraram-se eficientes para o fim proposto. No terceiro

experimento a influência da zeolita conjuntamente com o eugenol nas

respostas metabólicas ao estresse foram satisfatórias para amenizá-las.  A

concentração de zeolita determinada como adequada foi de 7,5 mg/L levando-

se em consideração o custo-benefício ao produtor. O tratamento zeolita  +

eugenol  foi o mais eficiente mostrando bons resultados para melhorar a
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qualidade do transporte com respostas fisiológicas e tissulares ao estresse

menores.

Palavras Chaves: peixe, metabolismo, amônia, clinoptilolita, estresse,

anestésico.

ASTRACT

Brycon amazonicus, commonly known as matrinxa, is one of the most potential

species for commercial fish farming in the Western Amazon. Nevertheless this

is a very aggressive fish, and excessive movements in handling may lead

animals to undesired consequences as body wounds, diseases or even

mortality. The objective of this work was to evaluate zeolite in the transport in

order to reduce excreted ammonia on water transport that may represent

absence of one acute transport stressor. Additionally we evaluated the use an

alternative anesthetic, eugenol, also in the transport water to tranquilize fish and

together with zeolite increase the chances of the transport success. Three

experiments were held: 1) matrinxã excreted ammonia in the transport water; 2)

capacity of zeolite to absorb water ammonia; 3) Effects of zeolite and eugenol

addition on the transport water on the metabolic stress responses of matrinxã.

Water samples were taken during transport to measure temperature, oxygen,

pH, ammonia and nitrite. Blood samples were also taken to measure

hematrocrit, lactate, glucose, ammonia, protein, chlorides and sodium.

Glycogen tissues contents were still measured. Transportation of fish during 4 h

accumulated ammonia in the water in concentration of 1,39 mg/L, and pH

6,45±0,43, oxygen 13,5±0,24 mg/L and temperature 27,1±0,13°C. In the

second experiment, zeolite in concentration of 7,5 mg/L absorbed properly

ammonia transport water. In the third study zeolite and eugenol decreased

metabolic stress responses of matrinxã to transport. Plasma glucose was

around 65,62 mg/dL and cortisol 4,1 ng/dL.

Key words: fish, metabolism, ammonia, stress, anesthetic, clinoptilolite.
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1. Introdução

A piscicultura é uma das atividades zootécnicas mais promissoras para

se incrementar a produção de alimentos ricos em proteína. Dentre as principais

vantagens, que apresenta, destaca-se sua repercussão econômica para o

aproveitamento de áreas improdutivas ou de baixo rendimento agropecuário

(Galli & Torloni, 1989). A piscicultura, além de movimentar um setor muito

importante e crescente na produção de alimentos, pode gerar empregos e

renda também em outros segmentos do Agronegócio como as indústrias de

rações, medicamentos, equipamentos e processamento (Inoue, 2005).

Dentre as muitas espécies de peixes amazônicos, o matrinxã destaca-se

como uma de grande valor econômico e apresenta grande potencial para

criação intensiva em cativeiro pelo crescimento rápido sob regimes de

alimentação artificial e completa (Graef, 1995; Honczaryk, 2000; Arabeláez-

Rojas et al., 2002; Fim, 2002; Brandão et al., 2005; Oliveira, 2008). Porém o

matrinxã por ser um peixe agitado movimenta-se de forma intensa durante o

manejo, sendo bastante sensível às diversas práticas, principalmente o

transporte, perdendo muco e escamas, havendo muitas vezes mortes massivas

de animais após o manejo, causando prejuízos sérios aos empresários rurais.

Na piscicultura intensiva, a principal fonte de compostos nitrogenados

incorporado à água é a traves da alimentação. No inicio das criações, a

biomassa é ainda pequena, observam-se baixos níveis de amônia – compostos

resultantes do catabolismo das proteínas, que aumentam proporcionalmente ao

aumento da quantidade de alimentos fornecido. Na criação de peixes

carnívoros, essa situação pode ser agravada pelos elevados níveis de proteína

das rações, essa altas concentrações do íon amônia podem influenciar

diretamente a  dinâmica do oxigênio dissolvido no meio ( Hurvitz et al.1997,

Pereira & Mercante, 2005)

O presente trabalho foi elaborado com a finalidade de se verificar a

possibilidade do uso de dois produtos em conjunto, a zeolita e o eugenol, no

transporte de juvenis de matrinxã, gerando informações básicas para o
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aperfeiçoamento de uma das práticas de manejo mais críticas no dia-dia nas

unidades de piscicultura, o transporte. Dessa forma espera-se contribuir com

informações aos técnicos da área para o aumento as chances de sucesso

dessa prática de manejo.

2. Piscicultura na Amazônia

A piscicultura na região Amazônica teve início na década de 80, com a

implantação do Programa de Desenvolvimento da Aquicultura pelo governo do

estado do Amazonas. A região possuí algumas particularidades que revelam o

grande potencial da Amazônia para o desenvolvimento da atividade,

destacando a grande abundância de recursos hídricos, o clima quente o ano

todo com pequena amplitude térmica (apenas 3 a 4˚C nos grandes corpos d`

água), a demanda de interesse para este ramo, mais a ampla variedade de

espécies de peixes de alto valor comercial (Roubach et al., 2003; Ono, 2005).

A abundância de peixes na bacia amazônica era causa de inviabilidade

da piscicultura comercial até início da década de 70 no Amazonas,

especialmente nos arredores da cidade de Manaus, quando essa cidade tinha

pouco mais de 200 mil habitantes. Com a criação da Zona Franca de Manaus

pelo governo militar, a cidade sofreu forte expansão demográfica (hoje Manaus

tem quase 2 milhões de habitantes) e consequentemente aumentou a

demanda por alimentos de alta qualidade, como o tambaqui e a matrinxã,

peixes nobres da cozinha amazonense. O esforço de pesca foi intensificado e

os cardumes dos peixes economicamente mais valiosos rapidamente

escassearam perto das cidades, sendo atualmente necessário que os barcos

de pesca se desloquem cada vez mais longe, elevando os custos de captura. A

sazonalidade do pescado oriundo da captura é também um fator que favorece

a piscicultura, pois essa é capaz de fornecer pescado de qualidade de maneira

regular durante o ano inteiro (Pereira-Filho, 1995).

Os sistemas de cultivo mais utilizados na Amazônia são: tanques

escavados, barragens e canal de igarapé. A criação em tanque escavado e

barragem são divididas em duas etapas: recria e engorda, essa divisão é

fundamental para o sucesso da criação. Na recria do matrinxã, os peixes são
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criados em viveiros chamados berçários, por 60 dias, na densidade de 10

peixes/ m2 essa fase a finalidade é  engordar os juvenis de 2 a 4 cm até o

tamanho de 10 a 12 cm. (Gomes & Urbinati, 2005; Brandão et al.,2005)

Na engorda em viveiro, a densidade utilizada é de 5.000 peixe/ha. Após

nove meses de criação, os peixes apresentam peso médio de 1,4kg, com

sobrevivência de até 100%. A produção é de mais ou menos 7,5 ton/h ano (Izel

& Melo, 2004).

Uma alternativa recente para engorda de matrinxã é a criação intensiva

em canais de igarapés na Amazônia (Abeláez-Rojas et. al., 2002). São

construídos reservatórios em sentido paralelo ao curso natural do igarapé e

fechando com telas e as margens sendo reforçadas por paredes de madeira,

concretos ou sacos de areia, formando uma espécie raceway natural, e os

resultados mostram que o matrinxã vem se adaptando muito bem a este

sistema atualmente.

3. Transporte de peixes vivos

O transporte de peixes vivos é uma prática rotineira nos sistemas de

criação como os estabelecimentos de produção de alevinos, no caso larvas e

juvenis, e estabelecimentos voltados à engorda, pesca esportiva e a indústria

processadora, no caso peixes com tamanho para abate (Piper et. al., 1982;

Carmichel et. al., 2001; Gomes & Urbinati 2005). No norte do Brasil, o

transporte de peixes vivos vem aumentando consideravelmente e as principais

finalidades são o comércio de peixe vivo em feiras para o consumo,

fornecimento para fazendas e sítios de pesque-pague e formação de plantel de

reprodutores (Gomes et. al., 2003a).

Segundo Gomes (2002), embora o transporte seja uma das práticas de

manejo mais importantes e indispensáveis da piscicultura, pouca atenção tem

sido dada ao assunto no Amazonas. Os procedimentos e técnicas utilizados

durante o transporte são importantes para o sucesso desta operação. Sua

escolha deve levar em conta os aspectos relacionados aos peixes, à água, aos
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equipamentos e ao manejo envolvido na operação. Entre esses aspectos

estão: espécies, tamanho do peixe, condição nutricional e a saúde, além da

qualidade de água usada no transporte que deve ser mantida a melhor

possível, controlando-se a temperatura e a concentração de oxigênio, gás

carbônico e amônia. Existem dois tipos de transporte: transporte em sistema

aberto e transporte em sistema fechado (Grottum et al., 1997).

3.1. Transporte em sistema aberto

O sistema de transporte aberto é o sistema mais utilizado para peixes

com mais de 100 gramas. Em geral são utilizadas caixas rígidas com tampa, o

que exerce uma função isolante do ar atmosférico, importante para se evitar

variações bruscas de temperatura. Nestas caixas são colocadas a água e os

peixes a serem transportados. Essas caixas são equipadas por sistemas de

difusão de oxigênio por borbulhamento durante todo o transporte, mas,

alternativamente em algumas situações, são utilizados compressores de ar

como fonte de oxigênio. Essas caixas são manufaturadas especialmente para o

transporte de peixes vivos com diversos materiais tais como fibra, plástico e

alumínio, com capacidade que variam de 100 a 4.000 litros de água. Sendo as

mais utilizadas no Amazonas são as de 500 e 1.000 litros. O transporte em

sistema aberto é normalmente realizado por via rodoviária. Para peixes com

mais de 500 gramas este sistema também é utilizado para o abastecimento de

fazendas e sítios de pesque-pague, restaurante e para venda de reprodutores.

Peixes entre 100 e 500 gramas são transportados nesse sistema para

povoamento de viveiros, tanque-rede e projetos de repovoamento (Gomes,

2002).
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Figura 1. Transporte de peixes vivos em sistema aberto.

3.2. Transporte em sistema fechado
No sistema de transporte fechado são utilizados sacos plásticos. Neste é

adicionada água, os peixe e em seguida injetado oxigênio puro. Após a adição

de oxigênio o saco é lacrado. O tamanho do saco pode variar com a finalidade

do transporte e com o tamanho dos peixes. Em fazendas de criação de juvenis

utilizam-se sacos de 30 a 60 litros, sendo que em 20% do volume é adicionada

água e no restante é injetado o oxigênio. O saco pode ser diretamente

transportado ou colocado em caixas de papelão ou isopor, que oferecem

proteção adicional contra choques, evitando dessa forma que as mesmas

rasguem ou estourem, e variação térmica da água.

