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RESUMO

O controlo da amoénia durante o transporte de peixe vivo, é uma das
problematicas mais exigentes ao nivel de controladores quimicos.

Até entdo, o0 AmQuel® apresenta-se como uma alternativa e possivel solugéo
para esta problematica. Este produto foi testado em diversas situagdes, manipulando-se
concentragOes iniciais e taxas de excre¢do de amonia. Na primeira parte (), através do
acompanhamento de um transporte efectivo de corvinas (Argyrosomus regius Asso, 1801) €
duas simulacdes de transporte, de corvinas e de cavalas (Argyrosomus regius e Scomber
japonicus Houttuyn, 1782). Na parte laboratorial (1), foram testadas diversas simulacgdes de
taxas de excrecdo de aménia e o efeito quelante do AmQuel® sobre estas.

Pelos resultados obtidos verificou-se uma relacdo linear entre AmQuel® e
amonia e uma possivel inferéncia na concentracdo de cortisol libertada para a agua. Os
resultados obtidos laboratorialmente demonstraram que pequenas diferengas nas
concentragOes de cada cocktail escolhido poderéo ter resultados distintos no controlo de
amonia. O Cocktail B (15/15/7.5 ppm) demonstrou ser eficaz no controlo de amonia,
para taxas de excrecdo inferiores a 5mg/h, mesmo com concentracgdo inicial (0.25mg/L)
de amonia no tanque. Cocktails inferiores a 15/15/7.5 ppm revelaram-se ineficazes no
controlo de amoénia, para taxas de excre¢do superiores a 1mg/h. Estes resultados irdo
facilitar a escolha do cocktail de AmQuel® mais adequado, consoante o tempo e

caracteristicas de cada transporte.

Palavras Chave: Aménia, AmQuel®, transporte, cortisol, stress, bem-estar animal




ABSTRACT

The control of ammonia during the transport of living fish is one of the most
problematic demandings of chemical controllers.

Until now, AmQuel® presents itself as an alternative and possible solution to this
problem. This product has been tested in various situations and initial concentrations
and rates of excretion of ammonia have been manipulated. In the first part (1), by
monitoring an effective transport of meagre (Argyrosomus regius Asso, 1801) and two
simulations of transport, meagre and mackerel (Argyrosomus regius e Scomber
japonicus Houttuyn, 1782). At the laboratory (1), several simulations of ammonia excretion
rates and the chelate effect of AmQuel® on these were tested.

According to the results, there is a linear relationship between AmQuel® and
ammonia and a possible inference in the concentration of cortisol released into the
water. The laboratory results showed that small differences in the concentrations of each
cocktail may have different results in the control of ammonia. Cocktail B
(15/15/7.5ppm) proved effective in controlling ammonia excretion rates to below 5
mg/h, even with initial concentration (0.25mg/L) of ammonia in the tank. Cocktails
below 15/15/7.5ppm proved ineffective in controlling ammonia excretion rates for more
than 1mg/h. These results will facilitate the choice of the most appropriate cocktail of

Amquel®, depending on the time and characteristics of each transport.

Keywords: Ammonia, AmQuel®, transport, cortisol, stress, welfare
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1.INTRODUCAO

Este trabalho foi feito em parceria com a "Flying Sharks' - consultoria e
inovagdo, Lda”. Criada em 2006, esta empresa estd dedicada a promover a utilizagao
sustentavel dos Oceanos através da prestacdo de servicos de consultoria e de transporte
de animais marinhos vivos de qualidade para instituicbes vocacionadas para a educagéo
e para a pesquisa do ambiente marinho. Esta empresa transporta, entre outras espécies,
cavala (Scomber japonicus) (Correia et al., 2010), ratdo (Mobula mobular) ( Correia et
al., 2008), peixe-lua (Mola mola) ( Correia et al., 2008), quimera (Hydrolagus colliei) (
Correia, 2001), peixe-rei (Thalassoma pavo), para aquarios um pouco por todo o
mundo (Toquio, Lisboa, Valéncia, Stralsund, Dubai, Virginia, etc.), e também para
instituicdes de aquacultura (transporte Argyrossomus regius, IRTA? Tarragona). A
parceria existente entre a Flying Sharks ¢ a “Tunipex - Empresa de Pesca e Tunideos,
S.A.” permite ainda uma nova aproximagdo ao transporte de peixe vivo, através da
recolha dirigida de espécimes directamente do mar que sdo de seguida transportados
para as instituicdes de destino.

O objectivo primordial da nossa parceria com a Flying Sharks é o de contribuir
com alguns estudos sistematicos e empiricos que déem respostas a algumas das
dificuldades encontradas no processo do transporte de animais vivos de qualidade,
particularmente de teledsteos marinhos. Devido a enorme complexidade entre as
diferentes variaveis com impacto directo no transporte de peixe vivo, e a
impossibilidade de total clarificagdo em apenas um trabalho, optou-se por uma
exploracdo com principal incidéncia naquele que sera o pardmetro da agua mais
problematico em termos de transporte: a amonia.

Este trabalho encontra-se dividido em duas partes. Na primeira parte,
acompanhou-se um transporte de corvinas (Argyrossumos regius) e duas simulacfes de
transporte de corvinas e de cavalas (Scomber japonicus) realizados pela Flying Sharks.
Tanto no transporte como nas simulacBes, foram recolhidos dados dos diversos
parametros da agua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura e amonia). Para uma possivel
avaliacdo de stress nos animais, foram recolhidas amostras de dgua dos tanques e de
sangue dos individuos, para posterior quantificacdo de cortisol. Para além de uma

aproximacdo a realidade do transporte de peixe vivo, esta primeira parte teve como
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principal objectivo a monitorizacdo dos individuos durante um transporte e avaliacdo do
seu estado fisioldgico.

Tendo como ponto de partida o trabalho efectuado pela Flying Sharks no
controlo de amonia em situacdo de transporte, na segunda parte deste trabalho foram
criadas laboratorialmente diversos cenarios, manipulando-se diferentes concentracdes
de aménia em conjugacdo com AmQuel®, o controlador de aménia utilizado por esta
empresa. O objectivo desta segunda parte passa por uma exploracdo do potencial deste
controlador da amonia, com a finalidade de melhor compreender a dinamica do seu
comportamento, avaliando a sua eficacia em funcao do tempo.

Com estes ensaios espera-se poder indicar em termos praticos qual a “janela” de
seguranca na qual a concentracdo de Amquel® mantera a toxicidade de aménia baixa
durante o intervalo de tempo de transporte. Assim, os resultados obtidos neste trabalho
poderdo ser de utilidade a empresa Flying Sharks no sentido em que véao permitir fazer
uma planificacdo dos transportes a serem efectuados, tendo por base estudos empiricos
0 que podera evitar situacdes de sobredosagem de Amquel® ou a necessidade de

paragens imprevistas para controlo da aménia durante o transporte.

1.1.Perspectiva histérica do transporte de animais vivos

No séc. XVI, o principal meio de transporte de mercadorias eram 0s navios. Em
1607, o navio inglés Susan Constant atravessou o0 atlantico, rumo a Virginia, na
América do Norte, transportando a primeira carga de animais vivos (gado) e tornando-
se no primeiro navio a fazé-lo exclusivamente (Lavery, 1988). Em 1700, o transporte de
animais vivos tornou-se regular, apesar de registar 50% de mortalidade durante o
transporte, devido a falta de alimento, sobrelotacdo e instabilidade do meio de
transporte. Em 1867, alterou-se a metodologia até entdo utilizada, com o primeiro
transporte rodoviério, a ser efectuado, uma vez mais, com gado (Lavery, 1988). As
melhorias inerentes a este novo meio de transporte, levaram a uma maior taxa de
sucesso e apds 1900, este era o principal meio de transporte de animais vivos terrestres.

Se é complicado determinar, com certeza, qual o primeiro transporte de animais
Vivos terrestres, torna-se quase impossivel saber, de facto, quando tera sido o primeiro
transporte de animais aquaticos. Numa abordagem mais “industrial”/profissional, os
primeiros avancos no transporte de peixe vivo terdo sido efectuados pela U.S. Fish
Commission em parceria com Dr. Livingston Stone (Leonard, 1979). Em 1873, nédo

existia ainda a metodologia e material necessario construidos exclusivamente para o
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transporte de peixe vivo. Os primeiros transportes foram entédo efectuados num vagao de
comboio previamente modificado para transportar fruta e posteriormente modificado
para transportar peixe (FWS, 2009). Por sua vez, os milhares de juvenis, representantes
de varias espécies da costa Oeste, foram transportados dentro de vasilhas outrora
utilizadas para transportar leite. O facto de se utilizar o comboio, conferia uma
vantagem logistica, existindo mais espaco e capacidade de armazenamento (FWS,
2009). Apods o sucesso da primeira expedicdo, que transportou com sucesso 40.000
juvenis de Savel-americano (Alosa sapidissima, wilson, 1811), tornou-se Obvia a
necessidade de transportes especializados, que garantissem ndo s6 uma taxa de
sobrevivéncia de 100% a chegada, como também uma melhor adaptacéo dos individuos
transportados, ao novo habitat onde seriam inseridos. Iniciava-se assim o que a U. S.
Fish and Wildlife Service denominou de Fish Car Era, uma série de 10 versdes de
vagdes de comboio especializados, que transportaram peixe vivo em toda a América do
Norte, entre 1881 e 1947 (FWS, 2009). Cada versdo foi alterada ao longo do tempo,
tendo as 10 versdes sido melhoradas no sentido de aumentar a eficiéncia do transporte,
possuindo caracteristicas que ainda hoje sdo essenciais e que foram transferidas para o0s
transportes actuais (FWS, 2009).

Por volta de 1930, houve uma grande melhoria nos acessos rodoviarios, que
conseguiam ligar localidades sem acesso ferroviério. Foi o inicio duma nova era no
transporte de peixe vivo, onde camides especializados assumiam agora maior
protagonismo. Em 1932, o transporte de peixe vivo em camides especialmente
concebidos para este propdésito, tornou-se mais econémico, principalmente ap6s a
subida dos custos do transporte via ferroviaria. E assim, apesar de os camides
conseguirem transportar cargas muito inferiores aos vagdes de comboio, a sua
metodologia de transporte implicava menos manuseamento dos animais, o que aliado a
um menor custo e a melhores acessos, tornou este meio de transporte no mais utilizado
(Lavery, 1988). Em 1937 existiam j& diversos camides totalmente modernizados - tendo
em conta a época - e especializados, com o Unico propésito de uma maior celeridade e
economia, garantindo no entanto, e cada vez mais, o bem-estar dos individuos
transportados.

Em 1928, cerca de 27.000 especimes de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss,
walbaum, 1792) € truta-das-fontes (Salvelinus fontinalis, wmitchin, 1814), foram transportadas de
avido, com sucesso, desde Northville (Michigan), até Dayton (Ohio), sem uma Unica

perda. Nos finais da década de 50 e 60, o transporte aéreo surgia como uma inovadora
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solucdo, particularmente quando era feito para aguas interiores, de dificil acesso. No
entanto, nem sempre 0s peixes eram transportados dentro de vasilhames apropriados.
Nesta altura era pratica comum lancar os peixes do avido quando este se aproximava da
superficie da agua. Apesar de varios ensaios de sucesso, e da boa taxa de sobrevivéncia
(cerca de 95%), a verdade é que ndo sO se estava dependente das condi¢bes de voo,
como havia sempre um maior risco, inerente a esta metodologia de transporte, que
poderia resultar na perda de toda a carga. Com o avango da tecnologia e do
conhecimento, o transporte de peixe vivo por via aérea tornou-se uma mais-valia,

particularmente em distancias muito longas.

1.2.Actualidade do transporte de peixe vivo

Hoje em dia ja ndo se justifica um transporte por via-férrea, uma vez que a sua
principal vantagem, ser mais econdémico, ndo pesa o suficiente, relativamente a
dificuldade de manuseamento, pouca acessibilidade e morosidade do transporte (Berka,
1986). Actualmente, o transporte rodoviario, o transporte em barcos com pordes
especializados e o transporte aéreo, sdo 0s principais sistemas para transportar peixe
vivo (Branson, 2008).

As unidades de transporte dividem-se em duas categorias diferenciando-se pelo
facto de os tanques estarem ou ndo incorporados no veiculo. Ou seja, existem carros-
tanque especializados e construidos unica e exclusivamente para o transporte de peixe
Vivo; e existe uma outra alternativa, que sera transportar os tanques em si, num camido
de carga, em que os tanques sdo unidades completamente distintas do veiculo. Com o
aumento das acessibilidades rodoviarias, diminuindo a distancia global entre a maioria
das localidades de destaque, o uso de veiculos construidos exclusivamente para o
transporte de peixe vivo tornou-se um processo natural.

Os veiculos mais modernos possuem ja o sistema de oxigenacdo e bomba de
circulacdo de adgua, completamente integrados e controlados electricamente no préprio
veiculo, facilitando em muito a sua metodologia, diminuindo 0 manuseamento
excessivo dos tanques, durante o transporte (Berka, 1986). Estes veiculos apresentam
também isolamento térmico, para que a temperatura dos tanques se mantenha o mais
constante possivel, independentemente da temperatura exterior. No entanto, no caso de
se transportar tanques individuais em veiculos de carga, o isolamento nem sempre esta
garantido, uma vez que estes veiculos ndo foram desenhados exclusivamente para o

transporte de peixe, implicando que se utilize tanques com isolamento proprio. Neste
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momento, este tipo de veiculo é uma boa garantia de transporte, assegurando
estabilidade, celeridade e sendo economicamente viavel. No entanto, no futuro, com a
escassez de petroleo, antevé-se uma nova revolugdo nos transportes rodoviarios,
implicando uma evolucéo paralela no transporte de peixe vivo, para que cada vez mais
se aperfeicoe a sua formula: rapido, seguro e econoémico.

O principal meio de transporte de peixe vivo por via maritima, sdo os well boats.
Estes tipos de barcos, modificados especialmente para o transporte de peixe vivo,
caracterizam-se pela incorporacdo de tanques na embarcacdo em si, sendo utilizados
principalmente no transporte de salmdo (Branson, 2008). Neste tipo de transporte, 0
peixe é bombeado para os tanques no interior da embarcacdo, que a semelhanga dos
camides especializados no transporte de peixe, possuem ja um sistema de oxigenacéo e
circulacdo de agua, totalmente incorporado na embarcacdo, que permite ainda uma
monitorizacdo dos parametros essenciais a qualidade da agua. O facto de se
movimentarem facilmente entre aquaculturas — uma vez que a sua grande maioria se
encontra situada junto a costa — e de permitirem o transporte de grandes volumes,
tornam este tipo de transporte essencial, principalmente em paises como a Noruega,
onde as instalacbes de crescimento de peixe se situam longe das instalacdes de
processamento (Berka, 1986). Na Noruega, empresas especializadas alugam estas
embarcacdes especialmente concebidas para este tipo de transporte, possuindo a frota
mais evoluida e moderna de well boats no mundo. Estes barcos possuem uma
superstrutura para facilitar a observacdo dos pocos; um sofisticado sistema de
monitorizacdo com imagens video dos pocos; sensores com alarmes no controlo dos
parametros essenciais, como 0 oxigénio dissolvido; tratamentos avancados da &agua,
incluindo sistemas de filtracdo de compostos organicos e arejamento intensivo para
reduzir as concentracdes de didxido de carbono; e um tabique movel, para facilitar o
manuseamento do peixe, quando estd a ser carregado/descarregado (Branson, 2008;
HSA, 2006). O planeamento é uma das principais etapas para qualquer transporte de
animais vivos. Quando o transporte implica rotas maritimas, as condi¢des atmosféricas
sdo um factor preponderante no sucesso do transporte e o planeamento é um dos
factores principais na preparacdo de um transporte (HSA, 2006; Iversen et al., 2005;
Branson, 2008).

