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Resumo Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicdo a niveis subletais de
amonia ndo-ionizada sobre 0s parametros sanguineos e na qualidade do musculo de
pacu (Piaractus mesopotamicus). Para a realizagcdo deste estudo foram utilizados 117
juvenis (27,1£5,4 g) expostos a trés concentracdes de amonia ndo-ionizada 0,5 e 1,0 mg
NHs.L™ e um controle 0,0 mg NHs.L™. O experimento teve duracdo de vinte dias, dez
dias de exposi¢cdo a amonia, seguido pelo mesmo periodo de recuperacdo com a agua
em concentra¢6es minimas de aménia (<0,05). Foram realizadas cinco coletas, no inicio
do experimento (9 peixes) considerados como controle tempo zero e durante o periodo
experimental as coletas de tecido (musculo) para TBARS, filé para analise sensorial e
sangue (glicose, lactato e hematdcrito), no primeiro, quinto, décimo e no vigésimo dia
(nove peixes/coleta/tratamento). As concentracdes de glicose foram mais elevadas nos
tratamentos expostos a amoénia do que no grupo controle em todos os tempos
amostrados exceto no periodo de recuperacdo. Apds 10 dias de exposi¢do a amonia 0s
peixes expostos a concentracdes mais elevadas de NHj3 apresentaram valores menores
de hematdcrito, comparados ao controle. Os niveis de lactato nos dias le 10 foram
menores que o controle nos tratamentos expostos a aménia. O indice hepatossomatico
apos 10 dias de exposicdo a amobnia apresentaram valores menores quando comparados
ao controle. O consumo de racdo no dia 10 se apresentou menor nos tratamentos
expostos a amonia em relacdo ao controle. Apds o periodo de recuperacdo 0s
parametros hematol6gicos ndo apresentaram diferenca indicando a recuperacdo dos
peixes. As caracteristicas quimicas do musculo e valores de TBARS ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos. A analise sensorial do filé fresco apds dez dias de
exposicdo a amonia apresentou valores menores nos quesitos cor e aparéncia global no
tratamento 1,0 mg NHs. L™ quando comparados ao controle. Desta forma, concluimos
que a exposicdo a amdnia ndo-ionizada foi capaz de causar alteracfes nos parametros
hematoldgicos e na analise sensorial do muasculo de juvenis de pacu. Além disso, 0
periodo de recuperacdo se mostrou suficiente para restabelecer, os indices normais, para
0s parametros hematologicos e os atributos avaliados na analise sensorial do masculo

do pacu.

Palavras chave: peroxidacao lipidica, piscicultura, analise sensorial, qualidade da agua,
lactato.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effects of exposure to sub-lethal levels of un-ionized
ammonia over the blood parameters and quality of the muscle of pacu (Piaractus
mesopotamicus). For this study were used 144 juveniles (27.1+£5.4 g) exposed to three
concentrations of un-ionized ammonia: 0.5 and 1.0 mgNHs; L™ and a control group (0.0
mgNH; L™?). The experiment lasted 20 days, ten days of exposure to ammonia followed
by the same period of recovery in water with minimum ammonia concentrations
(<0.05). Five samples were taken: at the beginning of the experiment (9 fish) considered
as control time 0 and during the trial period sampling of tissue (muscle) for TBARS,
fillet for sensory analysis and blood (glucose, lactate and hematocrit) at the first, fifth,
tenth and twentieth day (nine fish/sample/treatment). The glucose concentrations were
more elevated in the treatments exposed to ammonia than the control group in all time
sampled, except during the period of recovery. After 10 days of exposure to ammonia,
fish exposed to more elevated concentrations of NH3 showed values lower of hematocrit
compared to control. The levels of lactate at days 1 and 10 were lower than control in
the treatments exposed to ammonia. The hepatosomatic index after ten days of exposure
to ammonia showed values lower compared to control. The feed intake at day 10 was
lower than control in the treatments exposed to ammonia. After the period of recovery,
the hematological parameters did not show differences indicating the full recovery of
fish. The chemical characteristics of muscle and TBARS content did not show
significant differences among treatments. The sensory analysis of fresh fillet after 10
days of exposure to ammonia showed lower values in the parameters color and global
aspect in the treatment 1.0 mgNHs; L™ when compared to control. In conclusion, the
exposure to un-ionized ammonia induces changes in hematological parameters and
sensory analysis of muscle in juveniles of pacu. Additionally, the recovery period was
sufficient to reestablish the hematological parameters and attributes evaluated in

sensory analysis of the muscle.

Keywords: lipid peroxidation, fish farming, sensory analysis, water quality, lactate.
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Introducéo

Nas ultimas décadas, a populacdo mundial apresentou um aumento consideravel
no namero de habitantes do planeta, onde a populacgéo atual é 7,2 bilhdes segundo dados
da FAO (2014). De acordo com este aumento populacional também houve maior
procura e consumo per capita de alimentos aquéticos. Segundo estimativas da FAO
(2012) o mundo vai precisar de um adicional de 23 milhdes de toneladas até 2020 para
atender essa demanda.

A aquicultura se destaca como o setor da producdo animal que mais cresce no
mundo (De Carvalho 2013), quando comparada a outras fontes de proteina. A producgédo
aquicola mundial atual é de 90,4 milhdes de toneladas, sendo que o Brasil é 0 12° maior
produtor mundial de peixes (FAO 2014).

Dados do IBGE (2013) demonstraram que a producéo total brasileira de peixes
foi de 392,483 mil toneladas e a regido Sul foi a segunda maior produtora (22,4%), atras
apenas da regido Centro Oeste (26,8%). Dentre as espécies mais produzidas em nivel
nacional se destacam a tilapia (169,306 mil t) e o tambaqui (88,718 mil t). Ja o pacu
Piaractus mesopotamicus com uma producdo de 13,652 mil toneladas é a quinta espécie
mais produzida no Brasil.

O Pacu pertencente a superordem Ostariofhysi, onde se encontram as espécies
de maior valor comercial para a piscicultura brasileira, a ordem Chraraciformes, que é
amplamente distribuido na regifo neotropical e apresenta 0 maior nimero de familias. E
membro da familia Characidae,a qual possui 0 maior numero de espécies da ordem e a
subfamilia Myleinae que é representado por peixes herbivoros, dentre 0s géneros se
destaca o Piaractus e a espécie Piaractus mesipotamicus (Urbinati et al 2010).

O pacu € uma espécie nativa da Bacia do Prata, podendo ser encontrado nos rios
Parana, Paraguai e Uruguai (Godoy 1975). E uma espécie de habito alimentar onivora
(Urbinati, et a/ 2010), que possui boa aceitagdo no mercado consumidor pela qualidade
da carne (Jomori et al 2003; Drumond 2012). Além disso, apresenta alta taxa de
crescimento e fecundidade, facilidade de adaptagdo ao manejo e € muito apreciado na
pesca esportiva, sendo uma espécie de elevado valor para a piscicultura brasileira (Povh
et al 2009; Queiroz et al 2005). Destaca-se ainda pela rusticidade podendo resistir a

baixas concentracdes de oxigénio dissolvido e apresenta tolerancia ao clima Sul e



Sudeste do pais (Urbinati et al 2010; Drumond 2012), além de ter boa tolerancia a
amonia (Abreu et al 2012).

Durante a criagdo em sistemas de cultivos intensivos 0s compostos nitrogenados,
principalmente a amonia, sdo um dos principais limitantes pela sua elevada toxicidade
para organismos aquéticos (Abreu et al 2012).

A amonia € um composto resultante do catabolismo das proteinas (Dabrowski
1986), sendo o principal produto da excrecdo na maioria dos peixes teledsteos,
representando de 70 a 90% do total de nitrogénio excretado (Randall & Tsui 2002).
Além da excre¢do dos animais, a decomposi¢do de matéria organica (fezes, restos de
racao) também contribui para o acimulo de amdnia no sistema (Kamstra et al 1996).

