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RESUMO

O transporte de peixes vivos é um processo limitante na cadeia aquicultura. Com
isso, o objetivo desse estudo foi desenvolver metodologias para o transporte de peixes
vivos. Foram realizados trés experimentos. O primeiro foi o teste de uma mesa de
simulacdo de transporte com juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). O
segundo para avaliar os efeitos da reducdo da quantidade de agua na sacola de
transporte (30, 50 e 70 ml) do peixe betta (Betta splendens). E o terceiro foi a avaliagdo
de uso de dleos essenciais e sal como aditivos durante o transporte do peixe B.
splendens. No primeiro experimento, a mesa vibratdria confeccionada para simulagdo de
transporte ndo afetou na sobrevivéncia, no batimento opercular e nos niveis de glicose
das tildpias-do-Nilo expostas aos tratamentos. No segundo experimento, apds a
simulacdo de transporte os peixes foram observados por 21 dias e analisados dados
sobre conversdo alimentar aparente (CAA) e taxa de eficiéncia alimentar (TEA). Nao
houve aumento no estresse dos peixes durante a simulagao de transporte, de acordo
com os dados dos niveis de glicose aferidos no sangue. A sobrevivéncia ndo foi afetada
durante a simulacdo nem no periodo pds- transporte. Os dados de CAA e TEA ndo
apresentaram diferencas significativas (p > 0,05). Os niveis de glicose aferidos ndo
sinalizaram aumento do estresse apds a simulagdo de transporte em comparag¢ao ao
grupo basal. A sobrevivéncia ndo foi afetada significativamente na simulagdo nem no
periodo de observacdo pdés-transporte. O uso do sal apresentou-se como um aditivo
promissor para a homeostase dos peixes no periodo pés-transporte. O dleo essencial de
melaleuca e o éleo de cravo apresentaram-se como uma boa alternativa de baixo custo
para o desenvolvimento de um protocolo para o transporte de peixes ornamentais.
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INTRODUGAO

Na piscicultura ornamental, o transporte é uma das etapas do processo produtivo
gue mais gera estresse e mortalidade dos animais, causando prejuizos aos piscicultores.
Geralmente, os peixes sdo acondicionados em sacos plasticos ou caixas (transfish), de
forma individual ou em grupo (LIM et al., 2003; SAMPAIO e FREIRE, 2016).

O estresse no transporte pode ser influenciado pela duragao, tamanho dos peixes,
densidade de estocagem e principalmente pela qualidade da d4gua (BRAUN; NUNER,
2014; SAMPAIO e FREIRE, 2016). Além disso, as

caracteristicas da espécie, como tolerancia ao estresse e as variacées da qualidade
da 4gua, presenca de respiracdo aérea acessOria e comportamento agonistico, também,
influenciam na intensidade do estresse e mortalidade durante e depois do transporte
(LIM et al., 2003; PRAMOD et al., 2010). Dentre os principais problemas durante o
transporte, o territorialismo e a agressividade sdo caracteristicas que exigem atencao,
pois podem causar lesdes e aumento da mortalidade (KARINO et al., 2007).

O peixe Betta splendens, conhecido como peixe de briga, € uma das principais
espécies comercializadas no mundo (CARDOSO et al., 2012). A espécie tem participacao
significativa na aquicultura de ornamentais, se destacando como um dos peixes mais
comercializados no cenario mundial (GOMES, et al., 2019). A notoriedade deste animal,
se deve a grande variedade de cores e formatos de nadadeiras e alta rusticidade.

Em relacdo ao transporte, o Betta (B. splendens), por ser uma espécie
territorialista, precisa ser transportado individualmente. A intencdo com o transporte
individualizado é evitar conflitos e consequentes lesdes, que reduzem o valor de mercado
da espécie e, aumenta a mortalidade durante o processo (MONVISES et al., 2009;
MONTICINI, 2010), fatores que aumentam o valor final do produto.

Para minimizar os efeitos nocivos do transporte, o cloreto de sédio (NaCl), ou

III

comumente chamado “sal”, é frequentemente utilizado na piscicultura, pois este reduz
o custo energético do peixe com os processos osmorregulatorios (GOMES et al., 2003).
Além disso, o sal tem efeito profilatico, é de facil obtencdo e baixo custo, com eficacia
comprovada para algumas espécies (TACCHI et al., 2015; NAVARRO et al., 2017; BIZARRO

et al., 2018). Todas essas vantagens, fazem com que o NaCl seja amplamente utilizado
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no transporte de organismos aquaticos (SANTOS e SOUZA, 2020).

Além do NaCl, nos ultimos anos, os 6leos essenciais como os de Meleleuca, cravo,
Aloysia triphylla, erva cidreira (Lippia alba) e alecrim pimenta (Lippia sidoides) entre
outros, vém recebendo atencdo de pesquisadores e produtores de organismos
aquaticos (ALMEIDA et al 2018; TEIXEIRA et al., 2018; VENTURA et al., 2019; SILVA,
2020). Entre os 6leos mais utilizados, podemos citar o éleo de cravo (eugenol) e o éleo
de melaleuca. O dleo de cravo é um dleo essencial extraido de partes da planta Eugenia
caryophyllata (JAVAHERY et al., 2012). Esse produto possui um antigo histdrico como
anestésico de uso local em humanos (WOODY et al. 2002), sendo reconhecido como
anestésico para peixes ha algumas décadas (JAVAHERY et al., 2012). Ja o éleo essencial
de Melaleuca alternifélia (Myrtaceae), é conhecido pelas ag¢des antiflngicas,
bactericidas e anti-inflamatérias (CARSON et al.,, 2006), além de apresentar
propriedades anestésicas e analgésicas. Existem produtos comerciais a base de dleo
essencial de melaleuca que sdo comumente utilizados como medicamentos cicatrizante
em peixes ornamentais (CORREIA, 2018).