Esse é o sistema mais utilizado no mundo para o transporte de juvenis

por via rodoviária e é o sistema padrão para o transporte por via aérea, muito

utilizado principalmente para peixes ornamentais (Gomes, 2002).

Gomes, 2003 Gomes, 2003
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Figura 2. Sistema fechado de transporte de peixes.

4. Qualidade da água de transporte de peixes vivos

Durante o transporte, a deteriorização na qualidade de água pode

exercer impacto negativo sobre o bem-estar geral dos peixes, com reflexos

negativos para a etapa seguinte do sistema de produção como perdas na

reprodução (no caso do transporte de reprodutores de uma estação para

outra), sanidade (manifestação de doenças no pós-transporte) e sobrevivência

(mortalidade em alta no pós-transporte). Os efeitos da qualidade de água

inadequada durante o transporte variam consideravelmente em função da

espécie, tamanho, idade e histórico de exposição a cada elemento que

caracteriza físico-quimicamente o meio. Dentre os principais parâmetros que

devem ser monitorados são: oxigênio dissolvido, temperatura, pH, alcalinidade,

gás carbônico e concentração de resíduos metabólicos nitrogenados (amônia e

nitrito). Muitos destes parâmetros interagem entre si e influenciam uns aos

outros, algumas vezes de forma muito complexas (Boyd, 1982; Gomes &

Urbinati, 2005).

4.1. Oxigênio dissolvido

O oxigênio dissolvido (OD) é apontado como um dos fatores limitantes do

transporte de peixes. A quantidade de oxigênio existente na água não é

suficiente para suportar as densidades utilizadas durante o transporte, sendo

necessário o fornecimento de oxigênio suplementar. Para sistemas fechados

Brandão, 2008 Brandão, 2008
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de transporte é necessário adicionar o oxigênio no saco plástico e depois lacrá-

los, assim ele fica pressurizado e o gás é dissolvido na água vagarosamente

pelo balanço ocasionado no transporte (Berka, 1986). Para sistemas aberto o

ideal é que oxigênio seja adicionado por borbulhamento ao longo de todo o

transporte.

A exigência de oxigênio durante o transporte vai depender da espécie a ser

transportada e o tamanho dos peixes. Segundo Berka (1986); Gomes &

Urbinati (2005), espécies muito ativas e sem tolerância hipóxicas (pouco

oxigênio dissolvido no ambiente), como os salmonídeos, requerem uma

quantidade de oxigênio alta. Por outro lado, espécies não muito ativas e que

possuem tolerância a hipoxia em seus ambientes naturais, como as carpas,

requerem menos oxigênio. Normalmente, peixes maiores consomem menos

oxigênio por peso do que peixes menores (Johnson, 1979). Por não existir

valores de exigência de oxigênio para todas as espécies transportadas, existe

uma padronização no campo de que o valor do oxigênio fique em torno de 5

mg/L durante o transporte, para que essa variável não seja limitante (Boyd,

1981).

4.2. Temperatura

A temperatura da água tem grande importância no estabelecimento de um

ambiente ótimo para as espécies aquáticas. Como todos os animais

ectotermos, os peixes apresentam variação na temperatura corporal em função

da temperatura da água, pois esta influencia diretamente o metabolismo do

peixe e, conseqüentemente, outras variáveis como oxigênio e a toxidade da

amônia. O consumo de oxigênio pelos peixes aumenta com a temperatura,

sendo este mais solúvel na água com a diminuição da temperatura (Boyd,

1982). Altas temperaturas favorecem a manutenção da amônia em seu estado

mais tóxico (NH3). Preferencialmente a temperatura da água do transporte de

peixes amazônicos deve ficar entre 25-30°C (Gomes et. al., 2003b).

4.3. Potencial hidrogeniônico da água (pH)



8

O pH da água é regulado pelo sistema tampão carbônico-bicarbonato. E o

pH pode ser   influenciado também pela temperatura. Exemplo prático é

observado que em pH ácido a ação tóxica amônia (NH3) é menor, já que uma

água que tenha um valor de pH de 9 e onde se encontra 1 mg/L de amônia

total, contém realmente 0,25 mg/L de amônia livre (não ionizada) que está

muito acima dos níveis de tolerância para a maioria dos peixes cultivados. Na

prática isto significa que uma quantidade de 5 ppm a um pH 6 é inócua para os

peixes, mas a pH 9 pode rapidamente resultar em elevada mortandade no

sistema. Por esta razão, é necessário medir sempre os dois parâmetros, pH e

amônia. Ao trocar de água no meio de um transporte, devem-se medir os

valores de pH da água nova e da antiga para assegurar que não haverá

variação brusca desse parâmetro que pode repentinamente favorecer a

liberação de grandes quantidades de amônia na água pelos peixes. O pH da

água do transporte deve ficar entre 5-7 (Baldisserotto, 2002; Gomes et

al.,2003b; Gomes & Urbinati, 2005).

4.4. Alcalinidade

A alcalinidade é a indicação da capacidade tampão ou de neutralização da

acidez na água. Ela pode ser causada pela presença de vários compostos,

mas principalmente por carbonato (CO3
-) e bicarbonato (HCO3

-) em águas

naturais. A alcalinidade é ligada diretamente aos níveis de dióxido de carbono e

pH da água, podendo ser corrigida a partir da variação do pH, com CaCO3, cal

virgem e cal hidratada. Está estabelecido que, para o transporte de peixes de

água doce, os valores adequados de alcalinidade devem ser maiores que 20

mg/L CaCO3 (Wedemeyer, 1997; Gomes & Urbinati, 2005).

4.5. Dióxido de carbono

O dióxido de carbono presente nos sistemas de transporte é proveniente

principalmente da respiração dos peixes e da decomposição da matéria

orgânica. O aumento do dióxido de carbono é devido à baixa concentração de

carbonato que faz com que haja uma acidificação da água do transporte. A

elevação da concentração de dióxido de carbono no meio pode ser um fator

limitante no transporte. Quando as concentrações de oxigeno são adequadas,
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os peixes suportam bem o estresse do dióxido de carbono. Se, no entanto, as

concentrações de oxigênio forem baixas, as concentrações altas de dióxido de

carbono podem ser letais. O dióxido de carbono geralmente é mais

problemático quando se transportam peixes em sistema fechado. Nesse

sistema, todo dióxido de carbono produzido fica acumulado no meio e aumenta

gradativamente com o tempo do transporte. No sistema de transporte aberto, o

dióxido de carbono poder ser volatizado pela agitação da água durante o

transporte e pelo borbulhamento do oxigênio. As concentrações de dióxido de

carbono na água do transporte não devem ser superiores a 100mg/L. Durante

o transporte, o aumento da concentração de dióxido de carbono causa

diminuição do pH da água e concentração na fração de amônia tóxica, (Gomes

et al.,2003b; Gomes & Urbinati, 2005).

4.6. Resíduos nitrogenados

Os compostos nitrogenados de maior interesse nos sistemas de cultivo

incluem amônia, nitrito e nitrato. O nitrogênio é um nutriente essencial para

todos os organismos vivos, em pequena quantidade. Em geral, o problema é a

presença de uma quantidade excessiva deste composto na água.  A amônia

ocorre em duas formas: amônia não–ionizada (NH3) e íon amônio (NH4
+). A

amônia não-ionizada é a forma mais tóxica e sua concentração é afetada pelo

pH. No processo de nitrificação, a amônia é convertida em nitrito e depois em

nitrato por bactérias. O mecanismo primário de toxidade da amônia primária

não esta bem esclarecida, mas sabe-se que altos níveis de amônia reduzem o

pH sanguíneo devido ao acúmulo de metabólicos ácidos resultantes da

supressão do ciclo do ácido cítrico, que provocam danos nas brânquias e nos

processos osmorreguladores, afetando vários outros processos fisiológicos

(Baldisserotto, 2002). No caso dos peixes de água doce, os limites de

tolerância para amônia, não-ionizada são valores menores que 0,025 mg/L.

Concentrações de amônia total que contêm esta quantidade de amônia não-

ionizada oscilam de 19,6 mg/L (pH 7, 0,5˚C) a 0,12 mg/L (pH 8,5, 30 ˚C). Em

transporte de juvenis de matrinxã foram encontrados valores de amônia total de

5,07 mg/L a 5,75 mg/L (pH em torno de 7,3 e temperatura em torno de 27˚C),

em trabalho de Gomes & Urbinati, (2005).O nitrito pode ser estressante para os
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peixes na concentração de 0,1 mg/L. Com uma concentração de 0,5 mg/L, o

sangue pode adquirir uma cor chocolate, conhecida como doença do sangue

marrom. Esta mudança se deve provavelmente a concentração de ácido

nitroso que oxida o íon ferroso da hemoglobina, formando a metahemoglobina,

que não é capaz de transportar o oxigênio, matando os peixes por asfixia. É

por este motivo que, mesmo com uma concentração ideal de oxigênio, pode-se

não obter o desenvolvimento esperado dos peixes ou peixes muito debilitados

ou até mesmo com uma alta mortalidade (Baldisserotto, 2002).

5. Transporte de peixes vivos X estresse

O estresse está presente em todas as fases envolvidas no cultivo de

organismos aquáticos. Os desafios naturais se somam àqueles impostos pelas

práticas de manejo impostas pelo piscicultor, como, por exemplo, biometria,

transporte, banhos terapêuticos, altas densidades de estocagem e a exposição

às condições extremas de qualidade de água. Desse modo, os animais

precisam encontrar meios de lidar com esses desafios, a fim de confrontá-los e

de superá-los, para garantir sua sobrevivência. O somatório das mudanças

fisiológicas desencadeadas quando o peixe reage a desafios químicos, físicos

e biológicos juntamente com as tentativas de compensação são comumente

referidas como respostas ao estresse (Wedemeyer et al., 1990; Gomes et al.,

2003a; Lima et  al., 2006).

Durante o transporte e o adensamento, o principal precursor do estresse

é a abrasão mecânica causada pelo inevitável contato entre os peixes e

também os equipamentos como redes e puçás, além da exposição dos animais

a condições de qualidade de água baixa nas embalagens e containeres (Ross

& Ross, 1999; Gomes et. al., 2003a). Os peixes respondem ao estresse de

forma a refletir a severidade e a duração do agente estressor (Barton, 1997).