Este composto pode estar presente em duas formas: aménia ndo ionizada (NH3)
e aménia ionizada (NH4"), sendo que a concentracio de cada uma ira depender da
temperatura, salinidade e principalmente do pH (Bower e Bidwell 1978). A amdnia ndo
ionizada é considerada a mais prejudicial, pois pode facilmente se difundir nas
membranas das branquias devido a sua caracteristica lipofilica (Liew et al 2013). Além
disso, concentracOes elevadas de NHjs, dificultam a excrecdo, devido a diminui¢do do
gradiente de concentracdo que ocasiona um acumulo no plasma e nos tecidos (Haywood
1983; Wilkie & Wood 1996).

A causa primaria da toxicidade da aménia para peixes esta relacionada ao efeito
despolarizante do fon NH4" nos neurdnios e musculo branco, que atua em substituicdo
ao K*, o que leva a uma ativacio excessiva de receptores para glutamato do tipo NMDA
(N-Metil-D-Aspartato). Esta ativagdo excessiva ocasiona um aumento na concentragao
intracelular de Ca®* ativando enzimas Ca®*"dependentes que desencadeia uma série de
reacOes que levam a morte da célula (Randall &Tsui 2002).

Os efeitos da exposicdo a aménia podem variar, dependendo do periodo de
exposicéo e severidade, afetando os peixes de diversas formas, podendo gerar estresse
(Abreu et al 2012; Rama & Manjabhat 2014; Sung et al 2014), ocasiona alteracGes
fisiologicas (Sinha et al 2012; Liew 2013), alteragdes morfologicas (Benli & Koksal
2005; Benli et al 2008),alteracdes comportamentais (Suski et al 2007) e em casos
extremos, a morte.

A exposicdo dos animais ao estresse pode desencadear uma série de fatores, 0s

quais ativam uma reacdo em cadeia, onde 0 sistema nervoso prepara 0 organismo para
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sobreviver a adversidade através de mudancas na fisiologia do animal, desencadeada
pelo sistema hormonal (Sabioni 2014).

Alteracdes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos sanguineos sd@o uma das
primeiras respostas observadas nos peixes expostos a situacGes de estresse (Heath
1995). Estas alteragdes ocorrem devido ao aumento das catecolaminas no plasma, o que
resulta na liberacdo do cortisol na corrente sanguinea, a qual é considerada como uma
reacdo primaria, seguida de alteracbes metabolicas e hematoldgicas (Sabioni 2014).
Alteracdes nos parametros hematologicos (Yang et al 2010a) e bioquimicos sanguineos,
tais como nos niveis de glicose e lactato (Das et al 2004; Sinha et al 2012), vem sendo
comumente utilizados na avaliacdo dos efeitos da exposicdo de diversas espécies de
peixe a amonia.

O aumento das catecolaminas no plasma, seguida de mudancas secundarias
como aumento da mobilizacdo de energia pode causar uma aceleracdo no processo de
deterioracdo na qualidade da carne do pescado, uma vez que peixes estressados
aceleram o processo de rigor mortis, afetando diretamente atributos como a textura
(Sigholt et al 1997) pela mobilizacdo de reserva energética através de processos
anaerdbios, que ocasionam o acimulo de lactato no musculo branco e plasma de
pescados.

A crescente busca por alimentos de qualidade confere ao pescado vantagens
devido a suas caracteristicas nutricionais, de modo especial quando apresenta aspectos
que chamem a atencdo do consumidor como cor, textura e aparéncia agradavel. O
musculo apresentado como filé é a parte principal do pescado a ser comercializada e
este deve apresentar caracteristicas que agradem o consumidor (Rios et al 2009).
Entretanto, estas caracteristicas podem ser afetadas de diferentes formas, no que diz
respeito a qualidade nutricional e sensorial, bem como a composi¢do quimica
(Maftoonazad & Badii, 2009).

Diversos fatores podem estar relacionados a estas alteracbes, como a dieta dos
animais e os fatores ambientais. Durante a producdo de peixes os parametros de
qualidade da agua devem ser controlados, pois podem ocasionar estresse nos peixes e
influenciar diretamente nos processos metabdlicos (Silveira et al 2009). Veeck et al

(2013) encontraram diferenca na composicdo proximal de dourado (Salminus
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brasiliensis) quando esses animais foram expostos a diferentes niveis de amonia e
oxigénio dissolvido in vivo.

Os efeitos que geram uma mudanca na fisiologia do organismo para sobreviver a
uma adversidade, como a exposi¢do a amdnia podem variar, desde a incapacidade de
sintetizar proteinas pela dificuldade de sintese de ATP (Veeck et al 2013) até a indugéo
da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem desencadear um
processo de oxidacdo lipidica (Hegazi et al 2010), considerado por varios autores como
um dos principais responsaveis pela perda de qualidade dos alimentos (Degéaspari
Waszczynskyj 2004).

O filé de pescado apds o abate e durante o processo de armazenamento apresenta
perda da qualidade devido a sua composicdo, por apresentar grande concentracdo de
agua (60-80%) (Sikorski 1994), além do perfil lipidico e acidos graxos poliinsaturados
(Ramos Filho et al 2008), os quais podem se degradar facilmente devido a oxidacgdo dos
lipidios.

Segundo Inhamuns & Franco (2001) é importante conhecer a composicao
lipidica do pescado, pois a qualidade do produto final pode ser afetada por diversos
fatores, inclusive pela época do ano. Os lipidios desempenham papel fundamental em
propriedades sensoriais como cor e textura aléem de conferir qualidade nutricional por
representarem fonte de &cidos graxos essenciais (Silva et al 1999).

Algumas espécies de peixes apresentam um teor lipidico maior em sua
composicdo, sendo considerados peixes ‘“gordos”, que sd0 mais suscetiveis a
degradacdo. Ackman (1989) classificou os peixes em quatro classes levando em
consideracdo o teor lipidico: muito magro, magro, meio gordo e gordo. Esta
classificacdo se deve aos teores de lipidios na composicdo corporal, onde os animais
que apresentam até 2% de lipidios sdo muito magros; com 2 a 4% sdo magros; com 4 a
8% sdo meio gordos e aqueles considerados peixes gordos possuem acima de 8% de
lipidio.

Diversos autores tem relatado a diferenga com relacdo a teores de lipidios no
musculo do pacu, que variam entre 10 a 19,8%; de modo geral essa espécie tem sido
reportada como uma espécie gorda (Ramos Filho et al 2008; Tanamati et al 2009;
Freitas 2011; Goes 2012) o que ocasiona um aumento da tendéncia a degradagdo dos

lipidios.
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A composicéo proximal em peixes depende de fatores intrinsecos e extrinsecos
como estacdo do ano e alimentacdo, sendo que a mesma tem influéncia nas
caracteristicas sensoriais do produto final (Contreras-Guzman 1994), além disso, outros
fatores podem alterar a composicado proximal dos peixes.

Esses fatores aliados a mudanca fisiologica gerada pela exposi¢cdo a amonia,
aceleram o processo de degradacédo da qualidade do produto final e consequente reducgéo
da vida util do pescado (Degaspari & Waszczynskyj 2004). Além disso, ha uma maior
chance de rejeicdo do produto pelo consumidor, pois os lipidios sdo altamente
suscetiveis a deterioracdo sofrendo um processo de degradagdo por diversos
mecanismos de oxidagdo, causando o comprometimento da qualidade do filé no
momento do armazenamento, no que diz respeito a diminuicdo da vida util e degradacao
das caracteristicas nutricionais (Olafsdottir et al 1997) além disso, afeta diretamente a
cor do filé.

A peroxidacdo lipidica € um dos principais fatores que podem causar perda de
qualidade dos alimentos, pelo desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, além
de alteracbes na cor, textura e valor nutritivo, que podem levar a rejeicdo do produto
pelo consumidor (Veeck et al 2013).