REVISAO DE LITERATURA

O transporte de peixes vivos é um processo que impele os peixes a serem colocados
em um ambiente diferente de seu habitat natural, que geralmente vem acompanhado
por mudangas bruscas nas condicdes ambientais (PURBOSARI et al.,, 2019).
Inevitavelmente na piscicultura, os peixes sdo frequentemente transportados entre
exploragdes ou para mercados de cultivos ou vendas (KING, 2009). Existem dois métodos
principais para o transporte de peixes vivos na dgua. O primeiro é usando tanques
equipados com oxigénio e o segundo é usando sacos plasticos selados cheios de oxigénio
antes do transporte (BERKA, 1986; SAMPAIO e FREIRE, 2016), inevitavelmente
estressantes para os peixes. Os procedimentos pré-transporte (classificacdo,
aglomeracdo, rede, jejum, manuseio e carregamento/embalagem), também s3o
potencialmente estressantes para os peixes, bem como, os procedimentos pos-
transporte (descarga e manuseio) (PAKHIRA, et al., 2015; REFAEY e LI, 2018).

O transporte dos peixes é um procedimento rotineiro na aquicultura, que
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desencadeia uma série de estimulos estressantes. Situagdes como o aumento da
densidade de estocagem por volume de agua, mudancas abruptas na qualidade dadgua
quase sempre geram estresse aos peixes (BRAUN e NUNER, 2014). O manejo de
transporte causa estresse nos peixes, pois inclui a captura, o aumento da densidade,
mudancas bruscas de temperatura, manuseio, o préprio transporte (vibracdes),
descarga e armazenamento final (ROBERTSON et al. 1988). Essas praticas colaboram
para diminuicdao da qualidade da agua (CONTE 2004), uma vez que, agentes estressores,
como os residuos nitrogenados, se acumulam na agua, principalmente amoénia e nitrito
(URBINATI e CARNEIRO 2004).

As sacolas plasticas usadas para o transporte de peixes € um ambiente propicio
para o acumulo de metabdlitos na agua, como os compostos nitrogenados, gas
carbbnico, que sdo capazes de alterar o metabolismo dos animal podendo leva-los a
morte por intoxicacdo. (GOLOMBIESKI et al. 2003). Assim sendo, um transporte
inadequado, pode resultar em alta mortalidade dos peixes e gerar grandes perdas
economicas (OKAMURA et al., 2010). Principalmente no caso dos peixes ornamentais,
gue sdo vendidos por sua beleza e precisam estar vivos para venda, portanto, manter
sua viabilidade durante o transporte é fundamental (PURBOSARI et al., 2019). Sendo
assim, o sucesso do transporte depende dentre outros fatores, da qualidade da agua,
temperatura, densidade, tamanho, oxigénio e duracdo do transporte (BELEMA et a.,
2017).

O transporte de peixes vivos possui grandes desafios para se enquadrar e
atender aos padrdes de qualidade e requisitos de bem-estar animal (YANG et al., 2021).
Estudos estimam que cerca de 7% dos peixes cultivados morrem anualmente devido ao
transporte vivo (NIE et al., 2014), geralmente isso é atribuido ao tempo de transporte,
procedimentos de transporte inadequados e tecnologia de monitoramento inadequada
(ZHANG et al., 2017; ZHANG et al., 2019). O estresse causado pelo transporte pode gerar
mudanc¢as no metabolismo dos peixes alterando a bioquimica do sangue, sistema de
defesa antioxidante e expressdes de mRNA de proteinas hepaticas de choque térmico
(REFAEY e LI, 2018). Estudos comprovaram que peixes transportados apresentam
respostas fisiolégicas indicativas de estresse, como niveis elevados de glicocorticéides e
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teor de glicose no sangue (HARMON 2009; YEARBOOK, 2020).

A aquicultura tem um desafio a superar, manter a saude e o bem-estar dos peixes
vivos durante o transporte, principalmente devido ao grande nimero de animais em
diversas situacdes de transporte (YANG et al., 2021). Diante disso, o conhecimento de
que o processo de transporte gera altos niveis de estresse e uma alta taxa de
mortalidade, tem-se incentivado pesquisas para explorar tecnologias de transporte de
peixes mais eficientes e eficazes (PURBOSARI et al., 2019).

MATERIAIS E METODOS

Experimento 1

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica de
Uso de Animais da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — Rio de
Janeiro Brasil (CEUA - UENF), Protocolo n2 520.

Foram utilizados 30 bettas fémeas com comprimento total 42,43 + 2,13 mm e
pesos médios de 1,06 + 0,14 g, adquiridos de uma piscicultura comercial no municipio
de Patrocinio do Muriaé (MG). Os peixes foram transportados, da piscicultura para a
campus universitario, de maneira convencional, em sacolas plasticas contendo apenas
agua e ar, para o Laboratério de Zootecnia (LZO) da Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos dos Goytacazes (RJ), onde foram
aclimatadas durante seis dias, antes de serem submetidas a experimentacao.

Na aclimatacdo, as bettas foram mantidas em dgua com temperatura entre 26 e

28°CepHentre6,4a6,8, parametrostidos como ideal paraaespécie de forma controlada
(LIMA et al., 2012). A alimentagao ocorreu diariamente em dois periodos, 8h e 16h, com
fornecimento de ragdo comercial extrusada (42 g/kg-1 PB, 12 g.kg-1 EE, 12 g.kg-1
umidade e 3.100 kcal.kg-1 energia).
No periodo que antecedeu 24h da montagem da experimentacao, os peixes ficaram em
jejum e as fezes foram sifonadas a cada 4h. Esse processo de depuracao é
comercialmente realizado antes do transporte e, tem por finalidade o esvaziamento do
trato digestorio.
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A experimentac¢do foi multipla para avaliagdo das quantidades de agua para
transporte de bettas. Compreendendo trés tratamentos com 10 repeti¢cdes cada,
totalizando 30 animais.

A unidade experimental foi constituida por um saco plastico transparente (4 cm
x 16 cm) préprio para o transporte de bettas, identificado com o respectivo tratamento
e repeticdo e, contendo um peixe betta fémea. Foram delineados trés tratamentos com
volumes diferentes de agua: 30, 50 e 70 mL. Ainda, as sacolas de transporte foram
preenchidas numa proporcdo dgua: ar atmosférico de 1: 3.

As 30 sacolas (unidades experimentais) foram acondicionadas em uma caixa
plastica de 50L com dimensdes de 34 x 59 x 38 cm, para melhor organizacdo sobre a
MSTP.