Conseqüentemente, as reações fisiológicas dos peixes a esses tipos agudos

de estresse necessitam ser consideradas, tanto em relação ao tipo de

resposta, como a caracterização no qual se encontra (Krieger-Azolini et al.,

1989). Estas respostas preparam o organismo para a chamada luta e fuga, ou

seja, a tentativa de escapar da adversidade. Essas podem variar de acordo
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com a intensidade e duração do estressor (Morgan & Iwama, 1996; Urbinati et

al., 2004a; Brandão et al. , 2006).

Em adição, a caracterização dos indicadores de estresse está restrita

principalmente às espécies de clima temperado, as quais são bastante distintas

dos peixes tropicais, principalmente quanto à tolerância aos diferentes agentes

estressantes (Fletcher, 1984). As reações fisiológicas dos peixes de clima

tropical como o matrinxã a diversos estressores agudos, inclusive o transporte,

necessitam ser mais estudadas, em relação ao perfil das respostas, para

melhor caracterização, compreensão e aperfeiçoamento das técnicas de

manejo (Urbinati & Carneiro, 2004)

6. Estresse: conceito e mecanismos

Segundo Wendeelar-Bonga (1997), o estresse pode ser definido como uma

condição em que o equilíbrio dinâmico do organismo, ou homeostase, é

ameaçado ou perturbado em decorrência da ação de estímulos intrínsecos

denominados estressores. Devido ao seu íntimo contato com o ambiente

aquático e à sua condição de animal pecilotérmico, peixes enfrentam

constantes desafios, os quais vão desde aspectos físico-químicos da água até

conflitos de animais dominantes dentro do cardume ou da população (Barton,

1988; Adams, 1990; Wedemeyer, 1996; Lima et. al., 2006). O estresse

fisiológico segue com o desencadeamento da Síndrome de Adaptação Geral

(SAG), dividida em três respostas: primária, secundária e terciária (Carmichael

et. al., 1984; Moyle & Cech, 1998; Staurnes et. al., 1994).

A resposta neuroendócrina, ou primária, ocorre segundos após o estímulo,

o sistema nervoso simpático estimula diretamente as células cromafins que

liberam catecolaminas (especialmente adrenalina) com função de aumentar os

batimentos operculares, estimular o fluxo de sangue nas brânquias e aumentar

a capacidade de transporte de oxigênio (Fabbri et. al., 1998; Bendhack, 2004),

além de disponibilizar glicose rapidamente. Ao mesmo tempo, a hipófise

estimulada pela secreção de CRH (hormônio liberador de corticotrofina) do

hipotálamo, libera ACTH (hormônio adrenocorticotrófico) na corrente sangüínea

que por sua vez, provoca a liberação de cortisol nas células secretoras do rim

cefálico (Barton & Iwama, 1991). Nessas condições a hiperglicemia, induzida
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inicialmente pelas catecolaminas, é resultante de glicogenólise hepática. Sua

manutenção ocorre graças a mecanismos neoglicogênicos resultantes do

aumento da concentração plasmática de cortisol, sendo esta uma importante

resposta secundária ao estresse (Mommsen et. al., 1999). A hiperglicemia tem

o papel de proporcionar energia para os peixes na fuga ou enfrentamento da

situação adversa (Wendelaar Bonga, 1997). Outro subsídio para tais respostas

é a captação de maior quantidade de oxigênio, através do aumento dos

batimentos cardíacos e operculares. Ao mesmo tempo em que ocorre maior

ventilação, os hormônios liberados atuam sobre o epitélio branquial provocando

aumento na sua permeabilidade, causando desequilíbrio osmótico nos peixes

de água doce que estimulam a hidrólise das reservas de glicogênio no fígado,

aumentando os níveis de glicose no sangue, diminuição da proteína muscular,

aumento do batimento cardíaco, marcando o início da resposta secundária.

A resposta secundária pode ser definida como a canalização das ações e

dos efeitos imediatos desses hormônios em nível sangüíneo e de tecidos,

incluindo o aumento dos batimentos cardíacos e da absorção de oxigênio, e a

mobilização de substratos de energia e, ainda, a perturbação do balanço

hidromineral.

A resposta terciária é marcada também pela diminuição da resistência dos

peixes às doenças, pois ocorre uma diminuição no número de leucócitos,

ocorrendo linfocitopenia (diminuição do número de linfócitos) e neutrofilia

(aumento do número de neutrófilos circulantes) em inibição do crescimento, da

reprodução e da resposta imune. A limitação da capacidade do animal de

tolerar estressores subseqüentes ou adicionais também é atribuída a uma

manifestação da resposta terciária de acordo com Mazeuaud et al.,(1977);

Barton et al.(2002), Mommsen et al.,(1999).
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Efeitos
Terciárias

Figura 3. Esquema dos efeitos de estresse

A resposta ao estresse em peixes inclui uma considerável taxa de

absorção de oxigênio pelas brânquias, em função do aumento da taxa de

ventilação, da estimulação do fluxo branquial e da elevada capacidade de

difusão do oxigênio. A maior parte desses efeitos é causada pelas

catecolaminas circulantes agindo por meio de mecanismos beta adrenérgicos

Leucócitos ↓ Proteína muscular              Imunossupressão
Individuo População       Morte
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(Randal & Perry, 1992). A hiperglicemia relacionada ao estresse e relatada

para vários teleósteos (Barton & Iwama, 1991) também é principalmente

mediada pelos efeitos das catecolaminas e da liberação de glicose hepática, o

principal carboidrato reserva do peixe. Há, ainda, evidências para o

envolvimento de catecolaminas na mobilização de ácidos graxos livres, que

são importantes fontes de energia para os peixes (Van der Boon et al., 1991;

Pickering & Pottinger, 1995; Lima et al., 2006).

7. Mitigação do estresse ao transporte por substâncias adicionadas na
água

O uso de anestésico durante o transporte ainda é discutível, pois em

alguns casos, os anestésicos são benéficos por diminuir a excitação dos

animais, evitar injúrias físicas, reduzir a excreção de amônia e gás carbônico

na água de transporte, diminuindo assim a deterioração da qualidade da água.

Entretanto em outros, estas substâncias parecem provocar as mesmas

alterações fisiológicas causadas pelo próprio transporte (Wurtz, 1995; Gomes &

Urbinati, 2005).

Nos últimos anos, as técnicas para o transporte de várias espécies de

peixes de água doce têm sido melhoradas por procedimentos simples como a

restrição alimentar antes do transporte o uso de substâncias como sal de

cozinha (NaCl), gesso (CaSO4), cloreto de cálcio (CaCl2), anestésicos

adicionados na água de transporte, além de trocas de água ao longo das

viagens (Wurtz , ,1995; Grottum et al., 1997; Kubitza ,1997; Ross & Ross,

1999; Gomes & Urbinati, 2005). Diversos trabalhos descrevem técnicas para

minimizar os efeitos do estresse no matrinxã decorrente destas atividades,

como jejum, que pode variar de 24 a 48 horas antes do transporte (Carneiro &

Urbinati, 2001; Urbinati et al., 2004), ou a utilização de produtos na água de

transporte, como sal (Carneiro & Urbinati, 2001a), anestésicos como:

Benzocaína (Carneiro & Urbinati ,2001 b; Inoue et al., 2002), fenoxietanol

(Inouel et al., 2004); tricaína metanosulfozação MS222 (Rouback et al., 2001) e

eugenol (Inoue et al., 2005; Barbosa et al. ,2007).
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Entre as substâncias que podem ser utilizadas no transporte, a zeolita é

um mineral que tem um efeito absortivo de substâncias tóxicas da água como a

amônia (Silapajarn et al., 2006). Seu uso parece ser interessante no transporte

de peixes, pois são observados teores menores de amônia na água de

transporte. Dessa forma, o uso de um anestésico (o eugenol) em associação

com a zeolita pode reduzir os efeitos do estresse no transporte, pois, nessas

condições, os peixes apresentariam metabolismo reduzido pela ação do

eugenol e menor teor de amônia na água pela zeolita.

7.1 Eugenol

O eugenol (Eg) (4-alil-2-metoxifenol) é um composto fenólico cuja

concentração no óleo essencial do cravo chega a 95%. Esse óleo volátil é

obtido através da destilação por arraste de vapor dos botões floríferos e

pedúnculos florais do cravo da família das mirtáceas.  Tem como isômero o

isoeugenol, no qual a dupla ligação migra para uma posição conjugada com o

anel benzênico (Figura 4). Os produtos dessa reação têm aplicações

farmacêuticas e cosméticas em uma variedade de composições florais para

fragrâncias (Tangerino, 2006).

Figura 4. Botões floríferos do cravo (A) Cravo-da-índia comercializado (B) e

matéria prima para extração do óleo de cravo.

O eugenol é um produto de uso clássico na odontologia, uma vez que

misturada ao óxido de zinco, formam um excelente material de preenchimento

Tangerino, 2006
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temporário aos dentes. O eugenol apresenta ainda outros usos na odontologia,

devido a suas propriedades anti-sépticas com aplicações, na composição de

muitos produtos odontológicos. Na indústria alimentícia, é componente da

baunilha a partir de substâncias diversas dos quais um derivado do eugenol o

isoeugenol, faz parte desse conjunto (National toxicology Program, 2002).

O eugenol, principal componente do óleo de cravo, é um anestésico

alternativo para peixes, composto orgânico natural e não mutagênico, sendo

totalmente eliminado da corrente sanguínea e do tecido muscular comestível

em menos de 2 dias após o seu uso em peixes. Inclusive, alguns trabalhos já

foram realizados sobre o uso do óleo de cravo nas práticas de manejo do

matrinxã (Inoue et al,. 2005; Barbosa et al., 2007), indicando-o como preventivo

ao estresse ( Kildea et al. ,2004; Sladky et al. , 2001; Woody et al. 2002; Inoue

et al. 2005; Munday & Wilson, 1997; Cho & Heath , 2000; Woody et al., 2002;

Inoue et al. ,2003; Roubach et al. ,2005). Até o momento, não foram

encontrados traços tóxicos desse produto em animais aquáticos previamente

expostos a ele, além do fato de que outras áreas como a odontologia, a

indústria de alimentos e a fabricação de perfumes têm vasto uso desse produto

para humanos, sem a constatação de riscos, inclusive ambientais.

7.2. Zeolitas

A Zeólita (Figura 5) é um produto a base mineral tipo aluminosilicatos

hidratados altamente cristalinos do grupo dos metais alcalinos e alcalinos

terrosos, que tem efeito absortivo, ou seja, as substâncias tóxicas do meio

ambiente e os produtos putrefatos são diretamente atraídos e retidos pelo

sistema de cavidades através de fortes campos eletrostáticos que reduzem o

conteúdo de fosfato (fonte de energia para proliferação de algas) (Silapajarn et

al., 2006), cujo arranjo estrutural apresenta cavidades e canais interconectados

nos quais estão presentes íons de compensação, como por exemplo Na+,

Ca2+, Mg2+, K+ e H2O. As zeolitas são compostas de uma rede tridimensional

de tetraedros AlO4 e SiO4, ligados entre si pelos átomos de oxigênio, cada um
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deles comum a dois tetraedros vizinhos, originando assim uma estrutura

microporosa.