Existem métodos para avaliar as condi¢Ges de qualidade do filé (perda do valor
nutricional, mudanca nas condi¢Ges quimicas), como 0s aspectos que determinam a
aceitacdo do produto pelos consumidores num aspecto global de avalia¢do (cor, odor e
textura), como a andlise sensorial. Além disso, existem outras ferramentas fisicas e
quimicas que determinam a qualidade do peixe fresco ou o grau de frescor, como a
avaliacdo da peroxidacdo lipidica (TBARS) (Borges 2014).

Atualmente a avaliacdo sensorial é considerada uma ferramenta importante,
indicando medidas das propriedades sensoriais e determinando a importancia dessas
como base para a aceitacdo do mercado consumidor (Dutcosky 2007). Os métodos
sensoriais podem ser divididos em discriminativos que avaliam a diferenca entre duas
ou mais amostras, e descritivos, os quais descrevem e quantificam diferencas sensoriais
(Stone & Sidel 2004).

Cada vez mais se encontram evidéncias de que o aumento no dano oxidativo esta
ligado a toxicidade da aménia (Hegazi et al 2010; Veeck et al 2013; Rama e Manjabhat

2014). Ching et al (2009) avaliando a exposi¢do a niveis subletais de amonia
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comprovaram que houve a inducdo a peroxidagdo lipidica nas branquias e cérebro de
Boleophthalmus boddarti quando expostos continuamente a amonia.

Apesar de existir um grande nimero de estudos avaliando o efeito dos niveis de
amonia sobre a resposta bioldgica de varias espécies de peixes (Randall & Tsui 2002;
Yang et al 2010b; Abreu et al 2012; Sinha et al 2012; Baldisserotto et al 2014), ainda
existe uma deficiéncia de informacao sobre a sua influéncia sobre a qualidade dos filés
(Veeck et al 2013).

Desta forma este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicdo a
amonia ndo-ionizada (niveis subletais) nos parametros sanguineos e na avaliagdo

sensorial no filé de pacu (Piaractus mesopotamicus).
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Objetivos
Objetivo Geral

Verificar os efeitos da exposi¢do a amonia ndo-ionizada, em niveis subletais, nos
parametros sanguineos e na avaliacdo da qualidade do musculo de pacu (Piaractus
mesopotamicus).

Objetivos Especificos

- Avaliar os parametros metabdlicos (glicose, lactato) e a taxa de hematocrito em

juvenis de pacu expostos a niveis subletais de aménia nao-ionizada;

- Avaliar o consumo de racdo em juvenis de pacu expostos a niveis subletais de aménia

ndo-ionizada e apos o periodo de recuperacao;

- Verificar o indice hepatossomatico em juvenis de pacu expostos a niveis subletais de
amonia ndo-ionizada e apds o periodo de recuperacao;

- Determinar o dano lipidico, decorrente da exposicdo de juvenis de pacu a niveis

subletais de amdnia ndo ionizada através da lipoperoxidacdo (TBARS) no musculo;

- Verificar o periodo de pds recuperacdo dos juvenis de pacu exposto a niveis subletais

de aménia ndo-ionizada;

- Avaliar a andlise sensorial do musculo de pacu exposto a diferentes niveis subletais de

amonia ndo- ionizada e apds o periodo de recuperacao.
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Abstract

This study aimed to evaluate de effect of the exposure to sub-lethal levels of un-ionized
ammonia over the blood parameters and muscle quality of juvenile pacu (Piaractus
mesopotamicus). A total of 117 juvenile (27.1 + 5.4 g) were exposed to three ammonia
concentrations (0.5; 1.0 and a control 0.0 mg NHz.L™). The experiment lasted 20 days, 10 days
of exposure to ammonia followed by the same period of recovery with water containing
minimum ammonia concentrations (< 0.05 mg L™). Five sampling periods were performed, one
at the beginning of the experiment (9 fish) considered as control time 0 and during the trial
(days 1, 5, 10 and 20) for the sampling of tissue (muscle) for TBARS, fillet for sensory analysis
and blood (glucose, lactate and hematocrit), always using 9 fish/sampling period/treatment. The
period of 10 days of exposure to un-ionized ammonia affected the hematological parameters and
the sensory analysis of pacu muscle. However, it did not cause changes in the proximate
composition, nor was able to induce lipid peroxidation in the muscle. Thus, we conclude that
the exposure to un-ionized ammonia changes the hematological parameters and sensory analysis
of the muscle of juvenile pacu and the recovery period showed efficiency to reestablish those

parameters.

Keywords: lipid peroxidation, fish farming, sensory analysis, water quality, lactate.
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Introducéo

O pacu Piaractus mesopotamicus € uma espécie nativa da Bacia do Prata
(Godoy 1975), e apresenta elevado valor para a piscicultura brasileira (POVH et al
2009; Queiroz et al 2005). Esta espécie possui habito alimentar onivoro (Urbinati et al
2010), boa aceitagdo no mercado consumidor pela qualidade da carne (Jomori et al
2003), alta taxa de crescimento e fecundidade, facilidade de adaptacdo ao manejo e €
muito apreciado na pesca esportiva. Destaca-se ainda pela rusticidade podendo resistir a
concentragdes baixas de oxigénio dissolvido e apresenta tolerancia ao clima das regides
Sul e Sudeste do pais (Urbinati et al 2010).

Durante a criagdo em sistemas de cultivos intensivos os compostos nitrogenados,
principalmente a amonia, sdo um dos principais limitantes por sua elevada toxicidade
para organismos aquaticos (Abreu et al 2012). A amonia é um composto resultante do
catabolismo das proteinas (Dabrowski 1986), sendo o principal produto da excre¢do na
maioria dos peixes teledsteos, representando de 70 a 90% do total de nitrogénio
excretado (Randall & Tsui 2002). Este composto pode estar presente em duas formas: a
amonia ndo ionizada (NH3) e a aménia ionizada (NH,"), sendo que a concentracio de
cada uma ira depender da temperatura, salinidade e principalmente do pH (Bower e
Bidwell 1978). A amonia ndo ionizada é considerada a mais prejudicial, pois pode
facilmente se difundir nas membranas das branquias devido a sua caracteristica
lipofilica (Liew et al 2013). Além disso, concentracOes elevadas de NHg, dificultam a
excrecdo de amonia, devido a diminuicdo do gradiente de concentragdo ocasionando um
acumulo no plasma e nos tecidos (Haywood 1983; Wilkie & Wood 1996). A causa
priméaria da toxidade da amonia para peixes esta relacionada ao efeito despolarizante do
fon NH,4" nos neurdnios e musculo branco, atuando em substituicio ao K*, o que leva a
uma ativacdo excessiva de receptores para glutamato do tipo NMDA (N-Metil-D-
Aspartato). Esta ativacdo excessiva ocasiona um aumento na concentragdo intracelular
de Ca** ativando enzimas Ca*"dependentes desencadeando uma série de reagdes que
levam a morte da célula (Randall &Tsui 2002).

Os efeitos da exposicdo a amoénia podem variar dependendo do periodo de
exposicdo e severidade, afetando os peixes de diferentes formas, podendo gerar estresse
(Abreu et al 2012; Rama & Manjabhat 2014; Sung et al 2014), ocasionar alteracGes
fisiolégicas (Sinha et al 2012a; Liew 2013), morfoldgicas (Benli et al 2008; Al-Zaidan
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et al 2013; Schram et al 2014), comportamentais (Suski et al 2007) e em casos
extremos a morte (Gomulka et al 2014).