Ao contrario de outros meios de transporte, até a data ndo existe ainda um
veiculo aéreo construido unicamente para o transporte de peixe vivo. Assim sendo, a

melhor alternativa de transporte para distancias muito longas, sdo os avides de carga,
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sendo uma solugédo extremamente Util, reduzindo drasticamente o tempo de transporte
(Branson, 2008). O outro meio de transporte aéreo, apenas para transportes de pequena
duracdo, € o helicdptero. Este tipo de veiculo ndo permite transportar tanques no seu
interior, sendo que a sua metodologia de transporte é diferente de todas aqui
mencionadas e apenas para pequenas distancias. O peixe é descarregado para um
tanque, que é depois selado e ligado ao helicdptero, ficando suspenso e sendo
imediatamente transportado. Quando chega ao destino, o tanque € baixado até a jaula
respectiva, onde um mecanismo de flutuacao existente no tanque vai libertar os peixes
directamente na dgua (Branson, 2008).

O transporte aéreo implica alguns riscos, onde as suas principais perdas de carga
se devem a voos indirectos e atrasados ou a erros no posicionamento dos tanques
durante a espera e durante o transporte (Branson, 2008). Para uniformizar estas
situacbes e garantir a seguranca da carga, 0s transportes aéreos internacionais de
animais vivos sdo regulados pela International Air Transport Association (IATA), que
garante ndo s0, que todos os requisitos do transporte sejam cumpridos, como também é
responsavel pelo aconselhamento ao nivel das leis individuais de cada pais, no sentido a
seguir, relativamente a importacao de peixe vivo.

Em pleno século XXI, com o comboio definitivamente descartado como meio de
transporte preferencial, os caminhos rodoviarios, maritimos e aéreos, assumem-se coOmo
principais e, para ja, Unicos candidatos ao transporte de peixe vivo (Branson, 2008).
Com o evoluir dos tempos, todos eles irdo sofrer evolugdes, ou quem sabe, ser mesmo
postos de lado, consoante 0 rumo que a nossa civilizacdo tomar. Mas uma coisa € certa,
a escolha do transporte a utilizar ird sempre depender do tipo de carga que se vai
transportar, do local de partida/destino do transporte, da sua duracdo e viabilidade
economica.

Independentemente da complexidade de cada metodologia de transporte, estas
poder-se-do dividir em duas categorias principais, sistema fechado ou sistema aberto,
dependendo da sua interac¢do com 0 meio ambiente.

Num sistema fechado, ndo existe renovacao de 4gua nem libertacdo dos produtos
de excrecdo para o exterior, onde 0s requisitos necessarios & sobrevivéncia dos
individuos transportados se encontram incorporados no proprio sistema (Berka, 1986).
No transporte aéreo, em tanques posicionados em cabines despressurizadas, este tipo de
sistema de transporte garante uma maior estabilidade e proteccdo que um sistema

aberto. Uma das principais desvantagens do transporte em sistema fechado é o facto de
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ndo haver renovacéo de agua, o que implica uma deplecdo de oxigénio e um aumento
crescente dos metabolitos de excre¢do dos individuos, com aumento de aménia e CO2 e
consequente diminuicdo de pH. A principal vantagem deste tipo de sistema, reside no
transporte de ovos, larvas e juvenis em sacos de polietileno, que devido a sua forma
arredondada, evita que individuos de tamanhos reduzidos (até 25mm) (Berka, 1986)
sejam esmagados ou danificados, caso fossem transportados num tanque (Swann, 1914;
Berka, 1986). O transporte em sacos de plastico de polietileno garante ainda uma
reducdo do volume e do peso de agua necessaria ao transporte, permite o uso de
transportes publicos e do prolongamento do tempo de transporte — até 48h sem efectuar
mudancas de agua (Bocek, 2009) — tornando-se economicamente vantajoso.

Vaérios estudos detalham pormenorizadamente as diferentes técnicas da
metodologia utilizada num transporte em sacos de plastico. Um dos principais cuidados
a ter quando se prepara um saco de plastico para transporte, é adicionar oxigénio apenas
depois de se ter adicionado a &gua e 0s peixes. Deve-se garantir uma oxigenacao
correspondente a % do volume do saco, e apenas ¥ de dgua. O oxigénio devera ser
injectado directamente na agua e a partir dai preencher o resto do saco, garantindo-se
uma saturacdo maxima de oxigénio na agua. Isto implica que, ap6s a agua ser colocada,
se retire primeiro o ar existente no saco, procedendo-se de seguida a injeccdo de
oxigénio (Berka, 1986; Bocek, 2009). Durante o transporte, 0s varios sacos de plastico
sdo posicionados dentro de caixas, para evitar contacto directo com as unidades
transportadoras, prevenindo possiveis rasgdes ou erosdes, provocadas pelo desgaste de
um transporte moroso e pelo manuseamento entre as véarias unidades de transporte.
Estas caixas, que poderdo ser de diversos materiais consoante o tipo de transporte,
permitem ndo sé uma facilidade de movimentos no transporte dos sacos, como também
garantem o isolamento térmico entre o ambiente e a agua, sendo uma mais-valia neste
tipo de transporte, independentemente de ser efectuado por via terrestre, aérea ou
maritima.

Relativamente a outras unidades adequadas ao transporte, como tanques
propositadamente construidos para o efeito, quando completamente seladas e em total
isolamento relativamente ao exterior, sdo tdo eficazes quanto os sacos de plastico, ndo
necessitando de tantos cuidados no seu manuseamento, apesar da manutengéo inerente a
sua reutilizacdo (Berka, 1986). No entanto, apesar de poder ser utilizado novamente, o
seu preco elevado por unidade faz com que seja muitas vezes preterido, relativamente

aos sacos de plastico (Berka, 1986).



Em sistema aberto, existe uma completa renovacdo de agua, garantindo uma
vantagem na reposi¢do dos niveis de oxigénio com o input de &gua e assegurando a
“limpeza” do sistema, através da remog¢do dos metabolitos de excrecdo dos individuos,
pelo output de agua. No entanto, o input de &guas contaminadas quimica ou
biologicamente, podem contaminar os individuos, pondo em causa todo o sistema. Em
sentido inverso, o output de agua de sistemas contaminados, ainda que devidamente
filtrados, ndo exclui a probabilidade de contaminagdo do meio ambiente, configurando-
se como principais desvantagens no sistema aberto. Para além de uma boa circulacdo de
agua, nesta metodologia o sucesso do transporte estard também directamente
influenciado pela forma do tanque, pelo arejamento fornecido e outros critérios
especificos de cada tanque. Os tanques podem ter varios tamanhos, em que 0 mais
comum tem uma capacidade de 1700 L, podendo no entanto variar ente 1000 L a 11400
L. Tanques de volumes elevados, como 4500 L e 11400 L, sdo pouco usuais, sendo, no
entanto, utilizados ocasionalmente nos EUA, no transporte de Peixe-gato, truta e robalo
(Piper, 1982; Berka, 1986). A forma rectangular e, mais recentemente a eliptica séo as
mais utilizadas. Tanques parcialmente redondos, em forma de V, ou elipticos sdo
aconselhados em volumes maiores, assegurando uma melhor recirculacdo e mistura da
agua, a medida que o volume do tanque aumenta (Berka, 1986). O arejamento podera
ser efectuado através de bombas previamente incorporadas no sistema de recirculacao
ou através de arejadores independentes, acoplados ao respectivo tanque.
Independentemente de se optar por arejadores ou bombas, os sistemas de arejamento
deverdo ser capazes de prover a circulacéo a, pelo menos, 40% da dgua do tanque, por
minuto. Este arejamento devera ainda ser monitorizado no sentido em que o oxigénio
seja difundido a uma taxa superior, através de bolhas mais pequenas, ao inves de bolhas
maiores, que poderdo, inclusive, interferir no bem-estar dos individuos transportados
(Correia, 2001). O transporte em sistema aberto podera ser considerado menos arriscado
que em sistema fechado, uma vez que neste ultimo, o metabolismo do peixe ir4 afectar
as propriedades quimicas da agua (Correia et al., 2008). No entanto, devido ao contacto
permanente com 0 ambiente exterior e consequentes oscilacbes da temperatura e
guimica da agua, existe uma maior dificuldade em controlar os parametros em sistema

aberto, particularmente em agua doce (Correia et al., 2008).



1.3.Finalidade do transporte de peixe vivo

Actualmente existem diversas actividades cujo sucesso esta directamente ligado
a0 sucesso do transporte de peixe vivo. Destas, podemos destacar trés grupos principais:
a industria alimentar de peixe vivo, a aquacultura e o comércio de peixes com fins
ornamentais.

Segundo a tradigdo Cantonesa, a melhor maneira de manter a textura e paladar
do peixe, & manté-lo vivo até instantes antes a ser cozinhado (Lee & Sadovy, 1998). Por
todo 0 mundo sao transportadas milhdes de toneladas de pescado vivo, unicamente para
o consumo alimentar (FAO, 2008). Neste caso, se considerarmos que no fim do
transporte se ird proceder ao abatimento dos animais transportados, poderiamos cair no
erro de assumir que ndo necessitaria dos mesmos cuidados e prevengdes, existentes
noutras areas de transporte de peixe vivo. No entanto, precisamente por 0s animais
transportados se destinarem ao consumo humano, este tipo de transporte é tanto ou
ainda mais controlado e regulado, que os anteriormente mencionados (Branson, 2008).
Adicionalmente, o facto de se destinarem a um prato culinario, faz com que uma boa
apresentacdo esteja directamente interligada com um bom manuseamento durante todos
0s processos de transporte, porque para este fim, apesar da primeira preocupacdo ser o
estado fisiologico dos individuos, o que conta para o consumidor, ¢ a “boa aparéncia”
do prato. Ou seja, se o transporte ndo for efectuado com todos os requisitos exigidos ou
se 0s peixes sdo tratados com displicéncia durante todas as etapas, podera resultar em
danos fisicos, visiveis, que irdo retirar valor econdmico aos animais transportados.

Mesmo que seja apenas mais uma etapa em aquacultura, o transporte € o
processo intermediario nas varias fases de producao de peixe vivo. O transporte assume
a responsabilidade de movimentacdo de espécimes entre as diversas instalacdes de
aquacultura (consoante as diferentes etapas de crescimento em que se encontram),
assegura o transporte de individuos adultos para as instalacdes de processamento, e
garante a viabilidade de ciclos bioldgicos especificos, como o salmdo - que por ser um
peixe anadromo necessita ser transportado de agua salgada para agua doce (para desova)
e novamente para as jaulas existentes em agua salgada (Roncarati & Melotti, 2007;
HSA, 2006). O transporte de peixe vivo é parte integrante da aquacultura, ndo s6 nas
suas fases de producdo, como em outras actividades, directa ou indirectamente ligados a
aquacultura.

O transporte de individuos reprodutores torna-se importante na introducdo de

novas espécies em aquacultura, sendo crucial que os espécimes reprodutores estejam
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nas melhores condicGes, apds o transporte. Ou seja, que consigam sobreviver, ter uma
boa adaptacdo ao novo meio e que apresentem ndo sé um bom estado fisico, mas
principalmente fisiologico, para garantir a entrada de variabilidade genética no pool
genético existente em cativeiro.

A cultura de peixe, aliada ao transporte de peixe vivo, torna-se uma ferramenta
util no repovoamento de habitats aquaticos. De facto, um dos principais objectivos do
transporte de peixe vivo em 1870, nos EUA, foi a repovoagdo de alguns rios,
nomeadamente o rio Sacramento, com o intuito de introduzir novas espécies na costa
Oeste (Leonard, 1979). O transporte de ovos e larvas de peixe, no inicio da producéo, é
uma etapa de peso em aquacultura, onde o insucesso do transporte podera significar
uma perda significativa da carga, a curto/médio prazo. Estudillo e Duray (2002)
atribuiram as altas mortalidades verificadas em larvas de garoupas (Epinephelinae),
durante as trés primeiras semanas, a sua fraca condic¢do larvar, causada por um
transporte inadequado. O transporte de peixe vivo, €, assim, uma das etapas mais
importantes em aquacultura (Bocek, 2009), sendo um processo fundamental, uma vez
que se falhar, o sucesso das fases anteriores torna-se irrelevante, uma vez que toda a
carga ficard comprometida, perdendo-se todo o investimento até entdo, e o possivel
lucro do futuro.

A semelhanca da aquacultura, também na aquariofilia o transporte assume um
papel fundamental. Por serem espécies raras, e por isso muito desejadas, se o transporte
ndo ocorre nas melhores condicdes, ndo s6 se esta a pdr em causa 0 bem-estar animal,
como se pbe em risco milhares de espécies.

O termo “ornamental” refere-se a duas vertentes da aquariofilia. A industrial e
profissional, como por exemplo os aquéarios publicos, e a vertente amadora, desde o
mais simples aquario ao mais dedicado e complexo hobby. Segundo a Ornamental
Aquatic Trade Association (OATA), em paises como o Reino Unido, estima-se que
existam entre 3 a 3,5 milhdes de lares que possuem um ou mais aquarios, representando
cerca de 14% do total de lares, num total de mais de 144 milhdes de peixes mantidos em
aquarios. Isto representa quase 2,5 peixes por pessoa, tornando o peixe no terceiro
animal de estimacdo de eleicdo, sendo ultrapassado apenas por caes e gatos.

Devido a destabilizacdo crescente dos ambientes aquéticos, passa pelas
entidades educacionais a proteccdo de algumas especies. Isto muitas vezes implica a
manutencdo de espécies em cativeiro, na tentativa de educar as pessoas e dar a conhecer

espécies que, de outra maneira, raramente, ou nunca, seriam apreciadas.
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Independentemente da sua controvérsia, 0s aquarios publicos sdo uma realidade e o
transporte torna-se num dos passos mais importantes. Numa primeira abordagem,
poderiamos pensar que o principal cuidado a ter seria o da proteccdo fisica dos
individuos, uma vez que véo ser dispostos ao olhar publico, que se sensibiliza com a
aparéncia fisica do animal. No entanto, para um espécime que vai ser retirado do seu
habitat natural, passar por uma etapa - muitas vezes longa — de transporte e ver o seu
espaco largamente reduzido, torna-se importante que o animal se encontre,
principalmente, em boas condicdes fisioldgicas, para que consiga sobreviver e, mais
tarde, adaptar-se o melhor possivel ao seu novo meio ambiente. Mais uma vez, um
transporte mal efectuado implica a perda de espécies valiosas, ndo s6 a nivel
econdémico, como essencialmente a nivel histérico, pelo valor que cada espécie

representa, na evolucdo da Terra.