As andlises dos niveis de glicose foram feitas logo apds as coletas das amostras de
sangue nos peixes, no inicio (n = 10) e no final do experimento (n = 5, para cada
repeticao). Foi utilizada uma gota de sangue depositada em tiras reagentes do aparelho
monitor digital para leitura de glicose Accu-Chek® (OLIVEIRA et al., 2019).

Uma mesa vibratéria foi confeccionada antes do experimento, para a realizacao
da simulagao de transporte, com o intuito de se aproximar do transporte real dos peixes
em um automovel. Esta foi constituida de um compensado madeirite naval de 1 m2 na
superficie, encaixado dentro de cantoneiras de ferro soldadas (1 m2), apoiadas sobre 4
molas, sustentadas sobre 4 tubos de 1 m de comprimento (quadrado de aco 20 mm x
20 mm x 1 m x 6000 mm), soldados em formato de quadrado (1 m2), sustentada por uma
base com 4 pés, feita com tubos de 30 cm de comprimento (quadrado de ago 20 mm x
20 mm x 20 mm x 20 cm). Com capacidade de suporte de 30 kg. Sob a superficie da mesa,
foi fixado com dois parafusos francés zincados 1/4 X 2 1/2 e uma chapa de zinco 4 x 25,
um motorv:127, CV: 1/3, RPM: 1625, 250 W com um parafuso (francés) serrado, soldado
na ponta do eixo giratéorio do motor, com porcas e arruelas rosqueadas (no parafuso
serrado soldado na ponta do eixo), para garantir o desbalanceamento ao girar e para
controle das vibracdes desejadas da mesa.

Foi utilizada uma caixa plastica de 50 L, contendo os peixes devidamente
embalados, colocada em cima da mesa vibratéria e agitada por 30 minutos e
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permanecendo descansando por 60 minutos. Nos intervalos entre uma agitagdo e outra,
a caixa foi agitada em tempos aleatérios para simular o movimento normal do
transporte em um veiculo automotivo, com o intuito de aproximar ao mdaximo do
transporte real. A simulacdo de transporte teve duracdo de 96 horas.

Os parametros de qualidade de agua foram previamente analisados utilizando
fotometro HANNA HI83300®, através dos métodos: pH: gama de pH: fotbmetro: 6.5 a
8.5 pH / eletrodo de pH: — 2.00 a 16.00 pH, com resolucdo de pH: fotdmetro: 0.1 pH,
eletrodo de pH: 0.1 pH, com precisdo de pH: fotdbmetro: +0.1 pH / eletrodo de pH: +0.01
pH; amonia total: gama baixa: 0.00 a 3.00 mg/L (como NH3—N), com resolucdo de
amonia de 0.01 mg/L; 0.1 mg/L e precisdo de + 0,04 mg/L ou * 4% da leitura. Método
adaptado do ASTM Manual of Water and Environmental Technology, Método Nessler
D1426-92; nitrato: gama de nitrato: 0.0 a 30.0 mg/L (como NO3-—N), com resolugdo de
0,1 mg/L e precisdo de + 0.5 mg/L + 10% da leitura. Método adaptado do método de
reducdo por cadmio; nitrito: gama de nitrito: agua doce / gama baixa: 0 a 600 ug/L (como
NO2-—N), com resolugdo de nitrito de agua doce: 1 pg/L; 1 mg/L. Precisdo de nitrito de
agua doce + 20 pg/L ou + 4% da leitura. Método de nitrito adaptado do método de
diazotizacdo EPA, método 354.1.

Concentragao de oxigénio dissolvido foi monitorada com oximetro digital (YSI-
ECO 200A°®) e a temperatura foi mensurada com o auxilio de um termoémetro digital (-
50° Ca+300°C).

Durante o periodo experimental foi aferida a temperatura da dgua a cada 1h.
Para isso, foram utilizadas sacolas reservas contendo apenas agua e, colocadas dentro
da caixa plastica de 50 L, junto as unidades experimentais. No momento da observacao,
a sacola foi aberta e a temperatura foi aferida com auxilio de termoémetro digital.
Também foi analisada a temperatura ambiental e, para isso foi utilizado um Termo-
Higrometro Digital Temperatura Interna 0° C a 50° C Externa — 50° Incoterm®, que foi
alojado dentro da caixa plastica de 50L, junto as unidades experimentais.

Apds o periodo de simulacdo de transporte (96 horas) os animais foram
observados por mais 21 dias para quantificar a sobrevivéncia no pds-transporte, o
consumo de ragdo e o peso Vivo.
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Antes do inicio do experimento uma amostragem de 10 peixes foi realizada para
determinacdo de caracteristicas biométricas: peso (g) e comprimento padrdao (mm). No
final do experimento 5 peixes de cada tratamento foram pesados e distribuidos
aleatoriamente para observacao da sobrevivéncia e de indices zootécnicos.

Para obtencdo dos dados sobre consumo de racgdo, foi utilizado um pote de racdo
para cada individuo, o pote foi preenchido com racdo e pesado em balanga de precisao.
Apds o periodo experimental, o pote com ragao foi novamente pesado. A diferenca do
peso final pelo inicial, indicou a quantidade de racdao consumida pelo individuo.

Para analise do peso vivo, foi realizada pesagem dos individuos em trés momentos
distintos, antes do inicio experimental, apds a simulacdo de transporte (96h) e apds o
periodo de pds-transporte (21 dias). Para avaliacdo das perdas e dos ganhos de pesos
dos animais durante os periodos de experimentacdo. Todos os procedimentos de
pesagens foram realizados com uma balancga de precisdo analitica série AY - SHIMADZU
AY220® com capacidade / divisdo: 220g / 0,1mg.