O musculo representado pelo fileé € a parte principal do pescado a ser
comercializada e este deve apresentar caracteristicas que agradem o consumidor como
cor, textura e aparéncia agradavel. Entretanto, existem diversos fatores que podem
influenciar no que diz respeito a qualidade nutricional e sensorial do musculo, como a
estacdo do ano, alimentacéo, estresse pré abate e condicGes de cultivo inadequadas, bem
como a composicdo quimica (Dal Bosco et al 2012; Saidi et al 2010; Ribas et al 2007).
A composigdo proximal em peixes depende de fatores intrinsecos e extrinsecos e tem
influéncia nas caracteristicas sensoriais do produto final (Contreras-Guzméan 1994).
Veeck et al (2013) demonstraram em estudo com exposicdo a amdnia que este
composto é capaz de alterar a composi¢cdo quimica do masculo de dourado (Salminus
brasiliensis). Em outro estudo com a espécie (Pelteobagrus vachelli) exposto a aménia
a composicdo proximal foi afetada (Li et al 2013).

Os efeitos na fisiologia dos organismos para sobreviver a uma adversidade,
como a exposicdo a amonia, varia desde o aumento das catecolaminas no plasma,
desencadeando um processo de estresse, até o aumento da mobilizacdo de energia
causando uma aceleracdo no processo de deterioracdo na qualidade da carne do
pescado, uma vez que peixes estressados aceleram o processo de rigor mortis (Sigholt et
al 1997).

Cada vez mais se encontram evidéncias de que o aumento no dano oxidativo esta
envolvido na toxicidade da amonia (Veeck et al 2013; Rama e Manjabhat 2014). A
exposicdo a amonia causa a inducdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e desencadeia um processo de oxidacdo lipidica (Hegazi et al 2010). Este
processo pode ser considerado um dos principais responsaveis pela perda de qualidade
dos alimentos (Degéaspari Waszczynskyj 2004) pelo desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis, além de alteracbes na cor, textura e valor nutritivo, que podem
levar a rejeicdo do produto pelo consumidor (Veeck et al 2013).

Atualmente a avaliagdo sensorial € considerada ferramenta importante,
indicando medidas das propriedades sensoriais e determinando a importancia dessas
como base para a aceitacdo do mercado consumidor (Dutcosky 2007). Entretanto ainda

existe uma deficiéncia de informacdo sobre a influéncia da amoénia na qualidade do
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masculo de peixes (Veeck et al 2013). Desta forma este estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos da exposicdo a niveis subletais de aménia ndo-ionizada nos
parametros sanguineos e na qualidade do musculo de juvenis de pacu (Piaractus

mesopotamicus).
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Material e Métodos

Animais e Condic¢des Experimentais

Foram utilizados 117 juvenis de pacu (27,1+5,4 g), obtidos em piscicultura
comercial (na cidade de Ajuricaba, RS). Estes animais foram transportados até o
Laboratorio de Aquacultura Continental (LAC) da Universidade Federal de Rio Grande
(FURG), onde foram distribuidos e mantidos em 9 tanques de 250 L (volume atil) cada
(13 animais por tanque) e aeracdo individual para um periodo de aclimatacdo as
condicGes do laboratdrio, durante 15 dias, em sistema semi-estatico.

Durante o periodo de aclimatagdo os animais permaneceram nas seguintes
condicdes: temperatura (26 °C) mantido com auxilio de ar condicionado, concentracdo
de oxigénio dissolvido (acima de 6 mg.L™), pH (7,6), alcalinidade (> 100 mg.L™),
amonia e nitrito em concentracdes minimas (< 0,05 mg.NHsL™), da mesma forma que
durante o periodo experimental, exceto as concentragdes de amonia. Apos este periodo
o0s animais foram submetidos as condi¢cdes experimentais

Durante o periodo de aclimatacdo e experimentacdo 0s animais foram
alimentados com racdo comercial da marca Supra Acqua line que continha na sua
composi¢do 32% de proteina bruta (PB), umidade 12%, energia digestivel 3000 kcal.kg’
! extrato etéreo 5%, calcio 2,5% fosforo 1% e vitamina C 300 mg.kg™ ad libitum (9:00
e 16:00h). Durante o periodo experimental foi estimado o consumo de racdo aparente.

Para a realizacdo do experimento os animais foram expostos durante 10 dias a
trés concentracdes de amonia ndo-ionizada (0,0 ou controle; 0,5 e 1,0 mg NH,.L™), cada
tratamento com 3 repetices. Os niveis de amdnia foram mantidos dentro da faixa
desejada com a adicdo de NH4Cl ou com troca da agua, quando necessario. As
concentragOes de amonia ndo-ionizada utilizadas neste experimento foram estimadas a
partir de estudo realizado anteriormente com pacu por Abreu et al (2012), seguidos de
pré-testes, onde concentracdes igual a 1,5 mg NHa.L™ e inferiores ndo apresentaram
mortalidade, nessas condicdes.

Ao final do periodo de exposicdo a agua dos tanques foi completamente
renovada e 0s animais permaneceram, por mais 10 dias nas unidades experimentais,
porém com a &gua em concentra¢cbes minimas de amonia ndo-ionizada (<0,05), para

avaliar uma possivel recuperacdo dos animais.
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Os parametros de qualidade da &gua nos tanques, temperatura e oxigénio
dissolvido (oximetro, EcoSense DO 200A), pH (pHmetro, HANNA HI 8424), amdnia
total (UNESCO, 1983), amodnia ndo-ionizada (Colt 2002), nitrito (Bendschneider e
Robinson 1952) e alcalinidade total (Eaton et al 1995) foram verificados diariamente,

sempre pela manhd, antes da alimentagéo.

Coletas

Foi realizada uma coleta inicial de nove peixes, 0os quais foram considerados
como controle (tempo zero) e durante o periodo experimental (10 dias) foram realizadas
coletas de tecidos dos animais (nove peixes/coleta/tratamento) no primeiro, quinto e
décimo dia apds os peixes terem sido submetidos as condi¢cdes experimentais e apds o
periodo de recuperacdo (vigésimo dia).

Os peixes foram retirados dos tanques (com auxilio de um pucd) e anestesiados
com cloridrato de benzocaina (50 mg L™). Apés serem anestesiados foi realizada a
coleta de sangue, via veia caudal, com o auxilio de seringas heparinizadas (1 mL).
Imediatamente ap6s a coleta do sangue os mesmos foram eutanasiados com uma
solucdo de cloridrato de benzocaina (500 mg L™). Para o indice hepatossomatico (IH), o
figado foi retirado e pesado individualmente. Para a andlise da lipoperoxidacao foi
coletada uma fragdo do musculo e armazenado em tubos “eppendorf” de 2 mL. Estes
tubos foram acondicionados em caixa térmica com gelo seco, no momento da coleta e
armazenados em ultrafreezer (-80 °C). Tambem foi realizada a coleta do masculo (filé),
o qual foi acondicionado em caixa térmica com gelo e utilizado para avaliacéo sensorial
do masculo fresco ao final do periodo de exposicédo (décimo dia) e ao final do periodo

de recuperacdo (vigésimo dia).

Anélise Sanguinea

Foram coletados aproximadamente 0,5 mL de sangue onde cada aliquota foi
utilizada para as seguintes analises: glicose com glicosimetro (Accu-Chek
Performa/Roche®, Alemanha), niveis de lactato com aparelho portatil (Accutrend Plus
Cobas /Roche®, Alemanha) e hematdcrito segundo a metodologia de Goldenfarb et al
(1971), que consiste no preenchimento de 2/3 de um microcapilar heparinizado e vedado

em uma das suas extremidades, com massa de modelar. A centrifugagdo é realizada em
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centrifuga de micro hematocrito a 12.000 rpm durante 5 minutos. A leitura € realizada
em cartdo de leitura e o resultado é expresso em porcentagem de células vermelhas em

relacdo ao sangue total.