1.4.Problemas no transporte de peixe vivo

O transporte tem um impacto negativo nos peixes, incutindo-lhes danos fisicos e
mudancas fisioldgicas, stress e maior vulnerabilidade a doencas (Branson, 2008). A
continua perda de sais, durante o transporte — resultante do efeito de stress e perda do
muco que protege as branquias — vai provocar danos nos tecidos dos peixes e distirbios
na sua osmorregulacdo (Wurts, 1999; Branson, 2008). O manuseamento de que sao
alvo, o aumento da densidade nos tanques de transporte e 0 movimento imprevisivel do
meio de transporte em si, resultam em danos fisicos, como erosdo das barbatanas,
abrasdo na cabeca ou lesdes nos olhos (Branson, 2008). Existem ainda danos,
caracteristicos ou ampliados por um tipo de transporte especifico, como o transporte
aéreo e/ou maritimo. Apesar de ainda ndo ser totalmente claro o efeito da altitude nos
peixes, quando transportados em pordes de avides despressurizados, € no entanto
credivel um possivel distarbio provocado pela diferenca de pressdo (Branson, 2008). No
transporte por well boats, particularmente durante condicGes inospitas do mar, os danos
fisicos sdo de tal maneira extremos, e visiveis, que ndo deixam divida das dificuldades
fisicas a que os peixes sdo sujeitos, principalmente quando transportados em mas
condigdes (Branson, 2008).

Existem, assim, varios factores que véo interferir, directa ou indirectamente, no
bem-estar dos peixes transportados. O manuseamento de que sdo alvo, no inicio e no
fim do transporte; os parametros quimicos associados a qualidade da agua; a densidade

do stock; a duragdo do transporte; o grau de perturbagOes existentes durante o
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transporte; o nivel de biosseguranca presente — ex.:assegurar a limpeza completa dos
tanques de transporte e altas densidades de individuos, afectam negativamente o estado
fisico e fisioldgico dos individuos transportados, podendo provocar lesbes, doencas,
maior vulnerabilidade a agentes patogenicos, desconforto e mal-estar animal (Branson,
2008). Apesar de muitas incertezas relativas a este aspecto, ndo existem duvidas de que
0 transporte de peixe vivo tem conotacfes negativas nos individuos transportados,
sendo essencial uma boa pratica de transporte, que inclua um alargado conhecimento
sobre cada espécie transportada, um manuseamento exemplar, um controlo exaustivo
dos parametros quimicos da agua de transporte e uma metodologia adequada, que
garanta o menor stress possivel aos individuos transportados. Isto implica aprender com
0s erros, ir corrigindo pormenores que, ao longo do tempo, fardo a diferenca e
significardo uma evolucdo na metodologia do transporte de peixe vivo.

Inicialmente, as primeiras ilacbes sobre o transporte de peixe vivo foram
extrapoladas da metodologia utilizada em animais terrestres, com a devida adaptagéo
aos individuos aquaticos (Branson, 2008). Hoje em dia, devido a evolucdo diaria da
industria de aquacultura, existe uma evolucdo mais célere dos processos no transporte
de peixe vivo. No entanto, ndo existe ainda — e devido ao seu caracter unico,
provavelmente ndo serd possivel — uma estandardizacdo dos parametros ou processos
envolvidos no transporte de peixe vivo, havendo no entanto guias e tabelas que servirdo
apenas para uma orientacdo geral. As simulacdes, precedentes a cada transporte,
tornam-se assim um passo essencial para aperfeicoar a metodologia de cada transporte,
individualmente.

A etapa do transporte normalmente fica a cargo de uma terceira parte,
independente do fornecedor e receptor (Branson, 2008). Isto implica que as pessoas
responsaveis pela etapa de transporte tenham capacidade para reconhecer, e
compreender, o impacto potencial do transporte, no bem-estar dos individuos
transportados (OIE, 2009; Branson, 2008), possuindo autoridade para interromper o
transporte, se necessario (HSA, 2006). Em 2009, foi publicado o Aquatic Animal Health
Code, onde as competéncias de cada entidade envolvida, directa ou indirectamente, no
transporte, podem ser consultadas, detalhadamente, para minimizar o erro e
standardizar o transporte, independentemente da maior ou menor experiéncia dessas
entidades (OIE, 2009). Parte destas competéncias passam por conseguir reconhecer 0s
possiveis efeitos do transporte no bem-estar dos peixes, identificando situacbes que

possam causar mal-estar nos individuos, ndo s6 durante o transporte, como lesdes que se
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possam manifestar mais tarde, apds o transporte (Branson, 2008). E crucial que sejam
também tomadas medidas de biosseguranca, garantindo que apenas 0s individuos
saudaveis sejam transportados, minimizando o risco de contaminacdo de outros
individuos e respectivo meio, a chegada (Branson, 2008) (HSA, 2006).

A qualidade do peixe a ser transportado € um critério decisivo (HSA, 2006).
Legalmente, os individuos transportados tém de garantir uma boa condicdo, fisica e
fisiologica (Branson, 2008; HSA, 2006), seguindo o requerimento de 1997, denominado
de Welfare of Animals Transport Order (WATO) (HSA, 2006). Este requerimento
defende o bem-estar dos animais transportados, incluindo os peixes, proibindo o
transporte de animais debilitados (Branson, 2008; Berka, 1986). Quando os individuos
apresentam fraca condicdo fisica, ou alguma incapacidade de sobrevivéncia a etapa de
transporte, mesmo em densidades reduzidas, sera impossivel de prevenir a mortalidade,
uma vez que os peixes em mas condicdes apresentam uma maior taxa de mortalidade,
que aqueles em boas condicdes, principalmente em transportes de longa duracdo (Berka,
1986).

As densidades Optimas durante um transporte dependem de diversos factores,
que deverdo ser apreendidos e ajustados pela pratica e ndo por calculos tedricos
uniformizados (Berka, 1986). A capacidade de carga que podera ser transportada, em
seguranca, depende da eficiéncia do sistema de arejamento, da temperatura e qualidade
da agua, da duracdo do transporte, do tamanho do peixe e da sua espécie (Berka, 1986;
Swann, 1914). Se considerarmos constantes as caracteristicas inerentes a qualidade da
agua, como temperatura, oxigénio, pH, didéxido de carbono e amonia, o factor decisivo
sera a espécie (Berka, 1986; Swann, 1914; Wurts, 1984).

No transporte de peixe vivo, a preparacdo € fundamental e deverd estar
consciente de qualquer falha ou avaria, tanto do veiculo, como do material de
transporte. Assim sendo, o planeamento do transporte, incluindo as simulacdes, devera
sempre ter em mente qualquer falha ou atraso durante o transporte, e abranger medidas
que ndo comprometam o bem-estar dos individuos, caso alguma destas situacdes se
verifique (Branson, 2008). O planeamento devera ser sempre orientado no sentido Unico
de cada espécie; ou seja, o que metodologicamente funciona para uma espécie, podera
falhar redondamente noutras espécies. A preparacdo do transporte devera sempre incluir
um plano de contingéncia, identificando os principais perigos ao bem-estar dos peixes
durante o transporte, quaisquer imprevistos que possam surgir e como resolvé-los
(Swann, 1914).
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A densidade transportada devera permitir um prolongamento do tempo de
transporte, no minimo, 1.5 vezes (Berka, 1986). Esta medida serve de prevengdo a
qualquer imprevisto ou atraso que ndo dependa da entidade transportadora, como por
exemplo, atrasos nos voos, atracar de emergéncia, ou qualquer falha do veiculo, como
um pneu furado ou tantas outras possibilidades e imprevistos (Berka, 1986). Outra
caracteristica a ter em conta é a vertente econdmica de cada transporte. Quando o valor
do peixe transportado ndo compensa os elevados custos do transporte, poder-se-a
considerar um aumento da densidade, para rentabilizar o transporte. No entanto, esta
medida ira aumentar a probabilidade de perdas durante o transporte (Berka, 1986). Pelo
contrario, quando estd em causa o0 transporte de espécies em risco de extingdo, a
principal prioridade é 100% de sobrevivéncia e recuperacao fisiologica, em que o lado
econdmico passa a ser secundario, em prol da seguranca e bem-estar destes individuos
(Berka, 1986).

Cada parametro quimico da agua é afectado, individualmente, pelo peso e
tamanho do peixe transportado e pela duragdo do transporte (Swann, 1914). Diferentes
autores consideram diferentes parametros como o principal a controlar. O oxigénio
dissolvido (Berka, 1986; Branson, 2008), a amonia ou pH (Correia et al., 2010), serdo
0s mais referenciados como principal pardmetro de monitorizagdo. No entanto, todas as
opinides convergem na ideia de que, se o transporte falhar e se verificar perda da carga,
sera devido a uma combinacdo de factores e ndo apenas associado a um,
individualmente (Swann, 1914).

A agua é o meio ambiente dos peixes. Como tal, as condicdes em que esta se
encontra sdo determinantes para o bem-estar dos individuos aquaticos. Os peixes estdo
em constante contacto com a agua, através das branquias e da pele. A agua é mais do
gue um meio ambiente, uma vez que ndo s6 fornece o oxigénio necessario a sua
sobrevivéncia, como dilui e remove metabolitos toxicos, proporcionando ainda suporte
contra a gravidade (Branson, 2008). Por estas raz0es, 0s peixes sdo extremamente
sensiveis a aguas de qualidade inferior ou mesmo a mudangas de ambientes, com aguas
de diferentes propriedades/caracteristicas, particularmente em agua doce, devido a sua
fraca capacidade de tampdo, comparativamente a agua salgada (Branson, 2008; Berka,
1986). Em aquacultura, por exemplo, a qualidade da 4gua € uma prioridade para o
sistema. No transporte de peixe vivo, a agua utilizada é um elemento crucial para o seu
sucesso (HSA, 2006), e é muitas vezes idéntica a utilizada nos tanques de espera, onde

0s peixes residem, anteriormente ao transporte (HSA, 2006). A exposi¢do cronica a
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condigdes adversas podera resultar em mudancas no sistema imunitario, originando uma
maior vulnerabilidade ao aparecimento de doencas (Pickering & Pottinger, 1989;
Branson, 2008), que sdo a principal ameaca ao bem-estar dos peixes (Berka, 1986).

As etapas imediatamente antes (carregamento) e depois (descarregamento) do
transporte, sd@o extremamente stressantes para os individuos transportados. Ambas
deverdo ser realizadas 0 mais célere e calmamente possivel. Ou seja, as pessoas que vao
fazer a ligacdo dos tanques para a unidade de transporte deverdo ser em ndmero
reduzido, para evitar confusdo, mas suficiente para garantir a celeridade do processo
(Rubec & Cruz, 2005; HSA, 2006). Assim sendo, esta etapa devera ser 0 menos
stressante possivel, para ndo comprometer a qualidade da agua, resultante do aumento
da libertacdo de produtos de excrecdo, por parte de individuos stressados (HSA, 2006;
OIE, 2009). Em aquacultura, uma das metodologias desta etapa passa por bombear os
peixes directamente para a unidade de transporte, poupando tempo e minimizando o
manuseamento, uma vez que se evita 0 contacto com a rede e elimina-se a necessidade
de captura dentro dos tanques, para a unidade de transporte (Rubec & Cruz, 2005). No
entanto, também esta medida implica algum risco no dano fisico dos individuos, devido
a friccdo existente durante este processo, existindo por isso diversos estudos (Branson,
2008), ndo s6 com o intuito de melhorar esta metodologia, como também no
aperfeicoamento da metodologia tradicional de captura, usando uma rede ou manga.
Neste caso, as principais variantes de estudo sdo direccionadas para 0 material, e cor,
das redes ou mangas utilizadas (Rubec & Cruz, 2005; Branson, 2008).

Como consequéncia das duas etapas complicadas j& ultrapassadas -
carregamento e transporte - o descarregamento € a fase mais critica a nivel fisiologico,
para 0s animais transportados (HSA, 2006; OIE, 2009; Berka, 1986). Esta situacdo
resulta do stress acumulado e da exposicdo a aguas alteradas, no seu destino, com
diferentes caracteristicas (pH, temperatura, CO,, etc.) ou de qualidade inferior,
originando um acréscimo de stress, muitas vezes superior ao limite suportado pelos
individuos transportados (Berka, 1986). Por estas razfes, o descarregamento devera ser
0 mais imediato possivel, assim que a unidade de transporte chegue ao seu destino
(OIE, 2009). Algumas espécies irdo necessitar de aclimatizacdo a chegada,
particularmente quando v&o ser expostas a diferentes qualidades de agua (OIE, 2009;
Swann, 1914). No transporte em sacos de polietileno, & sempre aconselhado deixar o
saco repousar na agua de destino, durante tempo suficiente para que a temperatura

dentro do saco iguale a temperatura da agua onde se irdo introduzir os espécimes
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(Swann, 1914; Wurts, 1984). Recomenda-se ainda que 0s peixes sejam mantidos em
isolamento, numa area escura e tranquila, no minimo durante 48h, apds a chegada ao
destino (OATA,; Branson, 2008). Durante este periodo, devera ser feita uma avaliacdo
do estado dos individuos, administrando-lhes medicamentos contra possiveis parasitas
ou outros tratamentos que venham a ser necessarios, sendo alimentados a tempos
espacados.

Para minimizar o efeito prejudicial do transporte, é importante que exista uma
monitorizacao dos individuos, 0 maximo possivel (Branson, 2008). No entanto, e apesar
de inspecgdes periddicas durante o transporte serem necessarias, alguns autores
(Branson, 2008; Berka, 1986) consideram que demasiadas verificacbes poderdo
inflacionar o stress ja existente. A melhor maneira de conjugar estas duas teorias, € uma
monitorizacdo da carga 0 menos invasiva possivel, como a existente nos well boats,
equipados com circuito de vigilancia nos po¢os onde 0s peixes vdo acondicionados,
permitindo uma monitorizagdo constante, sem por em causa 0 seu bem-estar (OIE,
2009). A monitorizacdo comeca ainda antes do transporte, quando se selecciona 0s
individuos em condicGes de serem transportados; € crucial durante todo o percurso de
transporte, para assegurar que tudo corre como esperado e deve continuar mesmo
quando os espécimes ja se encontram acomodados nas instalagdes de destino, apds o
transporte, para assegurar que 0s peixes se encontram em boas condig¢des ou identificar
qualquer dano ou lesdo provocada por qualquer uma das etapas de transporte (Branson,
2008). Este feedback, por parte do destinatario, é essencial para a evolucéo do transporte
de peixe vivo, para se corrigir qualquer falha existente ou aperfeicoar qualquer aspecto

técnico, material ou metodoldgico.

1.4.1.Stress e Bem-estar animal

A capacidade dos peixes em tolerar o manuseamento, densidades elevadas e
disturbios fisicos, depende da espécie, idade, tamanho e condicéo fisioldgica (Branson,
2008). O transporte implica privacdo de comida, manuseamento fisico e mudanca de
meio ambiente nos individuos transportados; estas implicacdes resultam num acumular
de situagcOes negativas, prejudiciais ao bem-estar dos espécimes transportados, cabendo
aos responsaveis pelo transporte, a garantia de que este sera efectuado nas melhores
condi¢Bes possiveis, de modo a evitar e/ou minimizar o desconforto e stress
desnecessarios (HSA, 2006).
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O conceito de bem-estar animal, apesar de claro de intencGes, serd sempre alvo
de diferentes perspectivas, consoante o grupo de interesse envolvido (Branson, 2008).
Uma das perspectivas mais populares, baseia-se na capacidade de adaptagédo do
individuo ao meio ambiente que o rodeia (Broom, 1991; Broom, 1998).
Independentemente da abordagem escolhida, existem diversos aspectos a ter em atencéo
na definicdo de bem-estar animal. As diferentes perspectivas resultam das diferencas de
valores de opinido, ndo existindo uma perspectiva correcta ou errada, apenas diferentes
abordagens. No entanto, o conceito de bem-estar animal devera ser consensual tanto
numa aproximacdao cientifica, como pelo publico em geral. Com base neste consenso, 0
Farm Animal Welfare Council (FAWC) divulgou uma teoria, baseada em cinco
requisitos para um estado de bem-estar animal, na qual os animais deverdo estar
alimentados, livres de desconforto, “dor”, lesdes, registando niveis comportamentais
idénticos aos verificados no seu habitat natural.