Também foram observados dados sobre conversdo alimentar aparente (CAA) e
taxa de eficiéncia alimentar (TEA). Para estes foram utilizadas as respectivas equacgdes:
CAA = consumo de ragdo / peso vivo no pos-transporte; Taxa de eficiéncia alimentar =
peso vivo no pds-transporte / consumo de ragdo x 100

Experimento 2

O sal (cloreto de sédio); o d6leo essencial de melaleuca (Terpinen-4-ol 42, 45%,
WNF ® 10 mL) e o éleo essencial de cravo (Eugenol 86%, FERQUIMA® 100 mL) foram
adquiridos em lojas de produtos naturais. Considerando a natureza hidrofébica dos
ingredientes, uma solucdo sedativa foi preparada diluindo 10 mL de cada dleo em alcool
etilico 99,8% na proporg¢do 1:1:9 (VIDAL et al., 2008).
Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica de Uso de
Animais da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — Rio de Janeiro —
Brasil (CEUA - UENF), Protocolo n? 520.
Foram utilizados 280 bettas fémeas com pesos médios de 1,19 + 0,08 g,
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comprimento total 43,31 £ 1,52 mm, adquiridos de uma piscicultura comercial no
municipio de Patrocinio do Muriaé (MG). Os peixes foram transportados de maneira
convencional, em sacolas pldsticas contendo apenas 4gua e ar, para o Laboratério de
Zootecnia (LZO) da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em
Campos dos Goytacazes (RJ), onde foram aclimatadas durante seis dias, antes de serem
submetidas a experimentacao.

Na aclimatacdo, as bettas foram mantidos em agua com temperatura (26 a 28° C),
pH (6,4 a 6,8) de forma controlada. A alimentacdo ocorreu diariamente em dois periodos
8h e 16h pelo fornecimento de racdo comercial extrusada indicada para peixes
ornamentais e contendo 42% de proteina bruta, 12% de lipideos, 12% de umidade e
energia em 3.100 kcal/kg. No periodo que antecedeu 24h da montagem da
experimentacao, os peixes ficaram em jejum e as fezes foram sifonadas a cada 4h.

A experimentacao foi multipla para avaliagdo de compostos sedativos para
transporte de bettas. Compreendendo 13 tratamentos mais um grupo controle, com 20

repeticdes cada conforme a (Tabela 1).

Tabelal. Descri¢do dos tratamentos e dosagens experimentais.

Tratamento Dosagem
TO Controle (dgua sem aditivo) 0 gota/L
T1 Solucdo de dleo de melaleuca 5% v/v (1: 19 e etanol 0,25 mL/L
anidro)
T2 Solugdo de 6leo de melaleuca 5% v/v (1: 19 e etanol 0,5 mL/L
anidro)

T3 Solugdo de 6leo de cravo (eugenol) 5% v/v (1: 19 em etanol 0,25 mL/L
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anidro)
0,5 mL/L
T4 Solucdo de dleo de cravo (eugenol) 5% v/v (1: 19 em /

etanol anidro)
T5 Solugdo mista: cravo + melaleuca 5% v/v (1:1:38 de etanol 0,25 mL/L

anidro)
T6 Solugdo mista: cravo + melaleuca 5% v/v (1:1:38 de 0,5 mL/L

etanol anidro)
T7 Solugdo de sal (6%) 6 g/L agua
8 g/100L
T8 Solucdo de sal (0,8%)
agua
T9 Solugdo mista: Sal + melaleuca 5% v/v (1:1:38 de etanol anidro) 0,25 mL/L
T10 Solucdo mista: Sal + melaleuca 5% v/v (1:1:38 de etanol

anidro) 0,5 mL/L

T11 Sol. mista: Sal + Oleo de cravo 5% v/v (1:1:38 de etanol anidro) 0,25 mL/L
T12 Sol. mista: Sal + Oleo de cravo 5% v/v (1:1:38 de etanol

anidro) 0,5 mL/L
T13 Sol. mista: Sal + melaleuca + cravo 5% v/v (1:1:38 de

0,5 mL/L
etanol anidro)

As solucdes estoques de dleo essencial de melaleuca, éleo essencial de cravo
(eugenol) e mistas dos dois compostos a 5% (volume/volume) foram preparadas com a
mistura de uma parte deste 6leo com 19 partes de etanol anidro (cada). As quais
permaneceram armazenadas em frascos ambar e sob refrigeracao de 8 a 18°C ao abrigo
da luz. Os frascos com as misturas foram agitados antes da preparacdo das solucbes para
transporte dos peixes.
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As solugdes utilizando o sal foram: solugdo de sal 6% (6g/L de dgua) (ZUANON et
al., 2009) e solugdo de sal 0,8% (8g/100L de agua). Foi utilizada uma balanga eletrénica
de precisdo, 0.001g/100g, carregamento digital, para pesar o sal marinho sem iodo e um
béquer de vidro graduado para medir a quantidade dgua, sem cloro e repousada por um
dia.

Apds o preparo das solucdes, sacos plasticos transparente (4 cm x 16 cm), préprio
para o transporte de bettas foram preenchidos com a 30 mL de agua com a solugdo
indicada para cada tratamento e fechados com ar atmosférico. Cada betta fémea foi
colocada em um saco de transporte, identificado individualmente com o respectivo
tratamento e repeticao e mantidas por 96 horas em simulagdo de transporte utilizando
uma mesa vibratdria propria para a simulagdo de transporte de peixes. A cada intervalo
de uma hora a mesa era ligada e permanecia vibrando por 30 minutos. Em seguida
permanecia em descanso (desligada) por uma hora. Nesse periodo as sacolas foram
observadas individualmente e anotado as mortalidades. A cada dbito, imediatamente o
saco de transporte era aberto, com auxilio de uma tesoura afiada, com cuidado para nao
agitar a 4gua e sem retirar o peixe morto procedeu-se a mensurac¢ao dos parametros de
gualidade de agua.

Os parametros de qualidade de dgua foram previamente analisados utilizando
fotometro HANNA HI83300®, através dos métodos: pH: gama de pH: fotbmetro: 6.5 a
8.5 pH / eletrodo de pH: — 2.00 a 16.00 pH, com resolu¢do de pH: fotdbmetro: 0.1 pH,
eletrodo de pH: 0.1 pH, com precisdo de pH: fotdmetro: +0.1 pH / eletrodo de pH: +0.01
pH; amoénia total: gama baixa: 0.00 a 3.00 mg/L (como NH3—N), com resolucdo de
amonia de 0.01 mg/L; 0.1 mg/L e precisdo de + 0,04 mg/L ou * 4% da leitura. Método
adaptado do ASTM Manual of Water and Environmental Technology, Método Nessler
D1426-92; nitrato: gama de nitrato: 0.0 a 30.0 mg/L (como NO3-—N), com resolucdo de
0,1 mg/L e precisdo de + 0.5 mg/L + 10% da leitura. Método adaptado do método de
reducdo por cadmio; nitrito: gama de nitrito: agua doce / gama baixa: 0 a 600 pg/L (como
NO2-—N), com resolugdo de nitrito de agua doce: 1 pg/L; 1 mg/L. Precisdo de nitrito de
agua doce + 20 pg/L ou + 4% da leitura. Método de nitrito adaptado do método de
diazotizacdo EPA, método 354.1.