Composic¢édo Proximal

A composicdo proximal quimica dos filés de pacu foi realizada utilizando
metodologia recomendada pela A.O.A.C. (1995). A determinagcdo da umidade foi
realizada de acordo com o método gravimétrico que se baseia na evaporacdo da agua
presente na amostra em estufa a 105° C até peso constante. O método para a
determinacdo das cinzas consistiu na incineracdo dos compostos organicos, restando
somente 0s compostos inorganicos em mufla a 550°C até peso constante. O teor de
lipidios foi determinado segundo o método de extracdo de Soxhlet, baseado na extracdo
intermitente da fracdo lipidica pelo uso do solvente éter petrdleo. A quantificacdo de
proteinas foi realizada empregando a metodologia oficial para determinacdo de

nitrogénio total pelo Método de semi-micro Kjeldahl, multiplicado por 6,25.

Peroxidacéo Lipidica

Amostra de tecido do musculo foram homogeneizadas, a uma proporcdo de 1: 5
(w/v) em tampédo de GCL (Tris-HCI -100 mM; EDTA - 2 mM e MgCI2.6H20 - 5 mM).
Os sobrenadantes resultantes da centrifugacdo dos homogeneizados (10.000 x g, , 20
minutos, 4 °C) foram utilizados para as analises do teor de proteina total pelo método de
Biureto e de peroxidacdo lipidica através da metodologia descrita por Oakes e Van Der
Kraak (2003). Para determinar as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
pela quantificacdo de MDA (malondialdeido), 20 pl de solu¢ao de BHT (67uM), 150 pl
de solucdo de acido acético a 20%, 150 pl de 0,8% de solucdo de TBA, 50 pl de H20
Milli-Q, e 20 ul de SDS a 8,1% foram adicionados a 30 pl de cada amostra
homogeneizada antes de ser aquecida a 95 °C com banho de 4gua durante 30 minutos.
Em seguida, 100 pl de H20 Milli-Q e 500 mL de nbutanol e pryridine (15: 1 v/v) de
solugdo foram adicionados a solucdo final. O sobrenadante remanescente da
centrifugacdo (3000 rpm, 10 minutos, 15° C) foi utilizada para determinar a
fluorescéncia (553 nm) e os resultados foram expressos em nmoles de MDA™ mg de

proteina.
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Anédlise sensorial

A analise sensorial do musculo do pacu foi realizada por um grupo de 30
provadores ndo treinados compostos de 48% do sexo feminino e 52% do sexo
masculino, com idade entre 23 e 45 anos. A avaliacdo sensorial foi realizada no
Laboratério da Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA), individualmente, em sala
provida com luz branca. Cada pessoa recebeu uma ficha para avaliacdo de cor, textura,
odor e aceitacdo geral, com uma escala heddnica de 9 pontos (Anexo A) que tem como
extremos 1 (desgostei muitissimo) e 9 (gostei muitissimo) de acordo com a metodologia
de Stone & Sidel (2004). A avaliacdo foi realizada pelo mesmo grupo de pessoas logo

apo6s o momento da coleta do masculo, no décimo e vigésimo dia.

Anélise estatistica

Todos os resultados foram expressos com media = desvio padrdo. A
normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram previamente testadas
com Shapiro-Wilk e teste de Levene, respectivamente. Como esses pressupostos ndo
foram atendidos, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis seguido do
teste de Mann-Whitney utilizando o programa Statistica 7.0. Todas as analises foram
realizadas em nivel minimo de significancia de 5% (p<0,05) (Zar 1999).

Resultados

Os parametros de qualidade da agua, com excrecdo de amdnia, se mantiveram
dentro dos niveis considerados adequados para a espécie. Durante todo o periodo
experimental se mantiveram nas seguintes condicdes: temperatura (25,77+0,05°C), pH
(7,51+0,04), oxigénio dissolvido (7,63+0,06 mg. L™), alcalinidade (48,3+2,88 mg
CaCOs, L™). As concentragdes de NH3 nominais foram: controle; 0,5 e 1,0; sendo que
durante o experimento as concentracGes de NH3 se mantiveram em: controle (0,01+0,01
mg NHs.L™); (0,5+0,02 mg NHs.L™?) e (0,97+0,04 mg NHs.L™), respectivamente. As
concentragfes de aménia total (NA-T) nos diferentes tratamentos foram de 0,33+0,04
mg NA-T.L™ (controle); 18,01+1,32 mg NA-T.L™ (0,5 mg NHs.L™) e 32,90+0,98 mg
NA-T.L™ (1,0 mg NHs.L™), respectivamente.

Parametros Sanguineos
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Os niveis plasmaticos de glicose (mg.dL™®) nos peixes submetidos as
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg NHs.L™ foram significativamente mais elevados, nos
dias 1 e 5, em relacdo ao grupo controle. No décimo dia os animais submetidos a 0,5
mg NHs.L™ apresentaram niveis significativamente maiores do que o controle e o0s
expostos a 1,0 mg NHs.L™ (Tabela 1).

O hematocrito dos animais expostos a 1,0 mg NHs.L™ apresentou valores
significativamente menores, quando comparado ao controle no dia 1. No quinto dia
todos os tratamentos apresentaram diferenca estatistica entre si, apresentando as
menores e maiores porcentagens de hematdcrito os animais expostos a 0,5 e 1,0 mg
NHs.L™, respectivamente. Ap6s 10 dias de exposicdo a NHs o tratamento exposto a 1,0
mg NHs.L™ apresentou valores significativamente menores de hematécrito em relagéo
ao controle e ao tratamento com 0,5 mg NHs.L™ (Tabela 1).

Juvenis de pacu expostos a 0,5 e 1,0 mg NHs.L ™ na agua apresentaram valores
de lactato significativamente menores do que os animais do tratamento controle no dia
1; sendo que no dia 10, os animais expostos a 1,0 mg NHs.L™ também apresentaram os
menores valores de lactato quando comparados com o controle (Tabela 1),

No periodo de recuperacdo dos animais nenhum dos pardmetros hematoldgicos
avaliados apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos (Tabelal).

indice Hepatossomatico e Consumo de Ragéo

O indice hepatossomatico dos juvenis de pacu apresentou diferenca significativa
apenas no periodo de 10 dias ap0s a exposicao, onde os animais expostos a 0,5 e 1,0 mg
NHs.L™* apresentaram valores significativamente menores quando comparados ao
controle (Figura 1).
O consumo de racdo diario foi significativamente menor nos peixes expostos a 0,5 e 1,0
mg NHs.L™ quando comparados ao controle apds 10 dias de exposicdo dos animais
(Figura 2).

Apols o periodo de recuperacdo 0s animais apresentaram valores de IH e
consumo de racdo sem diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos (Figura 1 e
2).

Composigdo Proximal e Peroxidagéo Lipidica do musculo
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A composic¢do proximal do musculo de juvenis de pacu expostos a amdnia
(Tabela 2) ndo apresentaram diferenca quanto aos teores de umidade, proteina, cinza e
lipidios.

A peroxidacdo lipidica no musculo (Figura 3) ndo apresentou diferenca
significativa. Da mesma forma que ap6s o periodo recuperacgéo.

Anélise sensorial do musculo

A avaliacdo sensorial dos filés (Tabela 3) de um modo geral apresentou valores
entre 5 e 7 na escala hedonica indicando que a opinido dos provadores variou entre
“indiferente” e “gostei regularmente”. Houve uma diminuigdo significativa da cor e
aspecto global dos filés no tratamento exposto a 1,0 mg NH5 .L™ ap6s o periodo de 10
dias, onde os indices foram 5,63 e 5,83 respectivamente. Apos o periodo de recuperacao

né&o houve diferenca entre os tratamentos.

Discussao
Pardmetros Sanguineos

Pardmetros hematoldgicos sdo frequentemente utilizados em estudos com
peixes, por serem considerados bons indicadores de mudancas fisioldgicas de diferentes
origens (Sampaio et al 2008), além de serem uma das primeiras formas de detectar
sintomas de estresse (Tavares-Dias et al 2003).