Muitas questdes relativas ao bem-estar dos animais, particularmente dos peixes,
encontram-se ainda sem resposta e cabe as entidades envolvidas no manuseamento de
peixe vivo, determinar o verdadeiro sentido e resultado de bem-estar. Para isso,
contribuird em grande parte a experiéncia ganha em cada transporte, que permite uma
evolucdo na avaliacdo dos diversos parametros, sejam eles fisicos, fisiologicos ou
comportamentais, que permitam uma melhor percepcao do significado de bem-estar.

OrganizacGes como a Humane Slaughter Association (HSA), a Organizacéo
Mundial de Sanidade Animal (OIE - Office International des Epizooties), a Ornamental
Fish International (OFI), entre muitas outras, tiveram um contributo importante tanto na
consciencializagdo publica, como na pressao politica para uma maior celeridade na
criacdo de novas leis e direitos animais. O Animal Welfare Act, criado em 1966 (e
posteriormente modificado por seis vezes, a ultima em 2007), continua actualmente a
ser a unica lei federal, nos EUA, que controla 0 manuseamento animal em situacdes que
ponham em causa 0 seu bem-estar fisico e fisioldgico, devido a préticas como
investigacao, transporte ou mesmo contrabando e exibi¢Ges animais (Branson, 2008).

Apesar da enorme controvérsia existente sobre a capacidade dos peixes de
experienciar dor, diversos estudos fundamentam cada vez mais a ideia que 0S peixes
teledsteos partilham a capacidade e processos de dor e stress fisioldgico, idénticos aos
restantes vertebrados (Barton & lwama, 1991; Sneddon et al., 2003a); Branson, 2008).

Existem ainda poucas pesquisas referentes ao stress fisio- e imunoldgico, nos

peixes, uma vez que a maioria das pesquisas a nivel fisiolégico se focam quase
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exclusivamente ao entendimento da funcdo humana, existindo por isso uma maior
clarificagdo do stress em mamiferos. Adicionalmente, torna-se dificil extrapolar os
testes dos mamiferos, como ponto de partida para a avaliagdo do stress em peixes, uma
vez que alguns métodos utilizados, como sinais vocais ou faciais, se tornam irrelevantes
quando se lida com peixes (Branson, 2008).

Durante o processo evolutivo, desde os organismos unicelulares aos organismos
mais complexos, as células comecaram a usar moléculas que sinalizam uma série de
sinais de emergéncia, de modo a proteger funcbes celulares de agressdes externas e
repentinas. A resposta ao stress, aumenta as hipdteses de sobrevivéncia do individuo,
quando confrontado com uma ameaca imediata, quer seja real ou aparente (Johnson et
al., 1992; Branson, 2008). Esta resposta caracteriza-se pelo desencadeamento de
diversos mecanismos fisiologicos, cujo objectivo passa por contrariar os efeitos
originados pelo agente stressante, retornando assim o equilibrio do individuo, ou
estabelecendo um novo equilibrio, adaptado as novas condi¢ées em que o individuo se
encontra. A resposta ao stress fisiologico pode ser dividida em trés fases — primaria,
secundaria e terciaria — de acordo com o Sindrome de Adaptacdo Geral (SAG)
(Carmichael et al., 1984; Robertson et al., 1987; Moyle & Cech, 1998; Staurnes et al.,
1994; Oliveira & Cyrino, 1998; Alves et al., 2010).

Numa primeira fase, a resposta ao stress manifesta-se através dos sistemas
sensoriais e endocrinos, despoletando diversas reaccdes, que vao definir e sinalizar o
tipo de stress a que os individuos estdo expostos, e qual a resposta apropriada. Esta fase
caracteriza-se pela rapida activacdo das células do eixo da BSC (brain-sympathetic-
chromaffin) e do eixo HPI (hypothalamic—pituitary—interrenal), havendo libertacdo de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e cortisol na corrente sanguinea (Alves et al,
2010; Branson, 2008; Robertson et al., 1987). Com a libertacdo de adrenalina, a
frequéncia cardiaca vai aumentar, provocando dilatacdo dos vasos sanguineos, dirigindo
o fluxo sanguineo para regides especificas do corpo, quando necessario. No caso
particular dos peixes, ird aumentar o seu batimento opércular. E nesta primeira fase, que
se define a reaccdo dos individuos ao estimulo stressante (reaccdo fight-or-flight), em
que a activacdo de varios tecidos — devido aos efeitos metabolicos e cardiovasculares
desencadeados pela libertacdo de adrenalina e noradrenalina — vai aumentar a
disponibilizacdo e mobilizacdo de energia para os musculos e sistema nervoso, com 0
intuito de enfrentar ou evitar a ameaca gerada (Pickering, 1993; Pickering & Pottinger,
1995; Branson, 2008).

18



Num segundo nivel de resposta ao stress — marcado pela resisténcia dos
individuos quando expostos intensiva e prolongadamente a situacdes de stress — as
alteracOes fisiologicas provocadas por esta fase de resisténcia, vao ter um efeito
fisiolégico mais prolongado e significativo, que as sentidas numa primeira fase de
alarme. Este nivel de resposta é entdo expresso pelos efeitos hormonais com
implicagbes ao nivel do sangue e dos tecidos, causando ndo s6 um distdrbio no
equilibrio hidromineral, como também alterando o metabolismo e as funcdes cardio-
respiratorias e imunolégicas do individuo (Alves et al., 2010). Segundo Bonga (1997), o
aumento de catecolaminas no sangue, em conjunto com uma possivel danificacdo nas
branquias ou na pele dos individuos, aumenta a permeabilidade da superficie epitelial, a
agua e a ides, perturbando o balanco hidromineral. E devido a esta correlacio existente
entre balanco hidromineral e stress nos peixes, que factores externos como pH,
composicdo mineral e niveis i6nicos de calcio na agua, representam um grande impacto
na intensidade do agente stressor (Strange et al., 1977).

Numa terceira fase de resposta ao stress, os individuos entram numa fase de
exaustdo, caracterizada pelos efeitos fisiologicos que vao afectar negativamente todo o
funcionamento do peixe, com impacto ao nivel de crescimento, aumento da
susceptibilidade a infec¢es, alteracdo comportamental, colapso de um ou mais sistemas
de 6rgdos e, até mesmo, pondo em causa a sua propria sobrevivéncia (Alves et al.,
2010; Barton, 2002; Bonga, 1997; Iwama, 2007; Berka, 1986; Pickering, 1993).

A resposta ao stress envolvendo uma curta exposicao a situacdes desfavoraveis,
podera ser superada ou evitada, ou resultar na morte do animal. Em exposic¢des longas,
como em cativeiro ou piscicultura intensiva, os individuos poderdo encontrar situacoes
desfavoraveis, assimiladas como possivel ameaca, que poderdo ndo ser imediatamente
resolvidas, mas ndo sendo necessariamente letais (Branson, 2008). Numa exposicao
Unica de stress agudo, ndo ha necessariamente um dano acentuado. No entanto, quando
expostos repetitivamente a agentes stressantes, com efeito cumulativo, como acontece
no transporte, podera levar a um efeito cronico, com supressdo do sistema imunitario,
aumento a susceptibilidade a doencas e lesdes, reduzindo a resposta imunitaria
(Branson, 2008). A “inactivacao” dos principais sistemas de defesa no exacto momento
critico, a nivel fisiologico, em que seria de esperar o inicio da sua funcdo, pode parecer
um pouco contra-senso. No entanto, na realidade, a imunosupressdo induzida pelo stress
imediato, € necessaria e fundamental na contengdo de processos, que sem esta accao

levariam a reac¢des auto-imunes (Nesse & Young, 2000). Um destes casos € o efeito
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supressor do cortisol nos processos reprodutivos (Schreck et al., 2001) e de crescimento
(McCormick et al., 1998). Este efeito pode ser considerado como uma “recolocacdo” de
recursos de actividades ndo essenciais, numa tentativa de colmatar o desgaste
fisioldgico imediato, até a sobrevivéncia do individuo estar garantida (Branson, 2008).

Diversos trabalhos (Weiss, 1972) sobre o impacto do stress fisiologico,
demonstraram varios efeitos do stress, afectando o crescimento, reproducéo,
comportamento e sistema imunitario (Bonga, 1997; Branson, 2008). Estudos mais
recentes, indicam a possibilidade do stress como causa de erosdo (Kindschi et al.,
1991b) e ulceracdo (Udomkusonsri et al., 2004) das barbatanas (Branson, 2008). O
stress pode ainda afectar o peso dos peixes, aumentando o de individuos de agua doce e
diminuindo o peso dos de &gua salgada, através do aumento da adrenalina,
influenciando as funcdes branquiais, resultando num aumento de permeabilidade da
membrana, que permite a entrada (peixes dgua doce) ou saida (peixes dgua salgada) de
agua e consequente variacio de peso (Moyle & Cech, 1998). E ainda de notar, que a
resposta ao stress difere, qualitativa e quantitativamente, entre espécies (Strange et al.,
1977; Branson, 2008).

A relacdo entre stress e bem-estar do peixe é dificil de identificar com absoluta
certeza, mesmo com metodologias de analise do fitness, producdo e resposta fisioldgica
e neuroldgica (Goede & Barton, 1990; Turnbull et al., 2005; North et al., 2006;
Varsamos et al., 2006; Branson, 2008). Apesar da relacdo directa entre stress e bem-
estar ndo se encontrar ainda totalmente identificada e esclarecida, na realidade, estes
dois pardmetros encontram-se correlacionados e interligados, uma vez que os principais
agentes stressores durante um transporte de peixe vivo, normalmente coincidem com o0s
factores prejudiciais ao bem-estar dos individuos transportados (lverson et al., 1998;
Oliveira & Cyrino, 1998), tornando a detec¢do de stress numa ferramenta indispensavel

na avaliacdo do bem-estar animal (Branson, 2008).

1.4.2.Cortisol como parametro de avaliacdo de stress

A resposta primaria e secundaria dos peixes, ao stress, pode ser avaliada através
de diversos parametros hormonais, metabdlicos, hematologicos e hidrominerais.
(Barton, 2002; Alves et al., 2010; Strange et al., 1977; Oliveira & Cyrino, 1998). Uma
vez que a resposta ao stress pode ser influenciada por varios factores, extrinsecos e

intrinsecos ao peixe (Barton, 2002; Mommsen et al., 1999; Pottinger, 2008; Alves et al.,
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2010; Branson, 2008), a metodologia eleita para aferir o stress nos peixes, devera
cumprir uma série de critérios.

O indicador escolhido devera ter significado a nivel de diagnostico, informar
acerca do estado de stress no peixe, garantido especificidade a resposta ao stress
(Branson, 2008). Neste momento, o indicador que mais se aproxima de cumprir todos
0s requisitos é a uma hormona esterdide, o cortisol (Branson, 2008; Scott & Ellis, 2007;
Scott et al., 2008). As concentracGes de cortisol no sangue variam entre as diferentes
espéecies. No entanto, entre individuos da mesma espécie, 0s niveis de cortisol num
individuo sem stress, sdo mais baixos comparativamente aos niveis verificados durante
uma situacdo de stress (Strange et al., 1977; Branson, 2008). Apesar de ser um
indicador fidvel do estado de stress existente no peixe, o uso da concentragdo de cortisol
ndo estd isenta de algumas complicagdes, derivadas do factor “instabilidade”, inerente
aos parametros que afectam esta concentracéo.

Existem diferentes metodologias para a obtencdo de amostras, para dosear
cortisol. Estas amostras podem ser recolhidas através de métodos invasivos, como
exemplo as amostragens provenientes da bilis ou do plasma; ou recorrendo a uma
aproximacdo menos invasiva, através de amostras de fezes ou da agua em que se
encontram os animais (Scott & Ellis, 2007; Branson, 2008). A recolha de sangue ou da
agua dos peixes, sdo as metodologias mais utilizadas, em que esta Ultima tem vindo a
sofrer melhorias, na tentativa de creditar esta metodologia ndo invasiva, em detrimento
da recolha de sangue que é extremamente invasiva. No entanto, desenvolvimentos
recentes em protedmica e gendmica, sugerem que este tipo de parametros, como o
cortisol, poderdo ndo ser suficientes na avaliacdo fisioldgica, em situacdes de stress
cronico, devido a aclimatizacdo do eixo HPI (Alves et al., 2010). De facto, o “acesso”
privilegiado aos mecanismos envolvidos nos processos relativos ao stress, poderdo
trazer uma melhor perspectiva, na compreensao e identificacdo de indicadores de stress
e/ou bem-estar animal (Alves et al., 2010).

Segundo Branson (2008), a quantificacdo de cortisol através do plasma, do ponto
de vista cientifico, serd a metodologia mais precisa, comparativamente as diferentes
opcOes de obtencdo dos niveis de cortisol nos peixes. Isto deve-se ao facto de o sangue
reflectir imediatamente a actividade secretoria do tecido interrenal. Esta sera a principal
vantagem na escolha deste tipo de amostragem, que permite também uma aferigdo
individual da concentracdo de cortisol existente. No entanto, o cardcter invasivo desta

metodologia torna-se problematico quando estdo em causa animais raros, de tamanho
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reduzido ou com elevado valor economico para serem sujeitos a uma pratica que
implica dano directo, como a perda de sangue (Scott et al., 2008). Para além disso, a
recolha de sangue implica ainda um manejamento adicional, o uso de anestésicos e uma
exposicdo ao meio atmosférico, que poderdo resultar numa modificacdo do estado
fisioldgico e comportamental, ndo sé no individuo a ser amostrado, como nos restantes
individuos no tanque (Scott et al., 2008). Outro aspecto dubio neste tipo de amostragem,
tem a ver com o tempo que se demora a cumprir esta metodologia, desde a apanha, até a
recolha de sangue, uma vez que se esta for efectuada hum tempo superior a 5 minutos,
estara a por em causa o proprio resultado, onde os distarbios associados ao método véo
activar a resposta ao stress, ou mesmo aumentar os niveis ja existentes (Branson, 2008).
Mesmo com a maxima optimizacdo e celeridade possivel, poderdo sempre ocorrer
discrepancias, provenientes do método, e ndo propriamente do estimulo que se pretende
avaliar.

Torna-se possivel avaliar o nivel de cortisol, existente na agua onde se
encontram os individuos, uma vez que os esterdides conjugados sdo também excretados
pela urina, e onde os esteroides livres sdo libertados para a agua, de forma passiva,
durante a passagem do sangue pelas branquias (Vermeirssen & Scott, 1996; Ellis et al.,
2005; Branson, 2008). Diversos estudos (Scott & Ellis, 2007) demonstram a
competéncia deste método, que se encontra ainda em modelacdo, na tentativa de um
melhoramento dos seus factores mais instaveis (ver Scott & Ellis, 2007 e Scott et al.,
2008). Uma das principais desvantagens, prende-se com o facto de este método ndo
avaliar a concentracgdo de cortisol, a nivel individual. No entanto, no transporte de peixe
vivo, este problema ndo se coloca, uma vez que a principal preocupacdo incide no
controlo dos parametros do tanque, no geral, e ndo nos individuos, em particular. O
facto deste este método depender da recolha de dgua, onde existe excre¢do por parte dos
individuos avaliados, torna esta técnica problemética na avaliacdo em sistemas com
renovacdo de agua, tornando-se mesmo inadequado em sistemas de jaulas em alto mar
(Branson, 2008).