SECRETARIA MUNICIPAL DE EDUCAGAO DE CAMPOS DOS GOYTACAZES

SUBSECRETARIA DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE CAMPOS DOS GOYTACAZES




L g
SECRETARIA MUNICIPAL == M a] S

@ | o DE EDUCAGAO, CIENCIA L amego = A e
.. CAMPOS - . Ciencia

&

> E TECNOLOGIA Campos dus Guytacases

Concentragdo de oxigénio dissolvido foi monitorada com oximetro digital (YSI-ECO
200A°®) e a temperatura foi mensurada com o auxilio de um termémetro digital (- 50° C
a +300° C).

Durante o periodo experimental foi aferida a temperatura da dgua a cada 1h. Para
isso, foram utilizadas sacolas reservas contendo apenas agua e, colocadas dentro da
caixa plastica de 50 L, junto as unidades experimentais. No momento da observacao, a
sacola foi aberta e a temperatura foi aferida com auxilio de termémetro digital. Também
foi analisada a temperatura ambiental e, para isso foi utilizado um Termo-Higrometro
Digital Temperatura Interna 0° C a 50° C Externa —50° Incoterm®, que foi alojado dentro
da caixa plastica de 50L, junto as unidades experimentais.

Também foram observados dados sobre conversao alimentar aparente (CAA) e
taxa de eficiéncia alimentar (TEA). Para estes foram utilizadas as respectivas equacgdes:
CAA = consumo de ragdo / peso vivo no pos-transporte; Taxa de eficiéncia alimentar =
peso vivo no pds-transporte / consumo de rag¢do x 100

No final das 96 horas, os peixes foram aclimatados, utilizando dgua mantida em
uma caixa pulmao de 250 L. A aclimatacao foi feita através da inclusdo da agua dessa
caixa nas sacolas. O procedimento foi realizado gradativamente, ou seja, 5 mL a cada 10
minutos durante uma hora. Depois desse periodo de aclimatacgado, o peixe foi coletado
da sacola com o auxilio de uma peneira e transferido para um copo pldstico com 400 mL
de 4dgua. Cada copo foi identificado com o respectivo tratamento e repeti¢cdo condizente
com o peixe recebido. Os peixes ficaram em observacao, nos seus respectivos copos por
mais 21 dias, em um delineamento inteiramente casualizado. Nesse periodo, os animais
foram alimentados duas vezes ao dia (8h e 16h). Diariamente, foram realizadas
sifonagens, sempre as 14h, para remocdo das fezes e sobras de racdo. A racdo
utilizada foi pesada em balanca de precisdo e armazenada em frascos de 80 mL, com
tampas de rosca, identificados individualmente com os respectivos tratamentos e
repeticOes, para coleta dos dados de consumo de racdo e conversao alimentar aparente
dos animais.

Antes do inicio do experimento, uma amostragem de 10 peixes foi realizada para
determinacdo de caracteristicas biométricas: peso (g) e comprimento padrdao (mm);
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além de gotas de sangue para aferir os niveis de glicose. No final do experimento, a
amostragem foi de 5 peixes de cada tratamento e todas os peixes foram contados para
analise da sobrevivéncia. Todos os procedimentos de pesagens foram realizados com
uma balanga de precisdo analitica série AY - SHIMADZU AY220® com capacidade /
divisdo: 220g / 0,1mg.

As andlises dos niveis de glicose foram feitas logo apds as coletas das amostras de
sangue nos peixes, no inicio (10 animais) e no final (5 animais por tratamento) do
experimento. Foi utilizada uma gota de sangue depositada em tiras reagentes do
aparelho monitor digital para leitura de glicose Accu-Chek® (OLIVEIRA et al., 2019).

Para as analises estatisticas dos dois experimentos, os resultados de tempo de
transporte, parametros de qualidade de agua, sobrevivéncia pds- transporte, consumo
de racdo, ganho de peso e conversdo alimentar aparente, foram submetidos aos testes
de pressuposicio de andlise de varidancia para normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Bartlett). Para compara¢dao dos tratamentos foi utilizado modelo
inteiramente casualizado e o PROC MIXED (SAS OnDemand for Academics). Os casos de
significancia, foram realizados andlise de regressdo com definicdo de melhores dosagens
pelas curvas que melhor se ajustaram, além da aplicacdo do teste Tukey a 5% de
probabilidade para comparagao par a par entre todos os tratamentos.

RESULTADOS

Experimento 1

Parametros de qualidade de agua

N3o houve mortalidade durante os experimentos de simulacdo de transporte e
pds transporte com bettas fémeas. Os valores dos parametros de qualidade da adgua
estdo listados na (Tabela 1). Ndo foram observadas diferencas significativas para
temperatura, oxigénio dissolvido, amonia, nitrito e nitrato no experimento de simulacdo
de transporte. Apenas o pH apresentou diferencgas significativas entre os tratamentos,
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observando-se o aumento do pH no tratamento com menos 4dgua (30 mL) Tabela 1.

Tabela 1. Médias (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade de agua no transporte de bettas

fémeas em diferentes quantidades de agua.

Parametros 30 mL 50 mL 70 mL
Temperatura (° C) 26,80+0,10 26,76+ 0,06 26,83 £0,06
Oxigénio (mg.L%) 6,05 + 0,24 5,92 +0,03 5,87 + 0,12
Aménia Total (mg.L?) > 3,00+ 0,00* > 3,00 +0,00%* > 3,00 +0,00*
Nitrito (ug.L?) 527,67 £90,63 > 600,00 +0,00* > 600,00 + 0,00*
Nitrato (mg.L?) 71,87 £53,01 41,93 +11,39 69,47 +43,55
pH 7,77 +0,21° 7,07 +0,242 7,06 + 0,332

Médias seguidas por letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

*Qsvalores das variaveisamonia (0,00a 3,00 mg.L'l) enitrito (0a 600 pg.L” 1) se apresentaram acima da faixa

de leitura dos reagentes utilizados (Low Range).