Figura 5. Zeolita, produto comercial.

As cargas negativas dos tetraedros AlO4 são compensados por cátions

alcalinos, que podem ser substituídos por outros cátions por troca iônica. Os

átomos de Al ou Si ocupam o centro do tetraedro e os átomos de oxigênio

ocupam os vértices. O fato dos átomos de oxigênio serem compartilhados com

os átomos de Al ou Si vizinhos faz com que, na estrutura da zeólita, existam

duas vezes mais átomos de oxigênio do que átomos de Al ou Si. As mesmas

apresentam ainda, propriedades de troca catiônica, adsorção/dessorção e

elevada seletividade pelo íon NH4+ (Sawer, 2000; Dumitru,1976; Wilson, 2002).

Suas principais propriedades, a capacidade de troca de cátions, capacidade de

retenção de água livre nos canais e a habilidade na absorção, conferem-lhes

grande interesse para uso na agricultura.  A zeólita pode atuar na melhoria da

eficiência do uso de nutrientes através do aumento da disponibilidade de

fósforo da rocha fosfática e redução das perdas por lixiviação dos cátions

trocáveis (especialmente K+). Tem sido utilizada também no cultivo zeopônico

de plantas em substrato artificial composto por minerais zeolíticos misturados a

rochas fosfáticas, o qual funciona como um sistema de liberação controlada e

renovável de nutrientes para as plantas (Falcão & Paiva, 2005).
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Suas principais propriedades, a capacidade de troca de cátions,

capacidade de retenção de água livre nos canais e a habilidade na adsorção,

conferem-lhes grande interesse para uso na agricultura, como trocadora de

íons. Estes processos são normalmente cíclicos, permitindo a recuperação do

metal e a regeneração da zeólita. A troca iônica é influenciada por diversos

fatores, dentre eles: concentração e natureza dos íons em solução,

temperatura, pH e estrutura cristalina de zeólita (Rodríguez-Iznaga et al., 2002;

Marquez, 2000). Metais, como por exemplo, cobre e chumbo, são substâncias

tóxicas e, portanto, devem ser removidos dos efluentes industriais antes destes

serem lançados aos corpos d’água (Inglezakis et al., 2000). Os métodos mais

comuns para a remoção destes metais são troca iônica e precipitação química.

A vantagem do uso da troca iônica baseia-se na possibilidade de recuperação

do metal e reduzida ou nenhuma geração de resíduos. Sob esta premissa, o

emprego de zeólitas naturais tem proporcionado o desenvolvimento de

sistemas de tratamento de baixo custo.

A produção mundial de zeolitas sintética é estimada em 1,5 milhões de

tonelada ano, sendo, que grande parte se destina à manufatura de

detergentes, e cerca de 1/3 aos processos catalíticos. A produção brasileira

(Fabrica Carioca de Catalisadores), da ordem de 25 mil toneladas ano, é

destinada ao craqueamento catalítico de petróleo. A produção de zeolitas como

catalisadores ácidos sólidos (catalise heterogêneo) tornou-se uma tecnologia

promissora devido principalmente por suas vantagens em relação aos

tradicionais catalisadores ácidos homogêneos. Tendo em vista todos esses

fatores, as zeolitas podem ser utilizadas para diminuição de poluentes (Afonso,

et. al. 2003).

8. Matrinxã

O matrinxã, o Brycon amazonicus, genericamente conhecida como

matrinxã, pertence à classe Actinoptrygii, ordem Characiformes, família

Characidae e gênero Brycon(Figura 6). O matrinxã é muito apreciado para a

criação em cativeiro por aceitar rapidamente bem as rações artificiais e

completa, apresentando crescimento rápido e índices desejáveis de conversão
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alimentar, além de alcançar bons preços nos mercados de peixes,

principalmente da Amazônia. Nas regiões mais ao sul a espécie é bastante

valorizada para os estabelecimentos de pesque-pague (Brandão et al., 2005).

Pesquisas envolvendo o matrinxã estão relacionados em sua maioria aos

aspectos da reprodução (Carvalho, 2001; Sanabria, 2002; Camargo; 2003),

larvicultura (Vasquez, 2003), alevinagem, engorda (Mendonça, 1993) e

transporte (Urbinati & Carneiro 2001; Carneiro & Urbinati ,2001b; Carneiro et

al., 2002, Bendhack 2004, Inoue , 2005).

Figura 6. Matrinxã ( Brycon amazonicus)

As primeiras tentativas de produção em larga escala do matrinxã foram

frustradas no passado, devido à baixa taxa de sobrevivência de larvas nas

incubadoras. As larvas apresentam taxa de canibalismo alta, principalmente

entre 12 e 72 horas de idade. Pesquisadores na época trabalharam

intensamente, solucionando tal entrave, através do fornecimento de larvas

forrageiras de outras espécies de menor valor comercial (Piractus

mesopotamicus, Prochilodus scrofa e Cyprinus carpio) às  larvas de matrinxã.

O matrinxã é um peixe onívoro que aproveita satisfatoriamente muitos

alimentos. Os itens alimentares encontrados em seu conteúdo estomacal na

natureza são: sementes, frutos, flores, restos vegetais, plantas herbáceas,

restos de peixes como escama e vísceras, aracnídeos, anelídeos e insetos

(Pizango-Paima et al., 2001). Segundo (Goulding,1980; Gottsberger ,1978), o

habito alimentar da espécie evidencia que as matas alagadas (igapó) e matas

ciliares são os seus principais fornecedores de energia. Os autores relatam

ainda que o matrinxã possui um duplo papel de predador e dispersor das

sementes e frutos que se alimenta. Apresenta assim índices zootécnicos

Brandão, 2008
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favoráveis frente ao fornecimento de alimentos tanto de origem animal e quanto

vegetal (Cyrino et al., 1986; Mendonça et al., 1993). Mesmo sendo bastante

exigente quanto à qualidade da água para o seu crescimento adequado, o

matrinxã é uma espécie com relativa tolerância a baixos teores de oxigênio na

água. De forma semelhante a outras espécies de peixes amazônicos como o

tambaqui, o matrinxã mostra expansão do lábio inferior quando em condições

de hipoxia. Essa característica adaptativa propicia que o peixe capte água mais

rica em oxigênio ao nadar nas camadas superficiais da coluna de água

(Baldisseroto, 2002).

A taxonomia do gênero é muito confusa, pois carece de uma ampla

revisão que abranja um grande número de espécies, que sejam representativas

no que diz respeito da distribuição geográfica do gênero na América Latina

(Borges, 1986; Gomes & Urbinati, 2005). Lima, (2003) verificou que a espécie

Brycon cephalus, que ocorre na Amazônia brasileira, amplamente criada no

país é, na verdade, Brycon amazonicus. A distribuição do B. cephalus

restringe-se ao alto rio Amazonas no Peru e na Bolívia.

De acordo com Gomes & Urbinati, (2005); Howes, (1982), a distribuição

da espécie Brycon amazonicus é restrita à bacia amazônica e utiliza diversos

habitats durante sua vida. Segundo Leite & Araújo Lima (2002), as larvas e

juvenis de matrinxã são encontrados em lagos e florestas alagadas. Na época

em que os rios estão enchendo, os peixes formam grandes cardumes e migram

pelo rio principal até o sítio de desova. Após a desova, o cardume se dirige

para floresta inundada para se alimentar, onde permanece por 4 a 6 meses

(Goulding, 1979). Neste período, os peixes entram nos igarapés até que os

níveis de água comecem a baixar. Com a descida da água, os matrinxãs são

obrigados a sair para os afluentes, onde se concentram para uma nova

migração reprodutiva. Normalmente essa fase dura até outubro ou novembro.

Atualmente é a segunda espécie de peixe mais cultivada na região

amazônica, perdendo apenas para o tambaqui. O matrinxã tem sido criado em

viveiros escavados, barragens e canais de igarapé. A criação é dividida em

duas etapas: recria e engorda. Essa divisão é fundamental para o sucesso
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econômico da criação, pois colocar peixes maiores na fase de engorda diminui

a mortalidades e previne prejuízos no final do ciclo. A recria é feita em viveiros

por 60 dias até o tamanho de 10 à 12 cm (Brandão et al., 2004). Na engorda

em viveiro, a densidade utilizada é de 5.000 peixe/ha. Após nove meses de

criação, os peixes apresentarem peso médio de 1,4kg com sobrevivência de

100% (Izel & Melo, 2004).

O transporte é uma atividade que envolve riscos, sendo necessários

todos os cuidados possíveis para se evitar estresse excessivo e mesmo injurias

que resultarão em prejuízos ou até mesmo na morte dos animais (Carneiro &

Urbinati, 2001; Carneiro & Urbinati, 2002; Urbinati et al., 2004; Gomes et al.,

2003b). Desta forma o presente trabalho vem com a proposta da utilização dos

produtos zeolita e eugenol como forma de otimizar a qualidade da água  e

aumentar as chances do sucesso do transporte, já que o manejo inadequado

pode ter conseqüências desastrosas com todo o lote transportado.

9. Delimitação do tema: Avaliação de substâncias condicionadoras para o

transporte de juvenis de matrinxã.

9.1 Objetivo:

Avaliar o uso em conjunto dos produtos zeolita e eugenol no transporte de

juvenis de matrinxã em sacos plásticos, como forma de aumentar as chances

de sucesso dessa prática de manejo.

9. 2  Objetivos Específicos:

 Avaliar o efeito redutor de NH3 na água de transporte com uso da

zeolita;

 Avaliar a associação da zeolita e o eugenol no transporte do matrinxã

para redução da amônia na água de transporte e do estresse;

10. Material e métodos

10.1 Aquisição e preparo do material biológico
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Os juvenis de matrinxã foram doados por um estabelecimento comercial

de produção de alevinos, localizado no Município de Mococa, SP. Os peixes

foram transportados para o Laboratório de Bioquímica do Departamento de

Genética e Evolução da Universidade Federal de São Carlos, UFSCAR. Os

peixes foram estocados em caixas de polietileno com capacidade de 2000L,

com abastecimento de água em sistema fechado de circulação para filtragem

com aeração constante e aquecimento central durante 60 dias. Os peixes

foram alimentados três vezes ao dia com ração comercial com 32% de proteína

bruta até atingirem cerca de 50 g.