Este método permite a obtencéo de resultados sem o stress adicional, provocado
pela amostragem (como 0 que sucede nas técnicas invasivas), garantindo uma
monitorizacao fisiologica e comportamental (Scott & Ellis, 2007), que em complemento
com os parametros (bio)quimicos aumenta a clarificacdo do estado do individuo durante

um transporte.
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1.4.3.Pardmetros quimicos da agua

Apesar da existéncia de diversos limites para cada pardmetro da qualidade da
agua (Boyd, 1996), a verdade é que as interaccOes entre si sdo extremamente complexas
e considerar estes parametros individualmente € um erro que ird pbér em risco o
transporte (Berka, 1986). N&do sé se tem de examinar as interac¢fes entre 0s mais
diversos pardmetros que influenciam a qualidade da agua — oxigénio, dioxido de
carbono, pH, amonia, temperatura, sélidos em suspensdo — como perceber o impacto
que essas interaccdes irdo assumir, no dano real causado nos individuos (Swann, 1914).
Ou seja, concentracdes idénticas de um parametro irdo ter repercussbes diferentes,
consoante as concentragcdes dos outros parametros directamente influentes.

Como por exemplo (HSA, 2006), se considerarmos o tanque A (pH 6,5; 10°C) e
B (pH 7,8; 15°C), ambos com idénticas concentracdes de amdnia total, vao resultar em
diferentes concentracdes de toxicidade, devido a diferenca de pH e temperatura, onde no
tanque A essas concentracOes vao ser inofensivas, enquanto no tanque B, assumem uma
toxicidade 20 vezes superior a verificada em A (HSA, 2006).

A temperatura, os solidos em suspensdo, pH, CO2, oxigenacdo e amonia serao
os principais alvos de controlo, onde a oxigenacdo e a amonia assumem maior
importancia.

As temperaturas recomendadas para um transporte irdo sempre depender da
espécie dos individuos transportados. No entanto, e salvo alguma peculiaridade por
parte de algumas espécies, o transporte deverad ser efectuado entre 4°C a 12°C. A
temperaturas inferiores, o metabolismo dos individuos transportados é reduzido,
levando a uma aglomeracgdo dos peixes no fundo, resultando na asfixia dos individuos
do fundo; por outro lado, temperaturas mais elevadas implicam uma diminui¢do no
oxigeénio dissolvido, levando a uma maior propensdo na ocorréncia de stress, por parte
dos individuos transportados (HSA, 2006).

Durante o transporte poderdo ainda ocorrer mudangas bruscas, tanto da
temperatura como do pH, principalmente nos transportes de espécies de dgua doce, onde
a capacidade de tampdo da dgua doce é muito inferior relativamente a existente em agua
salgada, propiciando oscilagbes nestes parametros. Os sOlidos em suspensdo sao
também um factor importante. Para além da colmatacdo das branquias — com elevado
dano no epitélio branquial, facilitando o aparecimento de infeccbes por bactérias e
fungos e comprometendo as trocas gasosas (Moyle & Cech, 1998; Swann, 1914). As

particulas em suspensdo aumentam a erosao da pele dos individuos e dificultam a sua
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visdo. No transporte de ovos, em incubacgéo, a acumulacdo no fundo de particulas em
suspensdo vai privar 0s ovos de oxigenio, pondo em risco toda a carga (Alabaster &
Lloyd, 1982; Wedemeyer, 1996).

A qualidade da agua de transporte varia em funcdo da densidade da carga
transportada e do tempo de transporte (Berka, 1986). A bibliografia recomenda uma
mudanca de 4gua completa, se o transporte se alongar por tempo superior a 16h (Berka,
1986). No entanto, nem sempre isto € possivel e quando se efectua um transporte sem
mudanca de agua, a deterioracdo da agua € inevitavel, resultando no aumento dos
produtos de respiracdo — libertacdo de CO2 — e excrecao — libertagdo de amonia — tendo
como consequéncia um decréscimo no pH e um acréscimo de material orgénico e
solidos em suspensdo (Branson, 2008; Berka, 1986).

Relativamente a oxigenacdo no transporte, a primeira hora assume extrema
relevancia, devido aos elevados niveis de excitabilidade, que requisitam maiores
quantidades de oxigénio, num curto tempo de ajuste (Berka, 1986). Em sistemas
fechados, este problema € ultrapassado, devido a natureza da atmosfera pressurizada,
havendo oxigénio suficiente, ndo se tornando um factor limitante (Berka, 1986). Nos
sistemas abertos, é aconselhavel preparar os tanques com oxigénio extra, para prevenir
qualquer necessidade extra e/ou problemas que possam surgir durante o transporte. No
entanto, um défice de oxigénio poderad ocorrer, particularmente em casos de elevadas
densidades ou duraces de transporte (Berka, 1986).

Quando os peixes estdo confinados num espaco reduzido, comparativamente ao
seu habitat natural, vai haver um aumento na actividade muscular, resultando numa
privacdo de oxigénio, que se torna insuficiente para colmatar as necessidades dos
individuos. Como consequéncia, o acido lactico vai-se acumular nos muasculos e no
sangue, causando uma diminuicdo do pH no sangue. Esta acumulacdo de acido lacteo,
podera demorar cerca de 24h para ser reduzida, variando entre cada espécie o tempo de
recuperacdo (Berka, 1986). A capacidade de uso de oxigénio, nos peixes, depende da
sua tolerancia a diversos factores, como stress, temperatura da agua, pH, CO2 e amdnia.
A manutencdo dos niveis de oxigénio é crucial, permitindo uma melhor resposta a
outros desafios existentes no transporte de peixe vivo (Berka R, 1986).

Ao serem transportados em ambientes confinados, 0s peixes sdo expostos a
elevadas concentracfes de CO2, que sdo prejudiciais, e que poderdo resultar no factor
limitante do transporte (Berka, 1986). A medida que o CO2 se dissolve, s&o libertados

ibes de hidrogénio, acidificando a agua (decréscimo de pH) (Westers, 2001; Branson,
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2008; Berka, 1986). O aumento de CO2 resulta na incapacidade de excretar o CO2
enddgeno, levando ao aumento de CO2 no sangue (hipercapnia), afectando o equilibrio
acido-base e o transporte de oxigénio das branquias para os tecidos (Chow et al., 1994;
Oliveira & Cyrino, 1998; Branson, 2008). Consequentemente, o pH do sangue vai
diminuir, levando a que haja acidose, resultado da reducdo da capacidade de transporte
de oxigénio no sangue — efeito de Bohr — e também reduzindo a saturacdo de oxigénio
no sangue — efeito de Root. Mesmo quando os niveis de oxigénio sdo adequados, se a
concentracdo de CO2 é elevada, podera significar a morte dos individuos. Um
arejamento adequado, mais do que necessario, € fundamental no transporte de peixe
vivo, reduzindo as concentragcfes de CO2 dissolvido (Berka, 1986).

Por estes motivos, e apesar de o controlo da oxigenagdo ser relativamente
simples, comparativamente ao controlo de amdnia, a oxigenacao &, a par com a amonia
0s principais parametros (bio)quimicos a serem controlados, uma vez que se ambos
atingirem niveis criticos durante o transporte, poderd ter um impacto catastréfico nos
individuos transportados.

Ao contrario da oxigenacdo, o controlo de amoénia torna-se mais complicado,
uma vez que se pretende que esta seja removida ou transformada para um estado nao
toxico. A amdnia é uma substancia toxica, para todos os vertebrados, existente no
ambiente aquatico e que resulta dos produtos de excrecdo de plantas e animais, da
decomposicdo da matéria organica, de emiss@es vulcanicas e, cada vez mais, do impacto
antropogénico (Randall & Tsui, 2002; Branson, 2008). A amoénia é o primeiro
metabolito de excrecdo, resultante do catabolismo das proteinas e aminoéacidos,
existentes no alimento (Evans et al., 2005; Branson, 2008; Berka, 1986). Devido a sua
elevada toxicidade e a necessidade de diluicdo para niveis menos tdxicos (cerca de 400
mL de agua por cada 1g de amonia), a amonia € utilizada como produto de excrecdo,
maioritariamente pelos animais aquéaticos (Withers, 1998).

Nos peixes teledsteos, a formacdo de amonia ocorre no figado, sendo
transportada no sangue e posteriormente libertada directamente para a agua, através das
branquias (Smith, 1929). Este processo vai evitar um gasto de energia suplementar na
transformacdo de amdnia em produtos menos toxicos, como a ureia e o &cido Urico
(Figura 1). Em solugdo aquosa, a amdnia encontra-se em equilibrio entre a sua forma
ionizada (NH4") e ndo ionizada (NH5), sendo que esta Gltima é extremamente toxica

(Berka, 1986). A percentagem de amonia ndo ionizada depende tanto da temperatura,
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como do pH (Berka, 1986) (Figura 2), sendo directamente proporcional ao aumento
destes (Correia et al., 2010).

Plasma Agua do mar

Epitélio das branquias

A\ J

Na

Basolateral Apical

Figura 1: Modelo da excrecdo de amonia em peixes de agua salgada, destacando-se as

diversas formas de transporte através do epitélio branquial (Adaptado de Wilkie, 2002).

NH,
' Niveis de pH elevados

impedem a excrecéo de|
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NH; NH;

Niveis de pH baixos
aumentam a excrecéo de .
amonia H

Epitélio das  NHs"
branquias

AGUA SANGUE

NH,*

Figura 2: Esquema do efeito do pH ambiental na excrecio de amonia através do epitélio das

branquias dos peixes (Adaptado de Ip et al., 2001).

Para evitar 0 aumento de amonia durante o transporte, por metabolismo dos
peixes ou accdo bacteriana, deve-se diminuir a temperatura da &gua de transporte e
cessar a alimentacdo dos individuos, 48h a 72h antes do transporte, dependendo do seu

tamanho na altura do transporte — peixes com maior comprimento (superior a 20 cm),
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necessitam mais tempo sem alimento, relativamente aos de menor comprimento
(inferior a 20cm) (Berka, 1986; Swann, 1914).

Os efeitos toxicos da amonia sdo registados a diferentes niveis, consoante a
espécie em questdo. Existem algumas opinides e teorias em relacdo ao resultado de uma
exposicdo aguda a elevada toxicidade de aménia. No entanto, em todos os vertebrados,
incluindo os peixes, a amonia vai ter um efeito prejudicial no sistema nervoso, (Randall
& Tsui, 2002; Haywood, 1983), interferir nos processos fisiologicos, ou levar a
despolarizacdo de fibras musculares e neuronios (Randall & Tsui, 2002; Berka, 1986),
podendo resultar na morte do individuo (Berka, 1986). Ao longo do tempo, diversos
autores (Larmoyeux & Piper, 1973; Smith & Piper, 1975; Smart, 1976; Alabaster &
Lloyd, 1982; Haywood, 1983; Thurston et al., 1984; Tomasso, 1994; Twitchen & Eddy,
1994; Berka, 1986) reportaram graves lesdes, ocorridas em individuos da espécie
Oncorhynchus mykiss (truta-arco-iris), quando expostos a um efeito crénico de aménia.
Desde variados danos nas branquias — produgéo de muco, hiperplasia, fuséo das lamelas
das branquias, etc. — mal funcionamento dos rins e do figado, decréscimo na
assimilacdo de alimento, dificuldade no crescimento e aumento da erosdo nas barbatana.

A exposicao a elevadas concentracdes de amonia, de forma cronica, resulta na
faléncia de vérios 6érgdos e funcdes, pondo em causa muito mais do que o bem-estar dos

individuos, originando um perigo a satde e viabilidade dos animais transportados.

1.4.4.Controlo dos parametros quimicos da agua

A utilizacdo de substancias para ajudar o controlo dos parametros (bio)quimicos
da &gua, é um ideal perseguido desde os primeiros transportes. Ndo sé sera 0 campo no
transporte de peixe vivo, em constante desenvolvimento, como é aquele que relne
maior discordancia, cuidado e evolucdo. Por tudo isto, a decisdo da utilizacdo de
produtos quimicos no controlo do ambiente de transporte, devera ser feito com plena
consciéncia que o que funciona para uma espécie, num determinado transporte, podera
ndo funcionar num outro transporte, ou mais tarde se revelar como prejudicial em vez
de benéfico. Estes métodos incluem, na maioria dos casos, 0 uso de reagentes quimicos,
que ao longo de dois seéculos de transporte de peixe vivo sofreram mudancas e
evolugdes. O uso de anestesicos ou tranquilizantes permite o decréscimo tanto da
producédo de CO, e NH3, como do consumo de O, (Branson, 2008). No entanto, 0 seu
uso tera de ser sempre muito bem ponderado, uma vez que o efeito criado podera

resultar em perdas de larga escala. Quando sedados, os individuos perdem parte da
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capacidade natatoria, e corre-se o risco de estes se amontoarem no fundo dos tanques,
sufocando e danificando fisicamente os individuos do fundo. A benzocaina (éster etilico
do é&cido paraaminobenzoico) € um dos anestésicos mais efectivos (Allen, 1998;
Meinertz, 1999). Apesar de apresentar bons resultados numas espécies (ex: Tilapia
[Pseudocrenilabrinae]), noutras como o Matrinxa (Brycon amazonicus) observou-se
uma elevada mortalidade ap6s o transporte (Carneiro e Urbinati, 1998), tornando a
benzocaina num bom exemplo de um quimico que acaba por ser eficaz, mas com uma
ténue margem de seguranca entre a dose letal e a correcta (Olfert et al., 1993; Allen,
1998). Diversos autores (Dupree & Huner, 1984; Johnson, 1979; Hatting, 1975; Powell,
1970; Carmichael, 1984) aconselham a adigdo de NaCl, para reduzir a producdo de
muco, e de CaCl,, para suprimir a disfuncdo metabolica e osmoreguladora (Branson,
2008).

O pH é, também, um factor importante a controlar, visto que as proporcdes de
amonia e CO; séo fungdes directas deste (Coward & Lunn, 1981; Berka, 1986). O pH
da &gua tem tendéncia a diminuir, acidificando o meio, devido a libertagdo de CO2
através da respiracdo dos individuos transportados. O uso de solugdes tampdo permite
controlar o pH durante o transporte, sendo também aconselhado por diversos autores
(Correia et al., 2010; Correia et al., 2008; Johnson, 2004; Wurts, 1995; Johnson, 1979;
Amend et al., 1982; Dupree & Hunter, 1984; Berka, 1986). O Tampdo Tris (tris-
(hidroximetil)-aminometano - (HOCH,)3CNHy), o bicarbonato de sddio (NaHCO3) e o
carbonato de so6dio (Na,COj3 ) sdo ainda hoje utilizados com sucesso (Correia et al.,
2010), em diversos transportes, podendo ser considerados como as solucdes tampéo
mais comuns no transporte de peixe vivo.