Glicose

Ndo houve aumento significativo (p > 0,05) das concentra¢des de glicose no sangue
dos peixes, para nenhum dos tratamentos, quando comparados com os niveis de glicose
basal (peixes antes do transporte).
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Tabela 2. Niveis médios de glicose de peixes bettas fémeas antes e apods estresse de simulagdo de

transporte.

Tratamento Niveis de glicose
Basal 32,40+2,51

30 mL 39,80 +11,23

50 mL 33,80 +8,76

70 mL 32,80+5,17
p-valor 0,4142
Desempenho

Os parametros de desempenho dos peixes observados por 21 dias apds a
simulacdo de transporte (periodo de pdés-transporte) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (p > 0,05) Tabela 3.

Tabela 3. Desempenho de peixes bettas fémeas observados por 21 dias apds estresse de simulagdo de

transporte.

Varidveis 30 mL 50 mL 70 mL p-valor
PV (g) 0,208 +0,04 0,232 +0,01 0,204 +0,01 0,1307
CR (g) 0,184 +0,02 0,186 +0,01 0,184 +0,02 0,9715
CAA 0,912 +0,19 0,802 +0,05 0,902 +0,11 0,3632
TEA (%) 113,25 +22,49 125,31+7,72 112,00 + 13,08 0,3640

PV = peso vivo; CR = consumo de racdo; CAA = conversdo alimentar aparente; TEA = taxa de eficiéncia

alimentar. Médias * desvio padrao.
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A reducdo da agua de transporte e a simulacdo de transporte ndo exerceram
influéncia sobre os pesos (g) dos B. splendens (Figura 2).

16

2

SR

RN

o

O0h
[O96h
21dias

30mL 50mL 70mL

Tratamento
Figura 2. Pesos de B. splendens antes e depois dos periodos de experimentagdo.

Experimento 2

Os valores dos parametros de qualidade da dgua inicial de embalagem para a
simulacdo de transporte foram: pH: 7,66 + 0,16; amodnia: 0,04 + 0,06; temperatura: 24,86
+ 0,05;nitrito: 10,36 £ 4,92;nitrato: 6,78 £ 16,14 e oxigénio: 6,59 £ 0,17. A temperatura
média durante as 96 horas de simulagao de transporte foi de 24,92 + 0,36.

N3o foram observadas diferencas significativas na sobrevivéncia dos peixes
durante a simulacdo de transporte nem no periodo de observacao pds- transporte de
21 dias Figura 1.
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Figura 1. Sobrevivéncia de betta splendens submetidos a estresse de simulagao de transporte por
96 horas, grupo controle (TO, sem aditivo) e com aditivos na dgua de transporte, sal a 0,8% e 6%, sedagdo
com 6leo essencial de melaleuca, éleo de cravo ou mistos dos trés aditivos e observagao pds-transporte de
21 dias.

Os valores médios dos niveis de glicose basais e das bettas fémeas submetidas a
simulacdo de transporte de 96 horas com ou sem aditivos na agua de transporte estao
representados na Figura 1.

N3o houve diferencas significativas entre os tratamentos com ou sem aditivos
anestésicos em relagdo aos niveis de glicose dos peixes basais.
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Figura 2. Niveis de glicose em betta splendens submetido a simulagdo de transporte por 96 horas,
grupo controle (TO sem aditivo) e com aditivos na agua de transporte, sal a 0,8% e 6%, dleo essencial de
melaleuca, dleo de cravo ou mistos dos trés aditivos.

Foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para o indice
zootécnico de peso vivo dos peixes (p < 0,05), nos demais indices como crescimento
(Figura 3) e fator de condicdo (Figura 4), ndo se observou diferencas significativas pelo

teste de Tukey (p > 0,05) no periodo de observagdo pds- simulacdo de transporte de 21
dias.
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Figura 3. Comprimento padrao e total de peixes betta splendens apds simulagdo de transporte de 96
horas, grupo controle (TO sem aditivo) e com aditivos na dgua de transporte, sal a 0,8% e 6%, sedagdo com
6leo essencial de melaleuca, dleo de cravo ou mistos dos trés aditivos, observados durante 21 dias apds a
simulacdo de transporte.
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Figura 4. Peso vivo de betta splendens submetidos a simulagdo de transporte por 96 horas, grupo controle
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(TO sem aditivo) e com aditivos na agua de transporte, sal a 0,8% e 6%, sedagdo com 6leo essencial de
melaleuca, dleo de cravo ou mistos dos trés aditivos, observados durante 21 dias apds a simulagdo de
transporte. Diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos. Letras diferentes no gréfico
representam diferengas entre os grupos de tratamento de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Fator de condigao
250

2.00

1.50
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Figura 5. Fator de condi¢do de betta splendens submetidos a simulagao de transporte por 96 horas, grupo
controle (TO sem aditivo) e com aditivos na agua de transporte, sal a 0,8% e 6%, sedacdo com dleo
essencial de melaleuca, éleo de cravo ou mistos dos trés aditivos, observados durante 21 dias pos-
simulacdo de transporte.

DISCUSSAO
Experimento 1

A reducdo na quantidade de 4gua de transporte dos peixes bettas no presente
estudo ndo alterou os parametros de qualidade da agua, exceto para o pH que
aumentou, mas permanecendo proximo a neutralidade e dentro dos padrdes
adequados para a espécie (SANTOS et al., 2014). Muitas técnicas de transporte de peixes
vivos sdo estudadas na aquicultura, a maioria tem o objetivo minimizar o estresse,
otimizar a qualidade da agua, os niveis de oxigénio e minimizar o acimulo de residuos
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metabdlicos e amonia (SANTOS, REZENDE e MORON, 2020). Ainda ha poucos estudos
sobre a redugdo da quantidade de 4gua no transporte de peixes vivos. O conhecimento
das quantidades exatas de agua para o transporte de peixes vivos sem alterar a qualidade
desta, é bastante relevante para o setor piscicola ornamental, pois permite
aumentar significativamente a quantidade de peixes no mesmo transporte sem
prejudicar a qualidade da agua e o bem-estar dos peixes. Ja que o transporte de peixes
vivos apresenta uma grande questdo para o bem-estar animal e que estressores
associados a essa pratica estdo bem documentados com foco na manutencdo da
qgualidade da dgua durante o transporte para reduzir o estresse (VANDERZWALMEN et
al., 2019).