10.2 Experimento I - Análise de amônia liberada na água pelos juvenis de

matrinxã durante transporte em sacos plásticos

Os animais ficaram em jejum por 24 h antes do experimento, para

realização do experimento foram utilizados 45 juvenis ao acaso para realização

do transporte em três sacos plásticos. Foram acondicionados 15 peixes em

cada saco plástico com a capacidade de 60L, sendo utilizado somente 10L de

água em cada embalagem para possibilitar injeção de gás oxigênio. Os

tratamentos foram os tempos de abertura dos sacos a cada hora, sendo os

tempos de amostragem de água: 1, 2, 3 e 4 horas. O transporte foi realizado

em uma caminhonete que se deslocou ao acaso em rodovia durante 4 horas do

experimento e medição de temperatura e oxigênio dissolvido da água. A cada

hora o veículo parava e eram abertos os três sacos para coleta de amostra de

água para medição da quantidade de amônia excretada pelo matrinxã durante

o transporte. De cada embalagem foi retirada amostra de 100 mL por coleta,

então novamente era fechada e injetado oxigênio puro em cada saco plástico.

10.3 Experimento II - Análise do efeito absortivo da zeolita

Teste I

O experimento foi conduzido no Laboratório de Bioquímica do

Departamento de Genética e Evolução da Universidade federal de São Carlos,

SP. A partir de solução estoque de NH4Cl a 10 mM foram obtidas diluições de
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NH4 Cl a 0,5, 1, 2 e 4 mM . O teste consistiu em colocar 50 mL das respectivas

soluções de NH4Cl em beakers de 100 mL e posteriormente foram adicionados

5g de zeolita. Esse teste teve a duração de 4 horas. Foram retiradas amostras

de 100 µL de cada beaker a cada hora para a análise da concentração de

amônia.

Teste II

A partir de solução estoque com base no teste I de NH4Cl a 10 mM, foi

obtida a  concentração final  de 1mM. Após cinco beakers de 100 mL

receberam 50 mL dessa solução diluída de NH4Cl a 1mM e colocadas as

quantidades de 2,5g, 5g, 7,5g, 10g e 15g de zeolita. Esse experimento teve a

duração de 4 horas, sendo retiradas amostras de 100 µL de cada beaker a

cada uma hora para a análise da concentração de amônia.

10.4. Experimento III – Efeito da adição de zeolita e eugenol à água de

transporte nas respostas metabólicas ao estresse do matrinxã submetido ao

transporte

Os animais utilizados neste experimento foram distribuídos em 12

tanques de cimento com a capacidade de 200L cada em densidade de 15

peixes por tanque (peso de 34g), para aclimatação durante uma semana.

Nesse período de aclimatação os peixes foram alimentos duas vezes ao dia até

a saciedade aparente com ração comercial com 32% de proteína bruta. Vinte e

quatro horas antes do transporte foram suspensas à alimentação dos peixes,

caracterizando o jejum pré-transporte. O monitoramento dos parâmetros físico-

químicos da água como temperatura, oxigênio, pH e amônia foram

monitorados. Os tanques foram numerados e sorteados para se obter um

arranjo de um delineamento inteiramente casualizado, onde tivemos quatro

tratamentos: 1) controle representado pelos peixes que não foram

transportados; 2) peixes sob estresse do transporte de 4 horas, 3) peixes sob

estresse do transporte na presença da zeolita e 4) peixes sob estresse do

transporte na presença da zeolita e eugenol. Todos os tratamentos foram

realizados em triplicata. A concentração da zeolita utilizada foi obtida a partir do

Experimento II anteriormente descrito. A concentração do eugenol utilizada foi
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determinada segundo Inoue et al. (2005), 5 mg/L. Após o período de

aclimatação e jejum pré-transporte, os peixes dos tratamentos 2, 3 e 4 foram

acondicionados em nove sacos plásticos de igual maneira no Experimento I. O

transporte foi realizado em rodovia durante 4 horas. Após o transporte, os

peixes voltaram para as mesmas caixas onde estavam para a recuperação.

Foram amostrados animais nos tempos: AT= antes do transporte, DT=

Imediatamente depois do transporte e nos tempos 24 h e 48 h DT. A cada

coleta foram sacrificados três peixes de cada tanque. Os peixes foram

previamente anestesiados com solução de eugenol para coleta de sangue,

seguida de sacrifício do animal por hipotermia para coleta de pedaços do

músculo branco e fígado.

11. Coleta e processamento do material biológico

O sangue dos peixes foi retirado por punção caudal com seringas

previamente heparinizadas. O sangue foi centrifugado a 12000 RPM por 3

minutos para separação do plasma. Os animais foram pesados e medidos. As

amostras de fígado e músculo branco foram coletadas e devidamente

armazenadas em nitrogênio líquido para posteriores análises.

11.1 Parâmetros hematológicos

A porcentagem de células vermelhas foi determinada pela técnica de

centrifugação do micro-hematócrito (Collier, 1944).  Foram utilizados tubos

capilares fechados em uma das extremidades com massa e colocados em

centrifuga de micro hematócrito 12000 RPM por 3 minutos. Os valores de

hematócrito foram lidos em cartão de leitura de hematócrito da Sociedade

Brasileira de Analises Clinicas. Os valores de hematócrito foram expressos em

%.

11. 2 Parâmetros Plasmáticos
As dosagens do cortisol plasmático foram realizadas, utilizando-se kit

analítico (Cayman Chemical). A obtenção da absorbância foi em leitora de

micro placa “Molecular Device”, munida de filtro de 450 nm.

11.3 Glicose
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As concentrações de glicose plasmática foram determinadas pelo

método glicose-oxidase (Trinder, 1969) em “microplate reader” com leitura de

absorbância a 525 nm. Os cálculos de concentração em mg/dL foram feitos

pelo programa Softmax Pro. Os ensaios foram feitos com adição de 10 µl de

plasma em cada poço seguindo da adição de 190 µl de reagente reconstituído

para determinação de glicose plasmática Sigma®. Curvas padrão a partir de

soluções com concentrações conhecidas de glicose foram realizadas nos

ensaios.

11.4 Lactato plasmático
A amostra de plasma (100 µl) foram desproteinizadas em 1 ml de ácido

tricloroacético (TCA) a 20% e centrifugado por três minutos a 12000 RPM.

Alíquotas do sobrenadante foram adicionados de sulfato de cobre a 4% e ácido

sulfúrico com agitação lenta. Em seguida, foi adicionado p-fenifenol 1,5% em

NaOH 0,5N com agitação vigorosa e após 15 minutos, os tubos foram

incubados em banho-maria a 100˚C e resfriados em gelo. A densidade óptica

foi determinada a 570 nm em espectrofotômetro, segundo Harrower & Brown

(1972).

11.5 Amônia Plasmática
Primeiramente, amostras de plasma (100µl) foram desproteinizadas em

1ml de TCA a 20% e centrifugado a 2000 RPM por 3 minutos. Alíquotas de

sobrenadante foram submetidas aos ensaios colorimétricos pela adição do

reativo Nessler (Imbralab), com incubação a temperatura ambiente por 20

minutos. Seguia-se então a leitura de absorbância a 420 nm, comparada com

curva padrão de concentrações conhecidas de NH4Cl (Gentzkow & Masen,

1942).

11.6  Íons (Na, K e Cl)
Amostras de plasma (100 µl) foram diluídas em água deionizada (1:100)

e os teores de sódio (Na) e potássio (K) plasmáticos determinados em

fotômetro de chama (Digimed, modelo DM-61), calibrado com solução padrão

(DMS-13 A ), contendo 140 mEq de Na+ e 5 mEq de K+.
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Alíquotas menores do restante dos ensaios de Na+ e K+ foram

submetidos aos ensaios de cloreto através de método colorimétricos adaptado

da APHA (1980). O ensaio consiste na reação de alíquotas de plasma diluído

com tiocianato de mercúrio diluído em etanol, nitrato de ferro e ácido nítrico,

seguida de leitura de absorbância a 480 nm. Alíquotas de concentração

conhecidas de NaCl foram também  ensaiadas para obtenção dos valores de

absorbância utilizados nos  cálculos da concentração de cloreto no plasma.

11.7 Parâmetros tissulares
11.7.1 Glicogênio hepático e muscular

O glicogênio hepático foi determinado segundo Bidinotto et al (1997). A

determinação consiste em digerir a amostra de fígado (50 mg) ou músculo

(100mg) em condições alcalinas extremas (1ml de KOH 6 N) a  100˚ C por 2 a

3 minutos. Após a digestão, alíquotas são retiradas e adicionadas de 2ml de

etanol PA mais 0,1ml de sulfato de potássio 10% para precipitação do

glicogênio por centrifugação a 3000 RPM por 3 minutos. O álcool é descartado

e o precipitado ressuspendido com 2 ml de água destilada. Alíquota dessa

ressuspensão é  submetida ao ensaio do teor  de açúcares  totais, segundo

Dubois et al. (1960), podendo-se assim expressar o glicogênio  em µmoles de

glicosil-glicose/ MG de tecido.

12. Parâmetros de qualidade de água

12.1 Oxigênio, temperatura e pH.

Os valores de oxigênio e temperatura foram determinados

eletrometricamente com um oxímetro YSI-55 e o pH com um pH-metro de

bancada modelo  Oreon 710 A.

12.2 Amônia  da água

A amônia foi quantificada pelo método de nesslerização, método

modificado de Gentzkow & Masen (1942), tendo sido utilizados 2,0 mL da

amostra e 0,5 mL do reativo de Nessler. Após 20 minutos, a leitura óptica foi

realizada a 420 nm. A concentração de amônia foi estimada contra um padrão

de amônia contendo 100 nmols.
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12. 3 Nitrito

O Nitrito foi determinado segundo Tavares (1994) utilizando-se 5 mL da

amostra da água . Foram adicionados nas amostras 100 µl de sulfanilamina

(58,07 mM) seguindo de agitação e repouso por 10 minutos. Após este período

adicionou-se 100 µL de solução de bicloridrato N-1 naftilenodiamina (3,86 mM),

o produto da reação, de coloração rosa escura, foi determinado coloricamente

em 540 nm. A concentração de nitrito foi estimada a partir de um padrão de

nitrito contendo 50 nmols.

13. Análises estatísticas
Nos experimentos I e II os dados foram analisados pelo ajuste de

regressão.

Os resultados do Experimento III foram submetidos a uma ANOVA,

quando detectada diferenças significativas, o Teste de Tukey (P<0,05) para

comparação das médias.

14.  Resultados e Discussão
14.1 Mensuração da amônia liberada na água de transporte pelo matrinxã

Os valores de concentração de amônia na água de transporte,

observados no primeiro estudo, para análise de amônia liberada pelos juvenis

de matrinxã durante transporte em sacos plásticos, foram cumulativos ao longo

do experimento (Figuras 7). Os valores tiveram tendência exponencial de

aumento, não sendo, entretanto, observado o ponto de inflexão da curva no

experimento. O aumento da concentração de amônia na água de transporte foi

maior nas duas primeiras horas de transporte. Os valores de temperatura e

oxigênio permaneceram constantes durante o transporte.