A analise dos dados do transporte, contabilizando apenas a etapa do percurso,
mais do que insuficientes, tornam-se refutaveis, porque danos fisioldgicos a
médio/longo prazo, apenas se tornam perceptiveis na etapa complementar ao transporte,
sendo importante o feedback do receptor. E importante a consciencializagdo de que
mesmo com dados que suportem o uso de determinada substancia, mais tarde, o
aparecimento de novos métodos ou tecnologias, poderdo sempre pdr em causa essa
mesma substancia. O acompanhamento da evolucdo deste campo €, assim, uma das
principais preocupacdes e obrigacOes a ter em conta, quando se organiza um transporte

de peixe vivo.
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1.4.5.AmQuel®

O controlo da amoénia durante o transporte de peixe vivo, é uma das

problematicas mais exigentes ao nivel de controladores quimicos. Nos anos 80, para
controlar a amoénia, era recorrente o uso de Clinoptilolite e Zeolite mineral,
particularmente em transportes de longa duracdo, efectuados em sacos (Berka, 1986;
Amend et al., 1982; Bower & Turner, 1982). A Clinoptilolite é da familia da Zeolite,
pertencendo a um numeroso grupo de minerais que possuem uma estrutura porosa. Sao
minerais de aluminosilicatos hidratados, que vd@o funcionar como adsorventes das
moléculas de amdnia. Devido a sua estrutura, podem ligar-se a uma a diversidade de
ides positivos, como K*, Na*, Mg e Ca”". Devido a esta caracteristica, estas
substancias tem uma elevada afinidade com o célcio, podendo por isso causar a sua
deplecdo da agua, deixando de ser tdo utilizados. Actualmente muitos transportes
acabam por ser efectuados sem nenhum agente quimico controlador de amonia,
optando-se por vérias mudancas de &gua, dependendo da duracdo e percurso de
transporte. No entanto, mudancas de dgua durante o transporte poderdo ser prejudiciais
para os individuos, na medida em que se esta a interferir negativamente numa situacéo,
ja de si, stressante. Existe uma outra opcdo, até agora viavel, que consiste na remocao
de amonia através de um agente quelante, 0 AmQuel® (Novalek Inc., U.S.A.), tendo
sido utilizado, com sucesso, em diversos transportes de peixe vivo, particularmente
elasmobranquios (Correia et al., 2010; Visser, 1996; Young et al., 2002; Correia et al.,
2008).

O AmQuel® foi desenvolvido em 1980, com o intuito de controlar aménia,
cloretos e cloraminas na 4gua. O AmQuel® vai quelar a aménia, ndo a removendo, mas
neutralizando a sua toxicidade, sendo necessaria filtracdo biol6gica para converter a
amonia, entretanto neutralizada, em nitrito e nitratos. O factor activo do AmQuel® é o
hidroximetanosulfonato de so6dio (HOCH,SO3Na) (Figura 3a). O hidroximetano vai
reagir com a amoénia, formando uma substancia estavel, ndo tdxica e soltvel em agua. A
parte sulfonato da molécula de AmQuel® vai reagir tanto com os hipocloritos (OCI),
como cloretos, levando a formacdo de CI e a reaccdo instantanea entre a amonia em

solugéo e o hidroximetano (Figura 3b).
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Figura 3: a) Hidroximetanosulfonato de s6dio (HOCH,SO3Na), factor activo do
AmQuel®. b) Reacgdo de hidroximetano com a amoénia, formando uma substancia

estavel, ndo toxica e soltvel em agua (adaptado de KORDON® ¢, 2009).

Segundo a marca representante deste produto, foram efectuados testes em que
ndo sé a molécula resultante desta reaccdo seria estavel, como existe a garantia de que
mesmo na inexisténcia de um filtro bioldgico, a amédnia ndo sera libertada novamente na
4gua. Adicionalmente, a molécula de AmQuel® é também ela estavel, e exceptuando as
mudancas de agua ou a existéncia de carvdo activado em granulado no tanque,
continuara disponivel para reagir com a amoénia, até o AmQuel® se encontrar
completamente saturado na agua em que foi adicionado. Esta serd uma das vantagens
deste produto, quando utilizado no transporte de peixe vivo, uma vez que permite que o
excesso de AmQuel® adicionado ao tanque seja utilizado posteriormente & sua adic#o.
Até ao presente, 0 AmQuel® adicionado n&o revela aparentes efeitos adversos, quer em
teledsteos, elasmobranquios, anfibios ou invertebrados. O facto de o AmQuel®
transformar a molécula de aménia numa forma ndo tdxica, confere vantagem
relativamente a outros métodos que actuam por declorinacéo, deixando a amonia toxica
na agua, necessitando de ser removida através de accdo bacteriana ou por adsorcéo,
como por exemplo através de Zeolites. O AmQuel® funcionaré igualmente em &gua
doce ou salgada, o que ndo se verifica nas Zeolites, uma vez que estas apenas

funcionam em agua doce.
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E recomendado o uso de solucdes tampdo em conjunto com o AmQuel®, uma
vez que este vai baixar o pH, que j& tem tendéncia a diminuir para niveis mais baixos,
devido a libertagdo de iGes H* provenientes da respiracio e produtos de excrecdo dos
peixes. Este problema é acentuado no transporte em sacos de plastico, em trajectos
longos, uma vez que se torna mais complicado controlar o pH num transporte em
sistema fechado, devido a impossibilidade de se adicionar solugdes tampdo durante o
transporte, como 0 que sucede em sistema aberto, onde uma subita descida de pH
podera ser controlada com a adicdo de bases (ex: carbonato e bicarbonato). Em aguas de
baixo nivel de mineralizacdo, quando a amonia é removida do equilibrio, vai diminuir o
pH. No entanto, 0 AmQuel® néo poderé ser usado em conjunto com solucdes tampéo
que possuam um grupo amina (ex: solugdo tris), uma vez que esta molécula se vai ligar
a molécula de AmQuel® (Robertson et al., 1987), impedindo que esta se ligue & aménia.

E previsto que este produto actue nos primeiros 5 minutos apés ser adicionado a
agua, ndo afectando as bactérias associadas ao ciclo do azoto, nem afectando a vida
aquatica. Apesar dos diversos testes, onde terdo sido adicionadas quantidades 40 vezes
superiores as recomendadas, sem se verificar qualquer dano para os individuos
aquaticos testados, na realidade é dificil aferir ao certo que impactos poderdo ter nesses
mesmos individuos. Ainda que num transporte de peixe vivo, os individuos apenas
sejam expostos a0 AmQuel® durante o tempo do transporte, ndo existem certezas dos
efeitos fisioldgicos, que poderdo ocorrer a médio ou longo prazo, particularmente em
situaces de exposicdo cronica a0 AmQuel®, como as verificadas em aquarios.

Mais uma vez, é fundamental o feedback e cooperacdo entre todas as entidades
intervenientes nas diversas etapas do transporte de peixe vivo, para uma melhor
clarificacdo, certeza e partilha de informacdo, crucial na evolucdo e avaliacdo da

viabilidade metodoldgica do transporte de peixe vivo.
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2.MATERIAL E METODOS

Este trabalho divide-se em duas partes (I e Il), tendo em conta o seu perfil
pratico. A primeira parte engloba o acompanhamento do transporte e de simulagdes de
transporte de teledsteos marinhos realizados pela empresa Flying Sharks. Nesta seccao
do trabalho incluem-se dados referentes a um transporte de corvinas (Argyrosomus
regius) e duas simulagdes de transporte, uma de corvinas, correspondente ao transporte
acompanhado, e outra de cavalas (Scomber japonicus) relativa a um transporte
efectuado pela empresa e posteriormente descrito por Correia et al. (2010). A segunda
parte do trabalho descreve quatro experiéncias executadas em laboratorio, com o intuito
de melhor compreender o funcionamento e comportamento do produto comercial

AmQuel® no controlo dos niveis de aménia na agua.

I — Metodologia de campo

Esta primeira parte do trabalho foi feita em parceria com a Flying Sharks, sendo
possivel 0 acompanhamento e observacdo de duas simulacGes de transporte e de um
transporte efectivo. Realizaram-se colheitas de dgua, com o intuito de acompanhar o
comportamento do cortisol (ver 2.5), monitorizando-se 0s principais parametros da
4gua, como a temperatura e oxigénio dissolvido (utilizando-se uma sonda OxyGuard®
Handy Oxygen probe®), pH (através de OxyGuard® Handy pH probe®) e amoénia
(usando-se o Palintest® Photometer 7000® photometer — Palintest, UK), em cada
amostragem efectuada.

Os animais utilizados tanto no transporte efectivo como nas simulagdes de
transporte, foram recolhidos pela empresa de pesca Tunipex durante a exploracdo de
uma armacdo de atum ao largo do porto da Fuzeta. Os animais foram recolhidos com
redes de vinil, ndo abrasivas, sendo transportados para terra em tanques redondos, em
polietileno, com 1.6m de diametro, preenchidos com agua do mar até uma altura de 1m.
Este transporte até terra demora cerca de 1h, durante a qual o oxigénio foi fornecido
através de pedras difusoras conectadas a uma garrafa de oxigénio, mantendo-se uma
saturacdo de 150%.

Apos a chegada as instalagfes em terra, os animais foram entéo transferidos para
o tanque principal, em fibra de vidro, com 10m de didmetro e 1.8m de altura. Este
tanque possui um sistema de circulagdo de agua, com uma taxa de renovagao de agua,

diaria, de cerca de 100%. Esta agua é bombeada directamente da Ria Formosa, em
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Olh&o, onde as instalacbes da Flying Sharks se localizam. Este tanque ndo possui um
sistema de controlo de temperatura, sendo necessario um periodo de aclimatizacao,
entre 10 a 15 minutos, antes de os animais serem colocados no tanque. A filtragdo do
tanque é efectuada mecanicamente através de um filtro de areia, e biologicamente
através de bactérias estabelecidas num sistema de biobolas (bioballs) (Bailey & Dakin,
2001).

2.1.Simulacdo de transporte de corvinas (Argyrosomus regius Asso, 1801)

Para além de testar o material técnico de apoio ao transporte, as simulacdes
garantem uma perspectiva do gasto dos quimicos durante o transporte, e permitem
também uma observacdo comportamental, normalmente dificil de realizar em
transportes via rodoviaria ou via aérea.

Esta simulacdo ocorreu a 12 de Novembro de 2008, com o propdsito de se testar
0 comportamento de dois espécimes de corvinas, com 12.3Kg e 18.0Kg, em condi¢des
idénticas (ex: duracdo do ensaio, espaco fisico, fornecimento de oxigénio, etc.) as
existentes durante o transporte (Anexo I).

Apds a sua captura e transferéncia do oceano paras as instalacGes em terra, estes
individuos foram sujeitos a uma adaptacéo, iniciando-se a sua alimentacdo um dia ap6s
a sua chegada. O regime alimentar destes individuos, passa pela introducdo de cavalas
(Scomber japonicus e S. scombrus) no tangue. Nos primeiros dias de cativeiro, as
corvinas tendem a rejeitar alimento que ndo esteja vivo, sendo por isso fornecido
espécimes de cavala, capturados diariamente pela Tunipex, sendo mantidos vivos para
este propdsito (Correia et al., 2008).

Para a simulacdo, estes individuos foram colocados num tanque com um volume
de 1.3 m®, durante 20h, correspondendo ao tempo previsto do transporte. A oxigenacio
do tanque foi garantida através de pedras difusoras conectadas a uma garrafa de
oxigénio colocada no exterior, mantendo-se os niveis de oxigenacdo acima de 150% nas
duas horas iniciais e superior a 300% nas restantes 18h de simulacdo. A cada intervalo
de 2 horas mediram-se os principais parametros (pH, oxigénio dissolvido, temperatura e
amonia) e foram retiradas amostras de agua (1,5L), para posterior quantificacdo do
cortisol.

Sempre que a amoénia se aproximou de concentragcbes acima de 0,20 mg/L,
adicionou-se um cocktail de AmQuel®, bicarbonato e carbonato, com concentrages de
30ppm (0,030 g/L), 77ppm (0,077 g/L) e 38,5ppm (0,0385 g/L), respectivamente, com o
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intuito de baixar a amoénia e manter o pH. Nesta simulacdo, apenas foi necessaria uma
adicdo deste cocktail, a passagem da segunda hora, em que a amdnia registou uma
concentracdo de 0,33 mg/L, mantendo-se a concentracdes aceitaveis até fim da

experiéncia.

2.2.Simulacdo de transporte de cavalas (Scomber japonicus Houttuyn, 1782)

Nesta simulacdo foram testados dois tanques, simulando o mesmo transporte,
onde num tanque (com tratamento) se utilizou um cocktail de AmQuel®, bicarbonato e
carbonato, e no outro (sem tratamento) os individuos foram mantidos no tanque sem
qualquer espécie de controlador de amonia ou pH e sem qualquer mudanca de &4gua. O
objectivo deste ensaio — para além de permitir encontrar possiveis problemas durante o
transporte — passou por permitir a observacdo do aumento de amdnia no tanque sem
tratamento, servindo ndo sé de controlo relativamente ao tanque “original”, com
tratamento, como também para perceber se 0 aumento continuo de amoénia no tanque
sem tratamento tera algum efeito na concentracdo de cortisol libertada pelos individuos
para dgua, relativamente ao tanque com tratamento.

Apds a sua captura, os individuos foram colocados no tanque principal. Um dia
ap6s a chegada, iniciou-se a administracdo de alimento, distribuindo-se camarao
congelado (Palaemonetes varians), com cerca de 5 a 8 mm de comprimento, pela
superficie da agua (Correia et al., 2010). Para a simulacdo, os individuos foram
transferidos para dois tanques redondos, em polietileno. Cada tanque tinha um volume
de 4gua de 1.5 m*, com 250 individuos em cada tanque.

Esta simulagdo ocorreu a 25 de Maio de 2009 e teve uma duragao de 17h (Anexo
I). O cocktail de Amquel®, bicarbonato e carbonato utilizado foi de 15ppm, 15ppm e
7,5ppm, respectivamente, adicionados apenas no tanque com tratamento. Devido a
concentracdo inicial de amdnia existente no tanque (0,039 mg/L), foi adicionado este
cocktail no inicio da simulacdo, sendo necessario adi¢Bes extra, a passagem da quarta,
quinta, sétima e décima hora. A oxigenacdo variou entre 0s 100% e 250% nos dois
tanques e serviu de exemplo da utilidade duma simulagéo, uma vez que a 4/5 horas do
final da experiéncia, se verificou uma faléncia no oxigénio, implicando um
aprovisionamento extra de oxigénio, no transporte em si. Com o intuito de simular o
transporte 0 mais fiavel possivel, entre a sétima e a deécima hora, a bomba de

oxigenacéo foi desligada, uma vez que esta parte corresponderia ao tempo de transporte
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percorrido por via aérea, onde ndo é permitido este tipo de oxigenagdo, nem qualquer

contacto com o tanque, devido ao seu acondicionamento restrito.