Os indicadores de estresse sdo importantes ferramentas de avaliagdo nas
pesquisas sobre transporte de peixes, os niveis de glicose no sangue é um deles. No
presente estudo, os niveis de glicose dos peixes submetidos ao estresse de simulacdo de
transporte ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados aos peixes
basais, que ndo passaram pelo estresse. Estes resultados parecem interessantes, pois 0s
peixes estressados costumam apresentar niveis elevados de glicose no sangue. O
aumento do teor de glicose na corrente sanguinea indica maior consumo de energia e
maior resposta metabdlica (WENDELAAR-BONGA, 1997). Segundo Martinez-Porchas et
al. (2009), o aumento das concentracdes de glicose representa uma resposta imediata a
elevacdo das taxas metabdlicas e respiratdrias nas células musculares, ndo apresentadas
pelos peixes no presente estudo. Nur et al. (2020), observaram aumento dos niveis de
glicose no sangue de peixes betta rubra submetidos a diferentes temperaturas, os
autores sugerem que o estresse causado nos peixes aumentou os niveis de cortisol,
desencadeando o aumento na producdo de enzimas envolvidas na gliconeogénese,
impactando diretamente no aumento da glicose no sangue, que é um indicador precoce
de estresse dos peixes.

N3o foram observadas diferencas significativas nos indices zootécnicos dos
peixes no periodo de 21 dias apds o estresse do transporte. Os sistemas hormonais
envolvidos na regulacdo do crescimento e ganho de peso dos peixes podem ser
prejudicados pelo estresse, ocasionando a desnutricdo e baixo desempenho do animal
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(SILVEIRA; LOGATO; PONTES, 2009; URBINATI e CARNEIRO, 2004). No entanto, o ganho
do peso vivo dos peixes ndo foi afetado pelo estresse no presente estudo. Os principais
fatores que afetam o desempenho em peixes sdo a ingestdo de alimentos e a absorcdo
de nutrientes (KITAGAWA et al., 2015; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011). Neste caso,
pode-se inferir que as reducdes das quantidades de dgua de transporte ndo afetaram
o consumo de ragdo nem a conversao alimentar dos peixes no periodo pds transporte.
De acordo com Sampaio e Freire (2016), a saude dos peixes pode ser influenciada pelas
condicGes ambientais (dgua) durante o transporte de peixes e Meinelt et al. (2008),
afirmam que manuseio e transporte sdao algumas das causas mais comuns de estresse
agudo e/ou crbénico em peixes. Ja Murphy e Lewbart (1995) alertam que o estresse pode
levar a doencgas infecciosas ou até mesmo causar mortalidade animal.

No presente estudo a espécie utilizada pode ter sido determinante para
obtencdo dos resultados supracitados. Segundo Correia et al. (2008), se tratando de
resisténcia ao estresse de transporte é importante considerar o habitat de origem dos
peixes e sua histéria de vida pois, esses fatores podem contribuir fortemente para sua
tolerancia a deterioracao da agua durante o transporte, sendo crucial para uma boa
recuperacao pos transporte. Sampaio e Freire (2016), relatam, que os peixes de cativeiro,
neste caso os bettas, possuem resisténcia ao manuseio e transporte porque foram
selecionados por sua robustez e resisténcia, pois altas taxas de mortalidade tornariam
sua criacdo comercial menos provavel de ser bem-sucedida.

Experimento 2

Os valores observados para a qualidade de dgua da dgua das embalagens de
transporte estiveram bem proximos dos niveis recomendados em todos os tratamentos.
Segundo Sugai (1993), o betta suporta variacées de temperatura que vao dos 232C aos
3429C. O pH inicial das solu¢des usadas no estudo esteve préximo do recomendado que
é de 6,8 a 7,2, o que nao se configura um agravante, tendo em vista que o betta tolera
muito bem a choques de pH, podendo até mesmo se reproduzir em escalas diferentes
das que foram supracitadas (SUGAI, 1993). A amo0nia, o nitrito e o nitrato estiveram bem
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abaixo do que pode comprometer o betta splendens, ja que comprovadamente a
espécie é muito tolerante aos compostos nitrogenados (SAMPAIO, 2017). A
concentracdo de oxigénio esteve bem acima do recomendado para espécie, que tolera
baixos niveis de oxigénio. De acordo com Santos et al., (2014), betta é um peixe muito
ristico, resistente a baixos niveis de oxigénio dissolvido, devido a adaptacdes
morfofisioldgicas que lhe permitem sobreviver por longos periodos respirando somente
o ar atmosférico.

N3o foi observado efeito do uso dos aditivos nem no grupo controle com relacao
a sobrevivéncia dos peixes na simulacdo de transporte, nem no periodo pds-simulacao
(Figura 1). Estes resultados reforgam mais uma vez a rusticidade do betta splendens em
suportar condi¢Oes adversas durante o transporte. Marafon e Arauco (2018), também
nao observaram efeito do uso de 3% de sal na sobrevivéncia do betta na simulagao de
transporte. Zuanon et al., (2009), relataram que adultos de Betta splendes possuem
capacidade de adaptacdo a salinidades da dgua superiores a salinidade mdaxima de
sobrevivéncia, quando observados durante 18 dias com exposicdo com até 15 g/L de sal
comum, sem afetar a sobrevivéncia dos peixes. Como relatado em varios estudos, o
peixe betta é uma espécie apreciada ndao sO pela sua aparéncia atraente, mas
principalmente por sua boa adaptacdo, poucos requisitos e rusticidade (LOURENCO et
al., 2021).