A exposicdo a diferentes niveis de aménia (0,5 e 1,0 mg NHs.L™) ocasionou
alteracdes nos parametros sanguineos dos juvenis de pacu no presente estudo. A
resposta da exposicdo a amonia pode ser dependente tanto da concentracdo, quanto do
tempo de exposicdo (Milne et al 2000; Souza-Bastos et al 2015). Foi demonstrado
ainda, que um periodo de recuperacdo com mesma duracdo da exposicao (10 dias) em
agua com concentracfes minimas de amonia mostrou-se eficiente para reestabelecer os
parametros avaliados em nosso trabalho, que retornaram aos niveis basais, em todas as
concentragdes. Estudos avaliando a exposi¢do a aménia (0,0; 0,107; 0,214; 0,321; 0,428
mg NHs. L) durante 45 dias, seguido de um periodo de recuperaco de 15 dias, foram
realizados com goldfish (Carassius auratus) e foi demonstrado que esse periodo foi
suficiente para recuperacdo dos pardmetros hematoldgicos (nimero total de eritrocitos e
hemoglobina total) (YYang et al 2010).
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A manutengdo dos niveis de glicose pode ser influenciada por diferentes
processos como a diminuicdo do metabolismo, mobilizacdo do glicogénio devido a uma
elevada demanda energética e sintese de glicose a partir de substratos gliconeogénicos
(Blasco et al 1991).

As concentragbes de glicose no plasma de P. mesopotamicus, no presente
trabalho, apresentaram valores mais elevados nos tratamentos expostos a 0,5 e 1,0 mg
NHs.L™ ap6s 24 h, o mesmo acontece para esta mesma espécie, quando submetida a 3
mg NHs.L (24 h) (Abreu et al 2012).

Em outras espécies também foi constatado o aumento das concentragdes
plasmaéticas de glicose, quando expostos a amonia ndo-ionizada, como o bagre (Clarias
gariepinus) exposto a 15,2 mg NHs.L™ (Schram et al 2010) , o jundia (Rhamdia quelen)
exposto a 0,5 mg NHs.L™ (Baldisserotto et al 2014) e o pirarucu (Arapaima gigas)
exposto a 2,0 mg NHs.L™, (Cavero et al 2004). Estas alteracdes nos niveis de glicose
sanguinea durante a exposicdo a um contaminante, em nosso estudo a amonia,
demonstra ser um bom indicador de estresse em peixes teledsteos, por se tratar de uma
resposta secundaria, que ocorre provavelmente devido a grande concentracdo de
catecolaminas na corrente sanguinea (Tavares-Dias 2001). Esse aumento esta
relacionado ao horménio cortisol que comeca a agir ap6s ser liberado na corrente
sanguinea, sendo responsavel pela ativacdo da gliconeogénese, e por regular a demanda
da glicose na circulacdo periférica (Barcellos et al 2000).

Apos o décimo dia de exposicdo a amdnia, os niveis de glicose plasmética no
tratamento exposto a 1,0 mg NHs.L™ apresentaram valores semelhantes ao grupo
controle, sugerindo um esgotamento das reservas energéticas provenientes do
glicogénio hepético. Esse aumento dos niveis de glicose no sangue dos animais esta
relacionado com a disponibilidade de glicogénio e glicose hepética (Baldisserotto et al
2014).

No ambiente aquatico, as branquias dos peixes estdo em contato direto com a
agua, reagindo de imediato a condicdes desfavoraveis no ambiente (Benli et al 2008).
Alteracdes histopatoldgicas nas branquias tém sido reportadas para diversas espécies de
peixes, como a tilapia Oreochromis niloticus (Benli et al 2005), o jundid Rhamdia
quelen (Miron et al 2008) e o bagre africano Clarias gariepinus (Schram et al 2010)

expostos a amonia. Essas alteracBes podem ocasionar desbalanco iénico (Sinha et al
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2012b) e afetar a captacdo de oxigénio (Cardoso et al 1996; Lease et al 2003) com
consequente alteracdes nas células sanguineas.

Os valores de hematocrito podem ser afetados de diferentes formas ap6s uma
situacdo de estresse. No caso de aumento ou diminuicdo podem indicar uma
hemoconcentragdo ou hemodiluicdo, respectivamente, devido a disfuncdo
osmorregulatéria (Takahashi et al 2006) que pode se caracterizar na exposicdo a
amonia. Além disso, pode ocorrer aumento ou diminuicdo no ndmero de células
sanguineas (Yang et al 2010; Li et al 2013; Li et al 2014).

No presente estudo os valores de hematdcrito, do pacu, diminuiram apos 24 h e

1 0 mesmo foi

10 dias de exposicdo a amonia na concentracdo de 1,0 mg NHs.L
observado por Abreu et al (2012), com a mesma espécie, apos 12 horas de exposicdo a
3 mg NHs. L™, Estes autores atribuem a diminuic&o no hematdcrito, a uma reducéo do
volume das células sanguineas provocada pela perda idnica que pdde ser evidenciada na
osmolalidade. Esse resultado pode ocorrer pela acdo das catecolaminas que tem a
capacidade de aumentar a permeabilidade das branquias, ja que ndo houve reducdo no
namero de células. Para o bagre (Pelteobagrus vachelli) também houve uma diminuicéo
nos valores de hematécrito quando expostos a aménia (0,12 mg NHs.L™) por um
periodo de 60 dias (Li et al 2013). Em outro estudo com perca (Sander lucioperca), ndo
foram encontradas diferencas nos valores de hematocrito quando expostos durante um
periodo de 42 dias a concentracGes de amonia nao-ionizada entre 0,05 e 0,26 mg NH3.L
! (Schram et al 2014).

A exposicdo a amodnia, nos peixes, afeta as branquias que podem sofrer
alteracdes severas, aumentando a permeabilidade e gerando um desbalango i6nico,
possivel responsavel pela diminuicdo do hematdcrito imediatamente apds 24 horas de
exposicdo. Entretanto, o organismo, na tentativa de recuperar a homeostase, promove
um maior requerimento energético, e através da hematopoiese gera um aumento de
eritrocitos e consequentemente do valor do hematdcrito (Poli et al 2005). Os resultados
obtidos ap6s 5 dias de exposicdo a 1,0 mg NHs.L™ podem estar relacionados a esse
fator, ja que foi evidenciado um aumento do hematdcrito, como uma tentativa de
adaptacdo a essa condi¢do. Contudo, 0 organismo na presenga continua do agente
estressor, a amonia nesse estudo, ndo consegue alcancar a homeostase e os valores de

hematdcrito diminuem novamente apos dez dias de exposicao.
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O aumento da demanda energética no organismo, ocasionado pela tentativa de
manutencdo da homeostase, pode ocasionar a quebra de glicogénio pela utilizacdo da
via anaerobica, podendo ocasionar aumento nas concentracdes de lactato (Miron et al
2008) relacionada a gliconeogénese (Wendeelar Bonga 1997). A concentragédo
plasmaética de lactato tem sido considerada indicador Gtil de limitagbes aerdbias (Sinha
et al 2012a).

No presente trabalho, os valores de lactato apresentaram reducdo ap0Os as
primeiras 24 h em ambos 0s tratamentos expostos a amonia. Resultados semelhantes
foram encontrados para o pirarucu (Arapaima gigas) exposto a 20 mg TAN.L™ durante
24 h. Os autores sugerem que essa diminuicdo no lactato esta relacionada com a
diminuicdo no ritmo de natacdo, o que pode indicar uma resposta tercidria ao estresse
gue é a mudanca de comportamento (Brandéo et al 2006).

Os baixos niveis de lactato encontrados no presente estudo podem estar
relacionados aos efeitos comportamentais que a amonia causa em peixes, neste caso a
letargia, com os animais permanecendo no fundo do tanque sem muita movimentacéao

(Rama & Manjabhat 2014) e que foi observado durante o presente trabalho.

indice hepatossomatico e Consumo de ragéo

O figado € o drgédo responsavel pela desintoxicacdo do organismo (Hinton &
Laurén 1990). Desta forma o indice hepatossomatico (IH) é utilizado especialmente
como biomarcador para identificar possiveis contaminantes e indicar o estado
nutricional nos peixes (Narra et al 2015).