2.3.Transporte de corvinas (Argyrosomus regius Asso, 1801)

A 20 de Novembro de 2008, acompanhou-se a empresa Flying Sharks no
transporte de 32 corvinas, desde Olhdo até Tarragona (Norte Espanha) (Figura 4a), para
as instalagbes do IRTA, onde se desenvolve um estudo para reproduzir estes individuos
em cativeiro, para uso futuro em aquacultura (Duncan et al., 2009). O transporte foi
efectuado por via rodoviaria, num veiculo especializado para o transporte de peixe vivo
(Figura 4b). Monitorizaram-se 3 tanques, com 3 individuos em cada tanque (n=9), com
a massa total em cada tanque oscilando entre os 31 Kg e 37 Kg. A duragéo do transporte
foi de 20h, sendo administrado um cocktail de AmQuel®, bicarbonato e carbonato a
passagem da 122 hora. Foram retiradas amostragens de agua dos tanques, no inicio e ao
fim de 4, 8, 14 e 18 horas (To, T4, Ts, T14 € T, respectivamente), registando-se 0s
principais pardmetros da agua de transporte. Destes 32 individuos, apenas um néo
sobreviveu, ndo durante o transporte, mas durante o tempo de quarentena no local de

destino.

Figura 4 — Na figura 4a), encontra-se a representagdo geografica do trajecto do transporte,

entre as instalagdes da Flying Sharks em Olhdo (Portugal) e as instalacfes do IRTA, em Tarragona
(Espanha). O transporte teve a duracdo de 20h e foi efectuado através da viatura representada em 4b).
(figura 4a) adaptada de Jacques Descloitres, MODIS Rapid Response Team, NASA/GSFC).
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2.4.Quantificacdo de amonia na agua

Tanto no transporte como em ambas as simulag@es, a quantificacdo de amdnia
na agua foi feita através de um teste répido, colorimétrico. Devido a sua rapidez de
leitura (entre 10 a 15min), simplicidade metodolégica e caracter mével, o Palintest®
Photometer 7000® photometer — Palintest, U.K., permite uma quantificacdo de aménia
na agua, facilitando o processo de transporte, onde as paragens efectuadas durante o
transporte deverdo ser céleres e com resultados imediatos das condi¢des dos tanques de
transporte.

Este teste baseia-se no método do indofenol, em que a amonia, na presenca de
cloro, vai reagir com salicilato alcalino, formando um complexo de indofenol, de cor
verde. A concentragdo de amodnia existente nas amostras ird ser proporcional a
intensidade de cor produzida, que é entdo medida, em forma de absorvancia, por um
fotometro portatil.

Para a realizacdo deste teste, sdo necessarios dois reagentes (Palintest Ammonia
N°1 e Palintest Ammonia N°2), fornecidos em forma de comprimido, sendo adicionados
um de cada as amostras. Como estas amostras provém da agua salgada, para evitar a
precipitacdo de sais, que levam a uma leitura errénea, adicionou-se hidroxido de litio,
fornecido em po6, com a propria medida incorporada no frasco, em forma de uma

pequena colher.

e Metodologia:
1. Recolha de 10mL de amostra, que é entdo colocada dentro do tubo

PALINTEST®,

2. Adicionaram-se os dois reagentes e uma colher de hidroxido de litio,
dissolvendo-os completamente;

3. Aguardou-se entre 10-15min., dependendo da temperatura das amostras. A
temperaturas inferiores a 20°C, o desenvolvimento da cor é mais demorado,
devendo por isso aguardar-se 15min. Para temperaturas superiores a 20°C,
10min. serdo suficientes para a cor se revelar;

4. Apbs este tempo, procedeu-se a respectiva leitura da amostra, utilizando

fotébmetro.
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2.5.Quantificacdo de cortisol na 4gua e no plasma

Neste trabalho recolheram-se amostras de agua nas duas simulagcdes e no
transporte (tabela 1), recolhendo-se amostras de sangue apenas no transporte de

corvinas.

Tabela I: Esquematizacdo da amostragem de recolha de 4gua, durante um transporte e duas

simulagoes.
Caracteristica do o Duragéo do Amostragens Total
Espécie
Teste teste (horas) (horas) Amostras
Argyrosomus To; Ta; Ts; Tag; 15
Transporte : 18 (3 tanques x 5
regius Tis.
tempos)
Argyrosomus
Simulag&o _ 20 Toa Tz 1
regius (2h em 2h) (11 tempos)
- COM Scomber 20 ToaTa 11
l§« AmQueI® japonicus (2h em 2h) (11 tempos)
E SEM Scomber 20 Toa Ty 11
@ AmQuel® japonicus (2h em 2h) (11 tempos)

2.5.1.Recolha de amostras de dgua

Devido ao ambiente controlavel e maior estabilidade existente durante ambas as
simulacdes, retiraram-se amostras dos respectivos tanques, com intervalos de tempo de
2h em 2h. No transporte, com rotas, tempos e paragens a cumprir, torna-se dificil uma
amostragem perfeitamente sistemética. No entanto, foram recolhidas amostras de agua
em intervalos espacados 0 mais semelhante possivel, ocorrendo entre 4h a 6h.

A amostragem de agua de cada tanque, a diversos tempos de amostragem, serviu para se

obter uma perspectiva geral, das concentragdes de cortisol, em cada tanque.

e Metodologia recolha de agua:

1. Com um recipiente proprio, de plastico, recolheu-se 1L de &gua, para cada

amostra;

2. As amostras foram imediatamente congeladas, para posterior filtracdo;
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3. As amostras foram entédo filtradas, primeiro por um filtro de papel e depois
por um cartucho ISOLUTE®SPE C18, utilizando um sistema de bomba a

vacuo (Figura 5).

LEGENDA:

1-Amostras de agua;

2-Cartuchos ISOLUTE +
tina de agua filtrada;

3-Armazenamento da
agua filtrada;

¥ | 4-Bombade vécuo.

Figura 5 — Processo de filtragio das amostras de 4gua. a) Filtragdo através de um filtro de papel,
recorrendo a um sistema de vacuo (b)). Apds a filtracdo com filtro, procedeu-se a filtracdo através de

cartuchos ISOLUTE®SPE C18 (c)), montando-se um sistema de vacuo, esquematizado em d).

e Filtracdo das amostras de agua:

Uma vez recolhidas as amostras, estas sdo filtradas por um filtro de papel, para
retirar as particulas maiores, que se vao acumulando no tanque, e que devido ao seu
tamanho iriam colmatar o filtro do cartucho. A filtracdo com cartuchos ISOLUTE®SPE
C18 retém as moléculas de cortisol na coluna de filtracdo do cartucho. Para que as
moléculas de cortisol sejam retidas eficazmente no filtro, a filtracdo tem de ocorrer de
forma muito lenta, gota a gota, a uma velocidade aproximada de 1gota/s. Apos filtracao,

as amostras foram recolhidas e conservadas para posterior analise.
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e Etapas filtracdo das amostras de aqua:

- Activacéo dos cartuchos C18:

1.

Adicionou-se 5mL de metanol ao cartucho, descartando-se o metanol eluido.
Efectuou-se este passo duas vezes;

Adicionou-se 5mL de agua destilada, sendo descartada apés eluida;

Repetiu-se o passo anterior, mantendo-se uma pequena quantidade de agua
acima da coluna de filtracdo, para impedir que este seque.

- Filtracdo das amostras nos cartuchos:

1.

Adicionou-se o volume (1L) de agua, previamente filtrada pelo filtro de papel,
ao cartucho;

Utilizaram-se tubos de succdo, para conectarem as amostras com 0S
respectivos cartuchos;

Sempre que foi necessario parar a filtracdo (ex: esvaziar os recipientes onde a
agua das amostras se vai acumulando apés filtragao), existiu sempre o cuidado

de nunca deixar o filtro secar.

- Eluicdo do material retido no cartucho:

1.

2.

Retirou-se toda a agua da tina, colocando-se os tubos no suporte, dentro da
tina, sobrepostos ao respectivo cartucho com a amostra correspondente a
etiqueta de cada tubo;

Adicionou-se 5 mL de metanol, recolhendo-se a amostra nos respectivos
tubos. Efectuou-se este passo duas vezes, obtendo-se o total de 10mL para

cada amostra.

- Evaporacéo do solvente usado na elui¢éo:

1.

As amostras foram colocadas em banho seco (40°C), sob fluxo de azoto
gasoso para evaporar o0 metanol;

ApOs a evaporacdo estar completa, retirou-se os tubos do banho seco,
adicionando-se 1 mL de tampéo fosfato;

Agitou-se 0s tubos no vortex;

Congelou-se as amostras (-20°C) até ao procedimento para doseamento de

cortisol, através do Radioimunoensaio (RIA).
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2.5.2.Recolha amostras de sanque

No transporte efectuado, optou-se por uma amostragem de sangue a partida e a
chegada, nos individuos dos trés tanques monitorizados, com o intuito de recolher uma
perspectiva individual, ao nivel da concentracao de cortisol.

Num transporte de peixe vivo, esta amostragem podera ser necessaria a chegada
ao destino, fazendo parte da monitorizacdo standard a nivel de possiveis infeccoes,
desenvolvidas durante o transporte. Uma possivel amostragem a partida, apenas sera
coerente se realizada para fins cientificos. Causar qualquer tipo de estimulo, capaz de
activar a resposta ao stress, previamente ao transporte, serd acrescentar ou acentuar um

problema, ainda antes ao inicio do transporte.

e Metodologia recolha de amostra de sanque (Argyrosomus regius):

1. Recolheu-se 1mL de sangue, a partida e a chegada, de nove espécimes de
Argyrosomus regius;

2. O sangue foi recolhido da artéria caudal, com uma seringa U-100 INSULIN
ImL (figura 6);

3. Procedeu-se a centrifugacdo das amostras, durante 15 minutos, a 5500
r.p.m., a temperatura de 4°C, recolhendo-se o plasma, entretanto separado

dos restantes componentes do Sangue;

Figura 6 — Recolha de sangue (1mL) da artéria caudal de um individuo de Argyrosomus regius.
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e Extraccdo de Esterdides:

1. Retirou-se 100uL de plasma, de cada amostra, transferindo-os para
respectivos tubos de extracgéo;

2. Adicionou-se 3mL de éter dietilico a cada tubo;

Agitou-se em vortéx, durante 5min., cada amostra;

4. Centrifugou-se os tubos, durante 5min., a 200 rpm, 5°C, formando-se duas
fracgBes, uma orgénica, contendo os esteroides livres, e uma aquosa,
contendo os restantes componentes do plasma;

5. Colocou-se os tubos em azoto liquido, durante 10seg., para separar as duas
fases. A fase aquosa ira congelar, permitindo transferir o sobrenadante
contendo a fase orgéanica, para novos tubos de vidro (5mL);

6. Para evaporacdo do éter, colocou-se os tubos em banho-seco (42°C);

7. ApOs evaporacdo, adicionou-se mais 3mL de éter dietilico, repetindo-se 0s
passos 2-6;

8. Apds segunda evaporacdo, os esterdides livres foram ressuspendidos em
1mL de tampédo gelatina: 0,5g gelatina + 0,5mL tampé&o fosfato + 500mL
agua desionizada;

9. Procedeu-se a respectiva quantificacdo, através da realizacdo de RIA para

cortisol.

2.5.3.Radioimunoensaio (RIA)

O principio dos RIAs baseia-se na competicdo entre o antigénio que se quer

dosear - denominado antigénio “frio”, uma vez que nao é marcado radioactivamente — €
0 antigénio marcado radioactivamente, em condi¢fes onde a concentracdo de anticorpo
é limitante (Figura 7) (©Abbott Laboratories, 2008; Andrade, 2006; Chard, 1978).
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Figura 7 - Esquematizagéo do principio da técnica de RIA, baseado na competicdo entre o

antigénio que se quer dosear e o antigénio marcado radioactivamente, em condi¢des onde a concentragio

de anticorpo € limitante, procedendo-se de seguida as respectivas contagens da fase ligada e da fase livre.

Assim sendo, quanto maior for a concentragdo de antigénio “frio” na amostra,
menor a concentracdo de antigénio marcado que se liga ao anticorpo, resultando em
menores niveis de radioactividade expressos no fim do ensaio.

Neste trabalho efectuou-se o RIA em 70 amostras:

e Argyrosomus regius:
- 1 a 26: amostras a4gua — 15 transporte + 11 simulacao;
- 27 a 48: amostras plasma — 18 transporte (n=9 x 2 amostragens [Partida +

Chegada]) + 4 simulacgao (n=2 x 2 amostragens [Tiniciat + Ttinal])-

e Scomber japonicus

- 49 a 70: amostras d4gua — 22 simulagdo (11 tempos x 2 tanques [Com e Sem
AmQuel®])

Durante todo este procedimento, incluindo a preparacdo das solugdes padrdo, é
crucial que as amostras estejam sempre em gelo. Assim, ao se garantir que as amostras
se encontram todas a mesma temperatura, consegue-se alguma estabilidade, uma vez
que as reacgOes antigénio-anticorpo dependem da temperatura.

Para cada amostra de plasma, foram retirados 15uL, ao qual se adicionou 300uL
de solugédo tampdo num eppendorf de 1.5mL, para diluir as amostras. A dilui¢do evita
gue as moléculas de grande dimensdo existentes no plasma, como as proteinas,

interfiram na ligacdo das moléculas ao anticorpo (Guerreiro et al., 2006). As amostras
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foram entdo desnaturadas, a 70°C, durante 30 minutos, para evitar que as proteinas se
liguem, com consequente interferéncia nos resultados finais.

Numeraram-se 0s tubos em duplicado e estes foram colocados num suporte
metalico da seguinte forma: Padrbes: S;-Sip; T - Total; M - Maximo; B — Branco;
Amostras: 1-70; Controlo (32ng/mL): C; e C,. Foram adicionados 100pL de uma
solugdo com marcador (5uL em 10mL), contendo cortisol marcado com ftritio, para
obter 1500cpm/100pL de solucdo. As amostras foram entdo incubadas a 4°C durante a
noite.

A validacdo de um ensaio é crucial para se chegar a conclusbes estatisticas
validas (Makkar, 2008). A curva de calibragdo € um dos principais passos de um
radioimunoensaio (©Abbott Laboratories, 2008). A curva padrdo foi preparada através
de varias diluicdes de hormona ndo marcada, em cadeia (1:2), da concentracdo mais alta
para a mais baixa. Estes padrfes sdo processados da mesma maneira que as amostras,
sendo diluidos no mesmo volume com o tampédo fosfato com gelatina. Para além da
adicdo da hormona ndo marcada, adicionou-se também a solucdo anticorpo-marcador
(21pL em 10mL). Os padrdes (S;-Sg) ficaram entdo com as seguintes concentracoes
(ng/mL): 160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5; 1.25 e 0.625, dos quais se retiraram 5uL para cada
tubo do RIA, adicionando-se 100uL de tampédo gelatina. A concentragdo O da curva
padrao equivale ao maximo, com 50% de ligacao, sem Hormona “Fria”.

Apds a incubacdo, adicionou-se 250uL de carvdo activado a todos os tubos
excepto no T, onde se adicionou 250ul de tampéo fosfato, uma vez que este representa o
namero total de contagens, tendo apenas hormona marcada, indicando a actividade total
ocorrente em cada tubo. Esta adicdo de carvéo activado, serve para separar a fase ligada
da fase livre (ver figura 7), uma vez que apenas as moléculas pequenas ficam adsorvidas
nos poros do carvao activado. Este passo ndo deve demorar mais do que 12minutos,
para garantir que o tempo de adicdo entre o primeiro e o ultimo tubo ndo comprometa a
adsorcdo de moléculas, pois se estas estiverem demasiado tempo em carvao activado, as
moléculas grandes comecam também a ser adsorvidas. O carvdo activado vai ligar-se ao
antigénio marcado, separando-o do complexo antigénio-anticorpo em suspensao.