Os niveis de glicose no sangue sdo frequentemente medidos como indicador de
estresse em peixes (CARNEIRO et al., 2009; SAMPAIO e FREIRE, 2016). Segundo
Donaldson (1981), a concentracdo de glicose no sangue é bastante Gtil para determinar
0s niveis de estresse em peixes expostos a condi¢des estressantes subletais. Ainda de
acordo com He et al., (2020), em estudos de simulacdo de transporte de peixes a
afericdo dos niveis sanguineos de glicose como indicador de estresse subletal se
configura como uma ferramenta importante. Nos resultados aqui apresentados, a
hiperglicemia ndo ocorreu em nenhum dos tratamentos testados. Estes resultados
corroboram com o estudo realizado por Rocha (2019), que também ndo observou
aumentou nos niveis de glicose sanguinea dos peixes bettas submetidos ao estresse de
transporte sedados com d6leo de cravo. He et al., (2020), afirmam que algumas espécies
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de peixes podem recuperar a homeostase energética apods se adaptarem ao transporte
com menos agua. Assim, pode-se concluir que os niveis de glicose sérica podem se elevar
e voltar ao normal no transporte de bettas splendens com reducdo da agua de
embalagem.

O estresse de transporte pode afetar negativamente o crescimento dos peixes,
apo6s o transporte. Dependendo da espécie as respostas fisioldgicas dos peixes ao
estresse podem ser agrupadas em respostas primdrias, secunddrias e tercidrias
(BARTON, 2002; IWAMA et al., 2006). De acordo com Sampaio e Freire (2016), quando
o crescimento dos peixes é afetado no periodo pds- transporte, pode estar relacionado
com as respostas tercidrias do animal. Estudos comprovam que as respostas tercidrias
se relacionam com o desempenho do corpo como um todo, refletindo-se em mudancas
no crescimento, reproducdo, resisténcia a doencas, capacidade metabdlica para
atividades e sobrevivéncia (SKOMAL e MANDELMAN 2012; KVAMME et a., 2013).
Sampaio e Freire (2016), afirmam que na maioria dos estudos sobre estresse no
transporte de peixes vivos dificilmente se observam respostas tercidrias, principalmente
ornamentais. Nos resultados observados neste estudo, os peixes ndao apresentaram
respostas terciarias negativas nos 21 dias de observacdao, em relacao ao indice de
crescimento. Possivelmente, este resultado estd relacionado a rusticidade da espécie
estudada e a idade avancada dos animais.

O estresse causado pelo transporte dos peixes pode reduzir o desempenho
destes no periodo pés-transporte. Estresses longos podem afetar negativamente
fungdes vitais necessdrias, como crescimento, ganho de peso, resisténcia a doencas,
comportamento, reproducado e até ocasionar a morte dos peixes (WENDELAAR BONGA,
1997; SCHRECK e TORT, 2016). No presente
estudo, o longo periodo de simulacdo de transporte dos peixes pode ter causado reducao
do ganho de peso dos animais. O melhor resultado de peso vivo dos animais pds-
simulacdo de transporte foi observado no tratamento (T 7) com 6 % de sal na agua de
transporte (Figura 4). Santos, Rezende e Moron (2020), observaram aumento na
concentragdao de hemoglobina de Colossoma macropomum ao adicionarem 0,8 % de sal
na dagua de transporte, no mesmo estudo relataram ndo ter havido alteracdes
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morfofisioldgicas deletérias nas branquias dos animais transportados com sal. Além
disso, os autores notaram que todos os parametros estudados neste tratamento foram
semelhantes aos animais do grupo basal apds a recuperacdo por 96 horas. Indicando
gue o uso do sal pode ser uma étima opgdo no transporte de peixes. O sal adicionado
na dgua de transporte de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) melhorou a imunidade
do muco da pele e inibiu o crescimento de bacteriano (TACCHI et al., 2015). Chagas et al.
(2012) relataram um aumento nos niveis de cortisol apds o transporte com retorno aos
niveis basais apds 24 h de recuperacdo. Isso sugere que o cloreto de sddio possa
colaborar para uma recuperacdo mais rdpida dos peixes transportados vivos
colaborando para a saide e melhor desempenho dos animais.

De acordo com Braga (1986) fator de condicdo é um indice que indica o estado
de comodidade do peixe e que nao devendo variar com o comprimento do peixe, sendo
correlacionado com a constante da relacdo peso-comprimento, expressa por P = aCb.
Os valores do fator de condicdo ndo variaram entre os tratamentos com ou sem aditivos
na observacao poés-simulacdo de transporte. O fator de condicdo préximos entre os
tratamentos, sugere que neste caso a condicao dos peixes se deu por conta da idade
dos animais, por estarem muito préximo do estagio final de crescimento e engorda e ja
se encontrarem em ciclo reprodutivo, cessando o crescimento. Em classes de
comprimentos maiores atingindo a maturacdo gonadal. Gomiero et al. (2010) afirma que
o peixe cresce mais linearmente do que em volume, apds atingir a primeira maturacao
gonadal o ganho em peso torna-se proporcionalmente maior, enquanto que o
crescimento linear diminui. Confirmando assim os resultados observados no presente
estudo, sendo observado diferencas no peso vivo entre e ndo diferenca no indice fator de
condicdo. Segundo Souza Medina et al. (2022) o fator de condicdo reflete o grau de bem-
estar dos peixes, considerando que valores mais altos representam maior grau de higidez
dos animais. Estes resultados reafirmam a rusticidade do betta splendens,
demonstrando recuperacao rapida apds o estresse de simulagado de transporte em todos
tratamentos.
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CONCLUSAO

Os peixes bettas ndo apresentaram sinais de estresse evidentes nas 96 horas de
simulacdo de transporte e na observacdo de 21 dias em todos os tratamentos. A
diminuicdo da agua de transporte parece ndo ter afetado os animais em ambas
observagdes, dados os resultados encontrados.

Os bettas ndo apresentaram sinais de estresse causado pela simulacdo de
transporte por 96 horas em todos os tratamentos. Os niveis de glicose sanguinea
permaneceram simulares ao grupo basal, tampouco a sobrevivéncia dos peixes foi
afetada, reafirmando a rusticidade da espécie. Na observacdao pds-simulacdo de
transporte de 21 dias, apenas os resultados referentes ao peso vivo dos peixes
apresentaram diferencas significativas, neste caso para o tratamento com 6 % de sal na
agua de transporte mostrando-se ser indicado para uma melhor recuperacdo no periodo
pds-transporte de peixes vivos. Os 6leos essenciais de melaleuca e cravo podem ser uma
alternativa de baixo custo para o desenvolvimento de um protocolo para o transporte
de peixes ornamentais. Porém, sugerimos mais estudos com espécies menos resistentes,
de manejos de transporte coletivos para uma melhor avaliagdo destes aditivos.
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