Os peixes transportados em sistema fechado estão acondicionados em

menor quantidade de água. A alta densidade de peixe proporciona aumento

dos níveis dos produtos nitrogenados, devido a ausência de renovação da

água durante o transporte. Além do mais, outros fatores externos e/ou

resultantes do metabolismo dos peixes propiciam ainda mais o acúmulo dos

produtos da excreção na água de transporte como: temperatura, pH, oxigênio e

CO2. O monitoramento dessas variáveis pode ser culminante para o sucesso

dessa prática (Pereira & Mercante. 2005). No proposto trabalho foram
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transportados 15 peixes em cada embalagem com três repetições durante 4

horas em rodovia. O tamanho médio dos animais foi de 34,06±1,35 g e

13,74±0,50 cm. Ao final do transporte foi observado sobrevivência de 100%

dos animais, sendo ao final do trabalho os níveis da amônia na água de

transporte de 1,39 mg/L, pH 6,45±0,43, oxigênio 13,5±0,24 mg/L e a

temperatura 27,1± 0,13 °C. No transporte de alevinos de matrinxã foram

encontrados valores de amônia total de 5,07 a 5,75 mg/L, pH em torno de 7,3 e

temperatura em torno de 27˚C (Urbinati et al., 2004). Inoue et al. (2005)

encontraram valores de amônia total 7,97± 0,52 mg/L, pH 6,8±0,06 e

temperatura 24,1±0,1 °C durante o transporte de juvenis de matrinxã em torno

de 100 g, seguindo densidade de transporte de 160 g/L.

y = -0,048x2 + 0,5645x - 0,0633
R2 = 0,9737
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Figura 7. Excreção de amônia durante o transporte de juvenis de matrinxã

durante 4 horas de transporte.

14.2 Absorção da amônia pela zeolita

As amostras coletadas durante as quatro horas mostram que houve

diminuição gradativa dos teores de amônia, independente da concentração

inicial de amônia durante todo o experimento. A eficácia da zeolita ficou

demonstrada já pelas primeiras amostras coletadas com uma hora de

experimento. No final do experimento, a concentração de 0,5 mM a sua eficácia

ficou em torno  de 86%, a concentração de 1 mM a sua eficácia  foi  em torno

de 89,4%,  a concentração de 2 mM a sua eficácia ficou em torno de 92,1% e a
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concentração de 4 mM a sua eficácia ficou  entorno  de 85,75% (Figura 8). É

muito provável que todos os beakers chegassem a uma concentração

semelhante de amônia ao final de um período de tempo maior. Emadi et al.,

(2001) observaram essa tendência quando estudaram a absorção da amônia

pela zeolita em comparação ao carvão ativado num período de 24 horas em

diferentes salinidades. A concentração inicial de 4 mM de amônia foi

propositalmente extrapolada no presente trabalho, já que nas condições de

campo dificilmente se encontra esses valores durante o transporte do matrinxã,

o que corresponderia a 72 mg/L de amônia excretada (Urbinati & Carneiro,

2001a; Urbinati et al., 2004; Inoue et al., 2005, Inoue & Moraes, 2006).

As zeolitas são catalisadores eficientes, pois a aproximação forçada

entre moléculas reagentes sob a influência dos fortes potenciais eletrostáticos

existentes no interior dos canais e cavidades provoca a diminuição da energia

de ativação necessária ao fenômeno da catálise.  Estudos com a zeolita

mostram que a mesma é muito eficiente na absorção de produtos indesejáveis

no meio, que são prejudiciais para o sistema de produção ou o transporte de

peixes vivos (Emadi, et al.,2001; Afonso et al., 2003; Fachini et al., 2004;

Fachini & Vasconcelos, 2006; Silapajarn et al., 2006).
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Figura 8. Resultados da absorção da amônia pela zeolita, em varias

concentrações de amônia 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM e com o valor de

zeolita fixada  em 5 mg/L.

14.3 Absorção da amônia em diferentes quantidades de zeolita

Alíquotas de diluição de 1 mM a partir da solução mãe 10 mM de NH4Cl

foram expostas a diferentes quantidades de zeolita para o teste das

concentrações de 2,5 g/L, 5 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L e 15g/L. Os resultados

mostram que todas as concentrações de zeolita absorveram a amônia de forma

que no final do experimento de quatro horas os valores ficaram entre 0,28 mg/L

para o tratamento de zeolita a 2,5 g/L e 0,12 mg/L de amônia para o tratamento

da zeolita a 7,5 g/L . Todas as concentrações testadas foram eficazes na

absorção da amônia ficando acima de 95,65%. Entretanto, levando-se em

consideração a eficiência da zeolita na absorção da amônia da água e o valor

econômico do produto, as concentrações de 10 g/L e 15 g/L proporcionaram

praticamente o mesmo benefício que a concentração de 7,5 g/L (Figura 9), já

que as quantidades maiores de zeolita testadas no presente trabalho como as
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de 10 g/L e 15 g/L até absorveriam mais rápido a amônia da água inicialmente,

mas com o passar de aproximadamente uma hora os valores de concentração

de amônia na água já estariam similares aos obtidos com 7,5 g/L de zeolita.

Em adição o transporte de peixes vivos em sacos plásticos realizado no campo

geralmente leva mais de uma hora ou pelo menos próximo a isso (Piper et

al.,1982; Kubitiza, 1999; Carmichel et al., 2001; Gomes & Urbinati, 2005).
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Figura 9. Resultados da absorção da amônia a (1 mM) pela  zeolita  nas seguintes

concentrações:2,5 g/L, 5 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L e 15 g/L durante 4 horas do

experimento.

14.4 Efeito da adição da zeolita e eugenol à água de transporte nas
respostas metabólicas ao estresse do matrinxã submetido ao transporte.

Não foi observada mortalidade de peixes em todos as fases do

experimento, ou seja, no período de aclimatação dos animais, transporte e

recuperação. A qualidade da água de transporte foi menos deteriorada através

do uso da zeolita, aumentando as chances do sucesso do transporte de juvenis

de matrinxã em sacos plásticos (Tabela 1).
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Tabela 1. Qualidade de água no transporte do matrinxã sob influência da zeolita (7,5 g/L) e

eugenol (5mg/L).

Condição Oxigênio

mg/L

Temperatura

°C

pH Amônia

mg/L

Nitrito

mg/L

INICIAL 7,1±0,53a 27,1±0,65a 6,75±0,5a 0,006±0,002a 0,017±0,002a
CONTROLE 6,33±0,42a 26,4±0,9a 6,65±0,9a 0,014±0,001a 0,019±0,004a
TRANSP. 13,18±1,94b 27,1±0,06a 6,39±0,5a 2,065±0,004b 0,165±0,05c
ZEOLITA 12,40±2,1b 27,1±0,1a 6,52±0,2a 0,121±0,019c 0,123±0,018b
ZEOLITA +

EUGENOL
12,46±0,86b 27,1±0,1a 6,42±0,2a 0,140±0,002c 0,139±0,001b

Medias sujeitas de mesma letra não diferenciam entre si ao nível de 5% de

significância.

Os valores de oxigênio dissolvido estiveram elevados em todos os

tratamentos dos peixes transportados  devido ao emprego da supersaturação

da água com oxigênio puro nas embalagens, prática comum no transporte de

peixes vivos em sistema fechado. Aparentemente, contudo com essa espécie a

concentração elevada de oxigênio dissolvido na água de transporte do matrinxã

não foi deletéria aos animais, porém muito cuidado deve ser tomado no uso

dessa prática, pois há recomendações de que concentrações muito elevadas

de oxigênio podem queimar os tecidos branquiais dos peixes (Kubitiza, 1998).

O oxigênio apresentou diferença significativa nos tratamentos em relação às

condições dos tanques sem imposição do estresse de transporte, também de

acordo ao observado por Urbinati et al. (2004) e Inoue et al. (2005), que

realizaram transporte de juvenis de matrinxã em sacos plásticos e não

observaram mortalidade de animais pelo uso do oxigênio puro para inflar as

embalagens.

A temperatura da água apresentou-se praticamente constante durante

todo o experimento, não apresentando diferenças significativas. Nos trabalhos

realizados por Gomes et.al. (2003a) com transporte de tambaqui e Bendhack

(2004) e Oliveira (2008) com transporte de matrinxã a temperatura da água

também não variou significativamente, também devido aos cuidados tomados

durante o transporte para acomodar as embalagens nos carros de forma a não
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sofrer exposição excessiva aos raios solares, utilizando-se assim, coberturas

com lona, capotas, ou caixas de isopor. O cuidado para se evitar as variações

bruscas (principalmente aumento) de temperatura da água durante o transporte

é um fator essencial durante essa prática de manejo, já que a interação da

temperatura com os outros parâmetros da qualidade da água como amônia e

pH, além do aumento do metabolismo dos peixes transportados (excreção e

respiração), são de grande risco para o fracasso desta prática de manejo

(Gomes, et al., 2003a; Sampaio et al., 2006).

O pH da água de transporte apresentou uma tendência de queda

durante transporte do matrinxã, mas as diferenças não foram significativas. Os

valores observados nesse trabalho estão na faixa considerada ideal para o

transporte dos peixes amazônicos (Gomes, 2003). A diminuição do pH da

água, em sistemas de transporte fechado, está ligada a excreção de CO2 pelos

peixes e a capacidade de neutralizar ácidos da água (alcalinidade). O pH é um

importante parâmetro a ser monitorado durante o transporte por sua relação

direta com a temperatura e toxicidade da amônia excretada pelos peixes

(Vinatea, 2004). Trabalhos realizados por Bendhack (2004) e Oliveira (2008)

também não observaram diferenças significativas para o pH da água de

transporte do matrinxã, mesmo utilizando-se o gesso (CaSO4) dissolvido na

água de transporte.

A amônia apresentou aumento significativo no grupo de peixes

transportados sem a adição de zeolita à água de transporte. Esse aumento é

devido ao acúmulo maior da excreção nitrogenada do matrinxã durante o

transporte no volume de água relativamente baixo. A ausência de troca de

água nas embalagens durante o transporte em sistema fechado é um fator que

determina os valores altos de amônia ao final do transporte (Sampaio et al.,

,2006) O uso da zeolita durante o transporte de juvenis de matrinxã em sacos

plásticos confirmou as observações realizadas em laboratório durante a análise

do seu efeito absortivo da amônia (Experimento II). Diferenças significativas

das concentrações de amônia na água de transporte foram observadas com

relação aos peixes transportados sem zeolita. Os valores de amônia na água

dos grupos de peixes transportados com zeolita estiveram próximos aos
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observados nos tanques do tratamento controle. O poder de absorção da

amônia excretada pelo matrinxã durante o transporte pela zeolita foi

evidenciado, praticamente eliminando uma fonte de risco elevado durante o

transporte.  No tratamento dos peixes transportados sem zeolita, a amônia total

ficou em torno de 2,06±0,004 mg/L, enquanto que nos tratamentos com zeolita

a redução foi de quase 15 vezes menor.