Em estudo com dourado (Salminus brasiliensis) exposto a 0,13; 0,24 e 0,46 mg
NHs.L™? durante 77 dias n&o houve diferenca ao final do periodo experimental no IH
(Streit et al 2006). Entretanto, em estudo realizado com bagre (Pelteobagrus vachelli)
houve um aumento do IH em peixes submetidos a exposi¢do a amonia (0,12 mg NH3.L
1) durante 60 dias (Li et al 2013). Esses resultados podem estar associados a capacidade
de desintoxicacdo que o figado apresenta, sendo que um aumento do IH pode
representar inchaco e ocorrem como resposta do organismo a presenca de agentes
toxicos (Liebel et al 2013; Benli et al 2008).

Em situagdes de estresse, devido a presenca de amonia na dgua, 0s peixes podem

diminuir ou até mesmo deixar de consumir racdo (Randall & Tsui 2002). No presente
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estudo, os valores de IH apresentaram uma diminuicdo em ambos os tratamentos
expostos a amonia apos 10 dias. Esses resultados coincidem com a redu¢do no consumo
de racdo apos dez dias para ambos os tratamentos expostos a amonia e podem estar
relacionados a degradacdo da reserva hepética, para suprir a demanda energética.
Resultados semelhantes na reducdo no IH foram encontrados para a mesma espécie
submetida a restricdo alimentar, demonstrando que a restricdo ou reducdo no consumo
de alimento afeta as reservas energéticas do figado para auxiliar na manutencdo dos
processos Vvitais (Souza et al 2002). Os resultados da reducdo no consumo de racdo sao
semelhantes aos encontrados para outras espécies expostas a amonia como wolffish
Anarhichas minor, 0,13; 0,25 e 0,39 mg NHs.L*(Foss et al 2003), perca Sander
lucioperca, 0,26 mg NHs.L'(Schram et al 2014) e bagre africano Clarias
gariepinus,15,2 mg NHs.L™ (Schram et al 2010).

O tempo de exposicdo a algum agente estressor € responsavel por determinar a
resposta de recuperacdo da homeostase no organismo (Barton 2002). No periodo de
recuperacdo o consumo de racao foi restabelecido, assim como o IH demonstrando que

esse depdsito energético pode ser facilmente recuperado.

Composicao proximal quimica

Os valores encontrados para umidade (59-70%), proteina (17-19%), cinzas (0,9-
1,2%) e lipidios (10-19,8%) durante a analise de composicdo proximal quimica do
musculo de pacu esta de acordo com trabalhos anteriores com a mesma espécie (Ramos
Filho 2008; Tanamati et al 2009; Freitas et al 2013; Oliveira et al 2014).

A composi¢cdo quimica do muasculo pode ser influenciada por varios fatores
como dieta (Saidi et al 2010) estacdes do ano (Dal Bosco et al 2012) e alteragdes nos
parametros de qualidade da dgua (Veeck et al 2013; Li et al 2013). Estes fatores alteram
a composicao do filé que estd diretamente relacionada com a qualidade nutricional,
sabor e estabilidade. Dentre eles, os parametros relacionados com a oxidacdo de
lipidios, tem grande importancia para a inddstria, pois refletem na aceitacdo pelo
mercado consumidor (Inhamuns & Franco 2001). Além disso, alteracGes nesses
componentes podem comprometer a qualidade e a vida util do produto final (Degéaspari
& Waszczynskyj 2004).
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No presente trabalho a composi¢do proximal dos filés de pacu ndo foi afetada
em nenhum dos tratamentos expostos a amonia. Estes resultados estdo de acordo com
estudo realizado com bagre amarelo (Pelteobagrus fulvidraco) exposto a niveis cronicos
de aménia (3,36; 6,76; 13,44 e 26,88 mg N-AT.L™) durante 56 dias, e ndo apresentou
diferenga na composicgao proximal (Li et al 2011). Entretanto, os resultados do presente
estudo sdo diferentes dos obtidos para outras espécies como o dourado (Salminus
brasiliensis) exposto a aménia (0,1 mg NHz.L™) por um periodo de 15 dias (Veeck et al
2013) e para o bagre (Pelteobagrus vachelli) exposto a amdnia (0,12 mg NHs.L™)
durante 60 dias (Li et al 2013) os quais apresentaram uma diminuigdo no teor de
lipidios.

Peroxidacéo lipidica

Em situacOes fisioldégicas normais, existe um equilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e do sistema de defesa antioxidante. O estresse
oxidativo ocorre quando o sistema antioxidante ndo é capaz de superar 0s niveis de
ROS (Ding et al 2003), alterando as concentracfes de malondialdeido (MDA), que € 0
produto final da peroxidagdo lipidica usado como um indicador de dano oxidativo (SUN
et al 2008).

Em estudos realizados com diferentes espécies, observou-se que exposicdo a
amonia é capaz de induzir a peroxidacdo lipidica em diferentes tecidos como as
branquias (Sinha et al 2014), o cérebro (Ching et al 2009), o figado e o musculo
(Hegazi et al 2010). Entretanto, no presente estudo, os niveis de amonia ndo ionizada
(0,5 e 1,0 mg NHs.L™), aos quais os animais foram expostos durante 10 dias, ndo foram
capazes de causar alteracdes nos valores de TBARS no filé fresco. Nossos resultados
estdo de acordo com os encontrados para o dourado (Salminus brasiliensis) o qual néo
apresentou aumento nos niveis de TBARS exposto a aménia (0,1 mg NHs.L™) in vivo
por um periodo de 12 horas antes do abate e durante 15 dias. Entretanto os peixes
expostos a amdnia 12 horas antes do abate apresentam maior susceptibilidade de
peroxidacao dos lipidios em filés durante o congelamento (Veeck et al 2013).

Anélise sensorial do masculo

Embora os valores de aceitacdo da andlise sensorial, representados pela escala

heddnica de 9 pontos, sejam baixos estdo de acordo com a avaliacdo de aceitacdo de
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musculo de pescado para a mesma espécie (P. mesopotamicus), tambaqui (Colossoma
macropomum) e o hibrido tambacu (Colossoma macropomum X Piaractus
mesopotamicus) em diferentes tempos de armazenamento. Neste estudo, os valores de
modo geral ficaram entre 5 e 7 (nem gostei/nem desgostei a gostei moderadamente)
para pacu; 5 e 6 (nem gostei/nem desgostei a gostei levemente) para tambaqui e 6
(gostei levemente) para tambaqui (Borges et al 2014), representando estes resultados
serem bem aceitos pelos avaliadores. Resultados similares foram encontrados para
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) enlatada e os valores obtidos foram acima de 7
(gostei moderadamente), que pode ser considerado indicativo de boa aceitagdo do
produto (Pizato et al 2012).

A avaliacdo sensorial dos filés apds a exposicdo a aménia, no presente trabalho,
de um modo geral apresentou valores indicando que a opinido dos provadores variou
entre “indiferente” e “gostei regularmente”. No tratamento exposto a 1,0 mg NH3.L™
esses valores ficaram entre “indeferente” e “gostei ligeiramente”, sendo que estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados em outro estudo com a mesma espécie, apos
dez dias de armazenamento em gelo, sem nenhuma exposicdo a amonia (Borges et al
2014). De acordo com estes resultados podemos inferir que a amonia interfere
negativamente nos atributos sensoriais do musculo de pacu, pois a avaliacdo sensorial
de nosso estudo apresenta valores semelhantes que pescados armazenados em gelo
durante dez dias.