Em trabalho realizado por Inoue et al. (2005) com transporte de

matrinxã, foram encontrados valores de amônia total altos, em torno de 8,07 e

7,97 mg/L. Urbinati et al. (2004) em trabalho similar encontraram valores de

5,07 a 5,75 mg/L, entretanto no trabalho realizado por Bendhack (2004)

mostrou valores menores de  amônia  total variando entre 1,5 a 2,7 mg/L.

Os valores de nitrito na água apresentaram diferenças significativas

entre os tratamentos. Os valores ficaram entre 0,017 a 0,165 mg/L. O nitrito foi

mensurado devido ser um produto nitrogenado que em altas concentrações

pode ser letal. Avilez et al., (2004) observou que a toxidade do nitrito para o

matrinxã é de 2 mg/L, e neste  trabalho os níveis de nitrito foram bem mais

baixos (Tabela 1), sendo que os níveis de nitrito foram mais altos no tratamento

que não recebeu nenhum produto, mostrando que os produtos ajudam a

diminuir esse níveis de nitrito na água. A diferença de toxidade do nitrito entre

diferentes espécies de peixes deve estar baseada na capacidade que possui

de acumular esta substância. Espécies com valores elevados de CL50

parecem eliminar facilmente o nitrito (Tomasso, 1994; Sampaio et al., 2006).

Em virtude disso, é preciso ter cautela quando se compara sua toxicidade entre

diferentes espécies, devido, as características da água que podem influenciar a

toxidade (Weirich et al., 1993). Como há uma competição entre nitrito e o Cl-

pelo mesmo transportador, altas concentrações de Cl- também reduzem a

toxidade do nitrito. O Cl- em altas concentrações, ocupa o transportador e

impede a entrada do nitrito, de modo que, na água do mar, a tolerância ao

nitrito é maior. Segundo Baldisserotto (2002) a adaptação da espécie

Sciaenops ocellatus, na água doce, a concentração letal (48h) é de 2,8 mg/L de

nitrito, e , na água  do mar  85,7 mg/L de nitrito. Para P. orbignyanu, a diferença

não é tão grande, pois a concentração letal (96h) é 24,1 mg/L de nitrito na água
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doce e  30,57 mg/L  de nitrito na  água do mar. Peixes expostos a

concentrações elevadas de nitrito podem apresentar uma redução, na

concentração de hemoglobina, devido a sua  transformação em

metahemoglobina (Urrutia & Tomasso, 1987 ; Sampaio et. al., 2006).

14. 5 Parâmetros metabólicos do matrinxã submetido ao transporte
14.5.1 Hematócrito

Os valores de hematócrito apresentaram diferenças significativas entre

os tratamentos empregados. As diferenças foram detectadas logo após o

transporte. Houve aumento do hematócrito nos peixes transportados sem a

adição de produtos na água. O uso da zeolita proporcionou uma tendência

menor dos valores de hematócrito do matrinxã logo após o transporte, mas as

diferenças não foram significativas. O uso de um anestésico dissolvido à água

de transporte proporcionou valores menores de hematócrito após o transporte.

A recuperação dos valores de hematócrito, porém, só foram observadas após

48 h de recuperação (Figura 10). Os parâmetros hematológicos têm sido

usados amplamente como índice de estresse (Barton & Iwama, 1991;

Svobodová et al., 1994; Affonso, 2001; Affonso et al., 2007; Tavares-Dias &

Moraes, 2004; Menezes et al., 2006; Oliveira, 2008). Bendhack (2004) com

transporte de juvenis de matrinxã sob influência do sulfato de cálcio, o

tratamento de peixes transportados sem adição do produto teve valores altos

de hematócrito após o transporte. Resultados semelhantes foram observados

por Gomes (2002) no transporte de tambaqui, e Brandão et al., (2006) em

transporte de pirarucu. No tempo 24 h de recuperação aumentos significativos

se mantiveram nos tratamentos zeolita e zeolita + eugenol, sendo necessário

para a espécie o tempo de 48 horas para o retorno dos tratamentos aos valores

basais.
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Figura 10. Valores de hematócrito de juvenis de matrinxã submetidos ao

transporte com zeolita e eugenol. AT= antes do transporte, DT= depois do

transporte, Recup. 24h= recuperação 24h e Recup. 48= recuperação 48h.

Médias com mesma letra não apresentam diferenças significativas (p<0,05).

14.5.2 Cortisol

Os valores de cortisol no tempo antes do transporte (AT) não

apresentaram diferença significativa entre os tratamentos, o tratamento no

tempo depois do transporte (DT) apresentou diferença significativa entre os

tratamentos quando comparado com o controle, nos tratamentos zeolita e

zeolita + eugenol aprestaram diferença significava quando comparado com o

tratamento transportados, no tempo de recuperação de 24 horas apresentou

diferença significativa quando comparado com o tratamento transportado com

os demais e no tempo recuperação 48h apresentou o mesmo comportamento

(Figura 11). Após o transporte os níveis de cortisol aumentaram em todos os

tratamentos, mais nos tratamentos zeolita e zeolita + eugenol foram menores,

mostrando que os dois produtos tiveram influencia nas respostas primárias ao

estresse, sendo que os tratamentos utilizando zeolita e eugenol parecem ser

mais eficientes. O uso do eugenol diluído na água de transporte reduziu as
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respostas do cortisol plasmático do matrinxã (Inoue et al., 2005). Os estudos

sobre os efeitos da zeolita na piscicultura são incipientes. Segundo Silapajan et

al., (2006) a utilização desse mineral na carcinicultura tem mostrado bons

resultados e também vem sendo utilizado para peixes ornamentais na

obsorção da amônia excretada pelo peixe. Os estudos sobre os efeitos do

eugenol nas respostas de estresse já foram observadas por Inoeu, (2005),

Iversen et al., (2003), Small,( 2004), Woody et al., (2002), Keene et al., (1998),

os quais evidenciaram que algumas respostas do cortisol plasmático pode ser

reduzidas.  O salmão do atlântico (Salmo solar) quando exposto a

concentrações de 20 a 100 mg/L ao eugenol durante 10 minutos, não

apresentou elevação dos valores de cortisol plasmático em resposta ao manejo

e anestesia (Iversen et al., 2003). De forma semelhante, o bagre do canal

(Ictalurus punctatus) anestesiado em 100 mg/L de eugenol apresentou

menores elevações do cortisol plasmático (Small, 2004). Iversen et. al., (2003)

e Inoue (2005), especularam que o eugenol bloqueia parcialmente a

transmissão dos impulsos nervosos para o hipotálamo, onde são

desencadeadas as demais reações do sistema nervoso central nas respostas

de estresse, entre elas o cortisol. No presente trabalho, o tratamento que não

foi adicionado nenhum produto na água de transporte, foram mais altos após o

transporte e nos tempos de recuperação continuaram altos e nos tratamentos

que foi adicionado produtos quando comparado entre si, apresentaram

resultados semelhante foram descritos por Oliveira, (2008) e Bendhack (2004)

no transporte de matrinxã.
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Figura 11. Valores de cortisol em juvenis de matrinxã submetidos ao

transporte com zeolita e, eugenol. AT= antes do transporte, DT= depois do

transporte, Recup. 24h= recuperação 24h e Recup. 48= recuperação 48h.

Médias com mesma letra não apresentam diferenças significativas (p<0,05).

14.5.3 Glicose

A glicose sanguínea apresentou aumento significativo após o transporte

(DT) nos tratamentos de peixes transportados, mostrando que essa prática de

manejo é bastante estressante, mesmo com o uso de produtos mitigadores

como podemos ver na (Figura 12). A elevação dos níveis glicêmicos indica a

necessidade de energia extra para o organismo suportar situações adversas.

Este aumento, nos casos do estresse, tem origem glicogenolítica proveniente

da ação das catecolaminas e corticosteróides (Mommsen et al., 1999), sendo

esse aumento excelente indicador de estresse em estudos com peixes

(Wendelaar Bonga, 1997). O tratamento zeolita + eugenol, mesmo com

aumento, foi o mais baixo dos peixes transportados, essa diminuição se aplicou

em virtude do uso do eugenol do que da zeolita, sendo que os peixes

levemente sedados ficam menos agitados visto que o matrinxã é um peixe que
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se movimenta em excesso. O tratamento em que foi utilizado a zeolita os

valores não tiveram diferença significativa do tratamento que não foi exposto

nenhum produto, mostrando que o eugenol é um produto mitigador de estresse

no transporte. No trabalho de Inoue et al., (2005) com transporte de matrinxã o

eugenol na concentração de 5 mg/L foi mais eficiente na diminuição da glicose.

Os peixes levemente sedados responderam tentando interferir na resposta de

estresse. Nos demais tempos de recuperação de 24h e de 48h os peixes

retornaram aos valores basais como observado por Bendhack (2004); Urbinati

et al. (2004); Inoue (2005); Oliveira (2008).
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Figura 12. Valores de glicose plasmática em juvenis de matrinxã submetidos

ao transporte sob ação da adição de zeolita e eugenol à água de transporte.

AT= antes do transporte, DT= depois do transporte, Recup. 24h= recuperação

24h e Recup. 48= recuperação 48h.  Médias com mesma letra não

apresentam diferenças significativas (p<0,05).

14.5.4 Lactato

O lactato apresentou um aumento significativo após o transporte (DT) no

tratamento transportado. No tempo de recuperação 24 h foi observado
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aumentos nos tratamentos zeolita e diminuição nos valores de lactado no

tratamento transportado e no tempo de recuperação 48h o tratamento

zeolitaapresentou um aumento significativo e os demais retornaram aos valores

basais (Figura 13). Durante o transporte dos peixes, a disponibilidade de

oxigênio nas células pode muitas vezes ser diminuída por ocasião da elevada

atividade muscular, resultante do intenso esforço da atividade natatória dos

peixes para manutenção da posição normal dentro dos sacos (Barton et al.,

1998; Inoue, 2005). Foi observada uma grande elevação do lactato com reflexo

do exercício, ao qual o peixe foi exposto ao transporte, sendo que os peixes

transportados no tratamento com a zeolita até ao final do experimento de 48

horas não havia retornado a valores basais. Resultados obtidos por (Barnett

&Pankhurst, 1997) com Rhombosolea tapirina mostram que houve um aumento

nas concentrações de lactato após exposição ao agente estressor, sendo que

esta espécie de peixe demora até dois dias para voltar aos seus valores

basais.