Apos o periodo de recuperacao os valores representaram “gostei ligeiramente” a
“gostei regularmente”, demonstrando que as caracteristicas sensoriais avaliadas foram
mais bem aceitas do que quando os peixes foram expostos a amonia. Esses resultados
sugerem que, mesmo apds um periodo de estresse, os atributos de qualidade sensorial
(cor, textura, odor e aparéncia global) avaliados, apresentam-se inalterados se houver
um periodo de recuperagdo para dos animais em condiges otimizadas de qualidade da
agua dos tangues de cultivo.

Os resultados obtidos na andlise sensorial do presente estudo podem estar
associados ao estresse causado pela exposicdo a amonia, ja que estudos relatam que
peixes estressados aceleram o aparecimento do rigor mortis. Apds a morte o aporte de

oxigénio do mausculo cessa e o metabolismo torna-se anaerdbico onde ocorre a
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degradacdo do glicogénio muscular e consequente reducdo na qualidade da carne
(Pottinger 2001).

A exposicdo ao estresse pré-abate pode influenciar na qualidade do produto final
como é demonstrado na literatura (Kristoffersen et al 2006; Ribas et al 2007; Daniel et
al 2014), porém a qualidade do produto também pode ser comprometida quando
associada a condices de estresse no ambiente de cultivo, ou seja, aquele que antecede 0
pré-abate. As condicOes de estresse graves ao animal podem influenciar na expresséo da
qualidade, e nas mudancas subsequentes, durante 0 armazenamento do produto final, o
que devem ser evitadas a fim de garantir as caracteristicas sensoriais e nutricionais.
Além de ser um aspecto abordado do ponto de vista ético, o bem estar do animal tem
claros reflexos na qualidade do pescado (Poli et al 2005).

Nossos resultados indicam que existe probabilidade de reducdo da vida de
prateleira pelas caracteristicas apresentadas na analise sensorial, que para 0 pacu se
encontra entre 11 e 13 dias segundo a literatura (Leitdo et al 1997; Borges et al 2013).

Em conclusédo a exposicdo a amdnia ndo-ioniza durante um periodo de dez dias
altera os parametros hematoldgicos e a analise sensorial do mdsculo de pacu.
Entretanto, o periodo de recuperacdo se mostrou suficiente para reestabelecer o0s

parametros avaliados no masculo de juvenis de pacu.
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Figura 1. indice hepatossomatico (IHS) (A), consumo de racéo (mg dia™) (B) e valores
de TBARS (nmol MDA myg proteina™) (C) (média + DP) de juvenis de pacu expostos a
diferentes concentragdes de amdnia ndo-ionizada (0,0; 0,5 e 1,0 mg NHz.L™) por um
periodo de 10 dias, seguido pelo mesmo tempo de recuperacdo em agua livre de NHs.

Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) no mesmo tempo,

entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann Witney.
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Tabela 1. Pardmetros sanguineos (média + DP) de juvenis de pacu (P. mesopotamicus)

expostos a amdnia ndo-ionizada e apos o periodo de recuperacéo.

Tempo (dias)

Parametros Tratamentos
1 5 10 20
C 76,44+6,48° 73,55+18,64°  76,11+6,23° 65,44+18,95?
Glicose 0,5 113,89+16,37°  101,00+17,25° 113,89+13,12° 72,66+12,75°
(mg.dL™) 1,0 96,11+12,43"  93,44+11,53°  59,11+29,71°  76,22+11,93¢
C 16,44+3,00° 19,77+3,99° 18,66x4,64° 24,22+2 27°
Hematécrito 0,5 15,77+4,17% 14,33+1,65° 21,1147 ,57° 25,57+2,63
(%) 1,0 13,62+1,41° 30,33+12,65°  12,88+247° 26,22+2 582
C 4,03+0,60° 4,47+1,55° 6,25+1,10° 7,26+1,38%
Lactato 05 2,79+1,20° 4,60+2,13° 3,95+1,63" 7,36+2,88°
(mmol.LY) 1,0 2,53+0,66" 4,58+0,79° 3,26+0,51° 6,60+4,00°

Concentracdes de ambnia ndo-ionizada (0,0 controle (C); 0,5 e 1,0 mg NH; L™ respectivamente).
Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) no mesmo tempo, entre
tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann Witney.

0s
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Tabela 2. Composicdo proximal (média £ DP) do musculo de pacu ap6s exposicéo a

niveis subletais de aménia ndo-ioniza e apds o periodo de recuperacao.

Periodo
Composic¢éo Exposi¢cdo* Recuperagéo”
proximal Controle 0,5 1,0 Controle 0,5 1,0
Umidade (%) 78,2+0.4° 78,6+0.1° 78,3+01% 79,0+0.1% 79,1+0.2% 78,7+0.3%
Proteina (%0) 16,3+1.6° 15,1+#3.3*  17,6x1.5° 16,2+1.6° 13,9+4.5° 18,0+0.1%
Cinza (%) 1,20£0.03*  1,14+0.04* 1,30+0.01*  1,30+0.05% 1,40+0.01% 1,30+0.01%
Lipidio (%0) 4,3+1,172 6,05+3,13% 2,841,502 3,541,432 5,6+4,38? 2,040,432

*Periodo de exposicdo a diferentes niveis de NH; durante 10 dias.
*Periodo de recuperagéo de 10 dias, sem a presenca de NH.
Teste de Kruskal-Wallis e Mann Witney.
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Tabela 3. Andlise sensorial (média £ DP) do musculo de pacu ap6s exposicao a niveis

subletais de amdnia ndo-ioniza e apos o periodo de recuperacao.

Periodo
Analise Exposicao* Recuperagao”
sensorial Controle 0,5 1,0 Controle 0,5 1,0
Cor 6,86+1,77% 6,96+1,922 5.63+2.04° 6,76+1,71% 6,73+1,59% 7,061,722
Odor 6,66+2,03% 6,73+1,922 6,261,742 6,262,042 6,76+1,59% 6,56+1,81%
Textura 6,53+1,81% 6,56+1,65% 6,43+1,79% 6,73+1,83% 6,401,772 6,76+1,86%
Aparéncia 7,03+1,77% 7,13+1,612 5,83+1,68° 6,73+1,79% 6,53+1,73%  6,96+1,51°

global

*Periodo de exposicéo a diferentes niveis de NH; durante 10 dias.

*Periodo de recuperacdo de 10 dias, sem a presenca de NHj. Controle: 0,0; 0,5 e 1,0 mg NH,.L™

respectivamente.

Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) no mesmo tempo, entre 0s
tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann Witney.
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Conclusdes Gerais

A exposi¢do a amonia ndo-ionizada, em niveis subletais, para juvenis de pacu altera 0s

parametros sanguineos.

A exposicdo a amodnia ndo-ionizada durante dez dias ndo foi capaz de alterar a

composigdo proximal, nem de induzir a peroxidacao lipidica no muasculo do pacu.
O periodo de recuperacdo se mostrou eficiente para reestabelecer os parametros
hematoldgicos, da mesma forma que para os atributos avaliados na andlise sensorial do

masculo de juvenis de pacu.

A exposicdo a aménia ndo-ionizada afetou negativamente a analise sensorial do

musculo de juvenis de pacu nos atributos de cor e aparéncia global.
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ANEXO A

ESCALA AFETIVA PARA AVALIACAO DE ATRIBUTOS ESPECIFICOS

Estamos avaliando a qualidade do filé de pacu exposto a diferentes niveis de

amoOnia ndo ionizada seguida de um periodo de recuperacao.

Sexo () Data:
Idade:

Por favor, olhe a amostra e dé uma nota para cada solicitacdo abaixo,

seguindo a seguinte escala:

1 - desgostei muitissimo

2 - desgostei muito

3 - desgostei regularmente
4 - desgostei ligeiramente
5 - indiferente

6 - gostei ligeiramente

7 - gostei regularmente

8 - gostei muito

9 - gostei muitissimo

Tratamento Cor Textura

Odor

Aspecto global

1

Comentarios:

Obrigado!
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