Segundo Inoue (2005) o óleo de cravo (eugenol) age como agente

atenuante e, o acúmulo de lactato plasmático no matrinxã provavelmente se dá

devido à menor movimentação nas embalagens ou sacos que  continham essa

substância, já que os peixes apresentavam-se sedados. A exposição dos

peixes ao anestésico provoca alterações na taxa respiratória, sendo, assim

maior acumulo de lactato plasmático (Iversen et. al., 2003).
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Figura 13. Valores de lactato plasmático em juvenis de matrinxã submetidos

ao transporte sob influência da zeolita e eugenol adicionados à água de

transporte. AT= antes do transporte, DT= depois do transporte, Recup. 24h=

recuperação 24h e Recup. 48= recuperação 48h. Médias com mesma letra

não apresentam diferenças significativas (p<0,05).

14.5.5 Amônia Plasmática

A amônia Plasmática apresentou um aumento significativo no tempo

(DT)  nos peixes transportados. Nos demais tempos de amostragem os valores

de amônia retornaram aos valores basais (figura 14). O aumento dos níveis da

amônia plasmática após o transporte no tratamento transportado é

provavelmente devido ao fato de que no mesmo não foi condicionado nem um

produto zeolita e zeolita + eugenol mitigador de estresse. No tratamento que

utilizou a zeolita há uma tendência de diminuição significativa, mostrando que a

zeolita tem a propriedade de absorver os produtos indesejáveis, essa
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diminuição pode indicar possivelmente ausência de danos pelo acúmulo de

NH4 na água do transporte. No tratamento zeolita + eugenol os níveis de

amônia foram baixos devido à utilização dos produtos mitigadores que

possibilitaram essa redução nos níveis da amônia plasmática. A excreção

nitrogenada em peixes ocorre através das brânquias por difusão da amônia

(Wright, 1993, Baldisserotto, 2002). Durante o transporte, os gradientes da

concentração da amônia entre o sangue e a água do transporte tendem a

diminuir intensamente com o passar das horas dificultando assim a excreção

nitrogenada. Nesse trabalho os resultados foram semelhantes ao de Inoue

(2005) no transporte de matrinxã, já que a amônia plasmática foi maior no

tratamento de peixes transportados em que as concentrações de amônia na

água foram maiores.
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Figura 14. Valores de amônia plasmática em juvenis de matrinxã submetidos

ao transporte da zeolita e eugenol.  AT= antes do transporte, DT= depois do

transporte, Recup. 24h= recuperação 24h e Recup. 48= recuperação 48h.

Médias com mesma letra não apresentam diferenças significativas (p<0,05).
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14.5.6 Cloretos

Os valores de cloreto plasmático sofreram uma leve diminuição após o

tempo (DT) nos tratamentos dos peixes transportados. Na coleta de

recuperação 24 horas houve uma diferença entre os tratamentos quando

comparado com o controle, na coleta recuperação 48 horas houve uma

diferença entre os tratamentos controle e zeolita + eugenol (Figura 15).

Diversos trabalhos têm demonstrado que as concentrações plasmáticas de

cloreto, em peixes de água doce, diminuem após manejos estressantes

(Carmichael, 1983; Iversen, 1998; Carneiro & Urbinati, 2001b; Forsberg, 2001;

Bendhack, 2004, Inoue, 2005), sendo necessárias pelo menos 24 horas para o

reestabelecimento dos valores basais (Carneiro & Urbinati, 2001b; Urbinati et

al., 2003). O eugenol age de certa forma contra as perdas de cloretos

plasmáticos durante o transporte. A característica do eugenol em diminuir as

perdas de íons cloretos durante o transporte não deve ser generalizado para

todas as espécies.
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Figura 15. Valores de cloreto plasmático em juvenis de matrinxã submetidos

ao transporte por 4h com a zeolita e eugenol . DT= depois do transporte,

Recup. 24h= recuperação 24h e Recup. 48= recuperação 48h.  Médias com

mesma letra não apresentam diferenças significativas (p<0,05).
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14.5.7 Sódio

Nos valores de sódio não houve significativas diferenças entre os

tratamentos, levando em consideração os tempos de amostragem, mas foi

observado nos tempos de recuperação 24 horas e 48 horas que os valores

foram maiores em todos os tratamentos (Figura16). Foram observados nos

trabalhos realizados por Bendhack, (2004; Brandão et al., (2004), Inouel,

(2005)  com transporte  de peixes que após  o  transporte  os peixes tiveram

uma redução nas concentrações  Na+ ,  além da elevação do também Na+ nos

tempos de recuperação em todos os tratamentos inclusive no tempo controle,

resultados semelhantes foram encontrado  nesse trabalho. Oliveira, (2008) com

transporte de matrinxã utilizando levamisol  verificou que os valores de Na+ não

apresentaram diferença significativa em todos os tempos de amostragem,

sendo que os valores continuaram constantes. (Porém, isso não é uma regra

geral para todos os peixes transportados.)
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Figura 16. Valores de sódio (Na+) plasmático em juvenis de matrinxã

submetidos ao transporte da zeolita e eugenol. AT= antes do transporte, DT=

depois do transporte, Recup. 24h= recuperação 24h e Recup. 48=

recuperação 48h.  Médias com mesma letra não apresentam diferenças

significativas (p<0,05).

14.5.8 Glicogênio hepático

O glicogênio do fígado apresentou uma diminuição após o

transporte, quando comparado com o controle, nos tratamentos transportados,

zeolita, zeolita + eugenol, no tempo de recuperação 24 horas houve uma

diminuição significativa nos tratamentos: controle, transportado, zeolita +

eugenol e um aumento significativo no tratamento zeolita e no tempo de

recuperação 48 horas apresentou aumentos nos níveis de glicogênio em todos

os tratamentos (Figura 17). Inoue, (2005) em transporte de matrinxã observou

que após o transporte houve uma diminuição dessas concentrações, resultados

que corroboram os encontrados neste trabalho, esta diminuição pode ser
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resultado do fator jejum a que os peixes estavam submetidos. A presença de

glicose-6-fosfátase neste órgão permite a formação de glicose que é convertida

na corrente sangüínea, sendo consumida pelos tecidos extra-hepático para

outros tecidos, quando a glicemia baixa durante o jejum (Rui Fontes, 2001).

Nos tempos de recuperação de 24 horas e 48 horas, onde foi observado

aumentos do glicogênio, provavelmente pode ser devido a alimentação dos

peixes durante a recuperação.
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Figura 17. Valores de glicogênio hepático em juvenis de matrinxã submetidos

ao transporte  da zeolita e eugenol adicionados à água de transporte. AT=

antes do transporte, DT= depois do transporte, Recup. 24h= recuperação 24h

e Recup. 48= recuperação 48h.  Médias com mesma letra não apresentam

diferenças significativas (p<0,05).

14.5.9 Glicogênio músculo

Glicogênio muscular não apresentou diferença entre os tratamentos no

tempo AT. No tempo DT houve diferença significativa entre o controle e o

tratamento (zeolita) onde apresentou diminuição em seus níveis de glicogênio.
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No tempo recuperação 24 horas não houve diferença significativa entre os

tratamentos, e no tempo recuperação 48 horas houve diminuição no tratamento

transportado quando comparado com o controle (Figura 18). A diminuição das

concentrações de glicogênio no tratamento zeolita no tempo DT pode ser pelo

aumento do exercício muscular intenso o consumo de ATP pode exceder a

capacidade de síntese da fosforilação oxidativa, nessa circunstância, a glicólise

anaeróbica é muito importante como mecanismo de formação de ATP.  E o

aumento pode ser em virtude do período de recuperação ter diminuído

atividade natatória com isso ocorre o aumento do glicogênio durante o repouso

e a sua degradação é uma conseqüência da atividade muscular (Rui Fontes,

2001).
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Figura 18. Valores de glicogênio muscular em juvenis de matrinxã submetidos

ao transporte da zeolita e eugenol adicionados à água de transporte. AT=

antes do transporte, DT= depois do transporte, Recup. 24h= recuperação 24h

e Recup. 48= recuperação 48h. Médias com mesma letra não apresentam

diferenças significativas (p<0,05).
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14.5.10 Proteína plasmática

A proteína plasmática no tempo AT não apresentou diferença

significativa entre os tratamentos, no tempo DT houve um aumento significativo

nos tratamentos transportados, zeolita, zeolita + eugenol quando comparado

com o controle, no tempo recuperação 24 horas houve um aumento nos

tratamentos zeolita, zeolita + eugenol quando comparado com o controle. No

tempo recuperação 48 horas houve uma diminuição na concentração de

proteína nos tratamentos transportado, zeolita e zeolita + eugenol quando

comparado com o controle (Figura 19). (Inoue, 2005) os valores de proteína

plasmática foram significativamente diferentes após o transporte de matrinxã e

nos tempos de recuperação, quando retornaram aos valores basais, e neste

trabalho foi inversamente o contrário após o transporte os valores da proteína

plasmática aumentaram, e no tempo de recuperação 48 horas os valores

diminuíram. (Figueiredo, 2008) estudando o pacu, verificou que após ser

exposto ao estresse não apresentou diferença significativa entre os

tratamentos, mostrando assim que o matrinxã é mais sensível as práticas

rotineiras nos sistemas de manejo.
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Figura 19. Valores de proteína plasmáticos em juvenis de matrinxã submetidos

ao transporte da zeolita e eugenol adicionados à água de transporte. AT=

antes do transporte, DT= depois do transporte, Recup. 24h= recuperação 24h

e Recup. 48= recuperação 48h.  Médias com mesma letra não apresentam

diferenças significativas (p<0,05).
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15. CONCLUSÕES

O matrinxã é um bom modelo para estudos de respostas de estresse. É

uma espécie bastante responsiva a estímulos adversos impostos no decorrer

dos protocolos experimentais

No experimento da absorção da amônia em diferentes concentrações de

zeolita, a concentração ideal encontrada foi de 7,5 mg/L, levando

considerações de benefício ambiental/custo da zeolita.

No experimento do transporte de juvenis de matrinxã utilizando a melhor

concentração de zeolita determinada no experimento II (7,5mg/L) e eugenol

(5mg/L) a água de transporte, o tratamento mais eficiente  foi  a associação

desse à zeolita, mostrando bons  resultados para a qualidade da água de

transporte e das respostas fisiológicas e tissulares ao estresse.

Devemos levar em consideração, entretanto que devem ser realizados

mais estudos para o aperfeiçoamento e a validação da tecnologia para a sua

utilização em campo com resultados satisfatórios ao produtor rural.
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