De seguida, para separar 0s antigénios ligados ao carvdo do sobrenadante,
centrifugaram-se os tubos durante 12 minutos, a 4°C e 2000 rpm. O sobrenadante dos
tubos RIA foi entdo colocado em frascos de cintilagdo. Adicionaram-se 4ml de liquido
cintilante (Ecolite (+) ICN) ao sobrenadante contido nos tubos de cintilacdo. Os niveis

de radioactividade emitidos foram medidos num contador de cintilagbes Beckman LS
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6500. O antigénio “quente” (marcado radioactivamente) vai competir com o antigénio
“frio” pelos locais de ligagdo no anticorpo. Assim, quanto maior a quantidade de
antigénio “frio” na amostra, maior a quantidade de antigénio “quente” que fica livre nos
tubos. Espera-se que amostras com maior quantidade de antigénio “frio”, tenham menor
cintilagdo, uma vez que o antigénio “quente” ira ficar adsorvido ao carvéo activado.

Os resultados foram entéo tratados, numa folha de Excel, onde se converteram
as contagens de cintilacdo das hormonas nas amostras de cpm para ng/mL., através das

concentracgdes obtidas na curva padréo.

Il — Metodologia Laboratorial

Nesta parte da metodologia efectuada em laboratério, explorou-se a dindmica
aménia versus AmQuel®, com o intuito de facilitar a optimizago de uma dinamica com
cada vez mais impacto no transporte de peixe vivo.

Com este proposito, foram entdo efectuados varios testes, envolvendo diversas
concentracdes de aménia e AmQuel®, com e sem simulagéo de uma taxa de excregao.
(NOTA: para facilidade de comparagdo — 1mg/L NH4" = 0,056mM = 1PPM)

Durante estas experiéncias, foram testadas 5 concentracdes de AmQuel®. O
AmQuel® foi sempre adicionado em conjunto com Bicarbonato e carbonato, formando
um cocktail, denominado A, B, C, D e E, consoante as respectivas concentracfes
(Tabela I1).

Tabela Il: diversos cocktails, contendo diferentes quantidades de AmQuel®, bicarbonato e

carbonato, utilizados nas experiéncias de laboratério.

. AmQuel® Bicarbonato Carbonato
Cocktail

(mg/L = PPM) (mg/L = PPM) (mg/L = PPM)

A 20 20 10

15 15 15

C 10 10 10

D 775 715 3,75
E 5 5 5
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Foram efectuadas quatro experiéncias diferentes (I, Il, Il e IV) para uma
percepcdo da reaccdo do AmQuel®, quando exposto a diferentes concentracdes de
amonia (Tabela I11). Estas concentraces de amodnia foram manipuladas com o intuito
de se aproximarem de situacdes reais, que poderdo acontecer durante um transporte de
peixe vivo. Por exemplo, até que ponto a concentracdo de amdnia inicial, na agua do
tanque de transporte, terd ou nao influéncia na aproximagdo que se faz a esse mesmo
transporte e até que ponto essa possivel interferéncia terd consequéncias nos individuos,

durante e/ou ap0s o transporte.

Tabela 111 — Principais aspectos e variantes existentes nas quatro experiéncias realizadas e,

laboratorio.

Amonia Inicial Taxa Excregéo Cocktail

# Ensaio
(mg/L) (mg/L) AmQuel®
0,25/ 0,50/ 1,00
I - A/B,CD,E
1,50/ 2,50

1 - 200 0(N),A,B,C
0/ 25/ 100/

i - B,C
250/ 500
0/ 25/ 100/

\Y] 0,250 B,C

250/ 500

2.6.Diferentes concentracdes iniciais de Amonia vs 5 cocktails AmQuel® — |

Nesta experiéncia, adicionou-se uma concentracdo inicial de amonia a cada
tanque. Cada um dos 5 tanques representou as 5 diferentes concentracGes do cocktail de
AmQuel® (A, B, C, D, e E). Repetiu-se esta experiéncia, para um total de 5
concentracdes iniciais de amonia (0,25mg/L; 0,50mg/L; 1,00mg/L; 1,50mg/L e
2,50mg/L) testada com cada um dos 5 cocktails de AmQuel® (Figura 8).

Foram recolhidas amostras em 9 tempos (min.): To, T1, Ty, T3, Ts, T7, T1o, T1s,
que posteriormente foram tratadas segundo o método Koroleff (ver 2.10), para

doseamento de aménia.
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Figura 8 — Esquematizagio da experiencia I. 1: Para cada tanque com respectivo cocktail de
AmQuel® (A, B, C, D e E), foram testadas diferentes concentracdes iniciais de aménia (2). Todos 0s

tanques foram oxigenados através de uma pedra difusora (3).

2.7.Simulacdo de uma taxa de excrecdo de amédnia (200mg/L), constante, vs 5 cocktails

AmQuel® - 11

Nas experiéncias 2, 3 e 4, recorreu-se a uma bomba peristaltica (MasterFlex

L/STM — Pump drive 0,1 HP, 6-600 rpm — Cole-Parmer Instrument Company) e
respectivo controlador de velocidade (MasterFlex L/STM — Modular controller - Cole-
Parmer Instrument Company) para simular uma taxa de excre¢do de amonia constante
(2mg/h). Para se obter esta taxa, recorreu-se as diversas fontes bibliograficas, que
apontam para uma taxa de excrecdo de amdnia entre 1-10mg/Kg/h (Anexo IlI).
Assumindo a existéncia de um tanque, com 1500L de volume e 150 individuos com
cerca de 100g de massa cada um, equivale a uma massa total, no tanque, de 10g/L. Estas
experiéncias foram efectuadas em tanques de 20L. Se cada litro equivale a 10g, entéo
20L corresponderdo a 200g. Se ajustarmos esta equivaléncia a taxa de excrecdo obtida
bibliograficamente, multiplicando-as, obtém-se uma taxa de excrecao entre 0,2-2mg/h.
Como um dos objectivos destes ensaios passa pela simulacdo de situacfes extremas,
mas realisticas, de elevadas concentracdes de amonia, optou-se pela taxa mais elevada,
de 2mg/h. Estes ensaios tiveram a duracdo de 10h, equivalendo a um total de 20mg/10h.
A uma velocidade equivalente a 10mL/h, com uma taxa de excrecdo equivalente a
2mg/h, corresponde uma concentracdo de amonia de 2mg/10ml (200mg/L).

Nesta experiéncia adicionou-se inicialmente (To) cada cocktail de AmQuel® (A,
B e C), ao respectivo tanque, para observar o seu efeito quelante e o seu tempo de
reaccao, quando exposto a um input continuo de amonia (Figura 9). Adicionou-se ainda
um tanque controlo, com igual tratamento relativamente aos restantes tanques, mas sem

adicdo de um cocktail de AmQuel®.
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Foram recolhidas amostras em 12 tempos (h): Ti, To, T1, T2, T3, Ta, Ts, Tg, T7,
Ts, Tg € T10, que posteriormente foram tratadas segundo o método Koroleff (ver 2.10),
para possibilitar a leitura das suas absorvéancias, atraves do espectrofotometro.

Figura 9 — Esquematizacdo da segunda experiéncia (I1). 1: Solugcdo de amdnia e respectivos
tubos para cada tanque. 2: bomba e respectivo controlador de velocidade. 3: tanques com diferentes
cocktails de AmQuel® - A, B e C.

2.8.Simulacdo de diferentes taxas de excrecdo de amonia vs 1 cocktail AmQuel® - 111

Nesta experiéncia, partiu-se de uma concentracdo inicial de amodnia, nula,
adicionando-se inicialmente (To) 0 cocktail de AmQuel® a cada tanque, para observar o
seu efeito quelante e o seu tempo de reaccdo, quando exposto a diferentes taxas de
excrecdo de amonia. Utilizaram-se 5 taxas de excre¢do de amonia diferentes (Omg/L;
25mg/L; 100mg/L; 250mg/L e 500mg/L) sendo bombeada uma concentracéo para cada
tanque. Efectuou-se esta experiéncia para dois cocktails intermédios, B e C, observando
as suas diferentes reacgdes, a concentracdes cumulativas de amonia (Figura 10).

Foram recolhidas amostras em 10 tempos (h): Ti, To, Ty, T2, T3, T4, Ts, Tg, T7 €
Ts, sendo posteriormente tratadas aplicando o método Koroleff (ver 2.10), para
possibilitar a leitura das suas absorvancias, através do espectrofotometro.
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Figura 10 — Esquematizagdo da experiéncia Ill. 1: diferentes solugdes de amonia (Omg/L;

25mg/L; 100mg/L; 250mg/L e 500mg/L), que sdo bombeados (2) para os diferentes tanques (3),
utilizando o mesmo cocktail de AmQuel® (B ou C). A oxigenacdo foi garantida através de pedras

difusoras, ligadas a uma bomba de ar (4).

2.9.Concentracdo inicial amoénia (0,25mg/L) + Simulacdo de diferentes taxas de

excrecdo de amonia vs 1 cocktail AmQuel® - 1V

Esta experiéncia € a juncdo da experiencia | e Ill. Iniciou-se a experiéncia com
uma concentracdo inicial de amonia, em cada tanque, de 0,25mg/L. Adicionou-se 0
cocktail a cada tanque e iniciou-se a fase de simulagédo de diferentes taxas de excregéo
de amodnia (Omg/L; 25mg/L; 100mg/L; 250mg/L e 500mg/L), bombeadas
individualmente para cada tanque respectivo (Figura 11).

Efectuou-se esta experiéncia para dois cocktails intermédios, B e C, observando
as suas diferentes reacc¢des, a concentracdes cumulativas de aménia, em aguas contendo
amonia em solug&o.

Foram recolhidas amostras em 13 tempos (h): Ti; T.1; To; Toz2s; Toso; T1; To; Ts;
T4, Ts; Te;, T7 € Tg, sendo posteriormente tratadas aplicando o método Koroleff (ver

2.10), para possibilitar a leitura de suas absorvancias, através do espectrofotometro.
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0,25mg/L

Figura 11 — Esquematizagio da experiéncia V. Na primeira parte, adicionou-se amonia

ficando o tanque a uma concentracdo inicial de 0,25mg/L (1). 2: diferentes taxas de excrecdo de amonia
(Omg/L; 25mg/L; 100mg/L; 250mg/L e 500mg/L), continuamente bombeadas (3) para 0s respectivos
tanques (4). A oxigenacao foi garantida através de pedras difusoras, ligadas a uma bomba de ar (5).

2.10.Quantificacdo de amodnia na dgua

Data de 1859 o primeiro registo da formacao de cor azulada do indofenol, como
produto da reaccdo entre fenol e hipoclorito, na presenca de NH3. Para se obter
sensibilidade suficiente é necessario um catalisador ou temperatura elevada. O principio
do método de Koroleff (1983), baseia-se na reaccdo da amonia com o hipoclorito em
solugdes moderadamente alcalinas, formando monocloramina, que na presenca de fenol,
de quantidades cataliticas de ides de nitroprussiato de sodio (nitroferrocianeto de sodio)
e excesso de hipoclorito, origina o azul de indofenol (Koroleff, 1983).

Para as mesmas quantidades de amédnia, em &gua destilada ou salgada, a
producdo de azul de indofenol é inferior em agua salgada. Isto deve-se ao efeito dos iGes
em solucdo na &gua salgada, particularmente do magnésio, e do efeito tamponizador da
agua salgada (HSA, 2006; OATA, 2008).

Originalmente, esta metodologia (Koroleff, 1983) foi concebida para 50mL.
Devido ao volume das nossas amostras (1mL), adaptou-se esta metodologia para 1mL.

Apos a recolha das amostras, estas foram conservadas no frio, ndo se devendo
ultrapassar as 3h, desde o momento de recolha e a adi¢do dos reagentes.

Utilizaram-se trés reagentes (solucdo tampdo, fenol e solucdo oxidante),
adicionando-se a cada amostra, 30uL de cada reagente. A solugdo tampdo vai actuar
como um agente quelante, mantendo o magnésio em solucdo. O nitroferrocianeto de

sodio contido no reagente fenol, vai actuar como catalisador da reac¢do. Por altimo,
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adicionou-se uma solucdo oxidante de diclorocianeto de sddio, dissolvida em 10mL de
NaOH.

Apo6s a adicdo dos reagentes, as amostras foram agitadas em vortéx, sendo
armazenadas num sitio seco, escuro e a temperatura ambiente, aguardando-se entre 10h
a 24h para se proceder a respectiva leitura de absorvancia.

A leitura de absorvancia das amostras, foi efectuada através de um
espectrofotometro HITACHI U-2000 Spectrophotometer. Devido a possivel formacéo
de precipitado, devera pipetar-se apenas o liquido, quando se efectuar a transferéncia
das amostras, dos respectivos tubos de ensaio, para cada cuvette. Procedeu-se entdo a
andlise da absorcdo de amostras, na regido espectral de 630nm.

Para a transformag&o de absorvancias em concentragdes, efectuou-se uma curva
padrdo em cada ensaio realizado, com o intuito de obter o declive desta recta, que ird
permitir a conversdo correspondente. Para a construcdo da curva padrdo, utilizaram-se
seis concentrac6es padréo (0.000, 0.125, 0.250, 0.500, 1.000 e 2.000) (mg/L), de acordo
com a janela de resultados esperada.

2.11.Andlise estatistica

Para comparacdo entre os valores de cortisol no plasma, antes e depois do
transporte, foi utilizado o teste t-student.

Para comparar os efeitos de diferentes concentragdes de AmQuel® na taxa de
extincdo ou de acumulacdo de amonia foram utilizados ajustes de rectas. O melhor
ajuste foi seleccionado com base no factor R? e os declives comparados entre si para
determinar a significancia relativa de cada tratamento.

Foram utilizados dois softwares, o sigmastat e o sigmaplot, para representacéo

gréafica dos resultados.
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3.RESULTADOS

3.1.Simulacdo (S) e transporte de corvinas (Argyrossomus reqgius)

Na figura 12 estdo representados os parametros essenciais, amostrados (na agua)
num tanque durante a simulacdo e nos trés tanques (I, 11 e I11) do transporte efectivo. Na
coluna da esquerda pode-se observar a relagdo entre cortisol (ng/mL) e aménia (mg/L),
em funcdo do tempo (h). Verifica-se um aumento esperado da concentragéo de cortisol,
tanto na simulacdo como no transporte. A diminuicdo na concentracdo de amodnia
resulta da adicdo de AmQuel® e consequente efeito quelante.

Na coluna da direita, encontra-se esquematizado a taxa de cortisol (ng/h/Kg),
nos respectivos intervalos de tempo. Seria de esperar uma concentracdo crescente, no
entanto, em alguns intervalos (Sz, Sio, S12, l14, 1114 € 1llg) tal ndo se sucedeu. Por outro
lado, as maiores taxas de cortisol foram obtidas na Gltima amostragem, no fim do
transporte.

Os niveis de saturacdo de oxigénio dissolvido (OD) foram ligeiramente mais
elevados durante a simulacdo (aproximadamente 300%), que durante o transporte, onde
se verificou uma saturacdo média de 250%. No entanto, durante o transporte, 0 OD
minimo registado foi de 230%, enquanto na simulacdo obteve-se uma saturacdo minima
de 144% (Anexo I).

Relativamente a temperatura, registou-se uma variagdo de 2°C (15.1°C -
17.1°C) entre temperatura minima e maxima, durante a simulacdo, e uma variacao de
1°C durante o transporte (14,9°C — 15,9°C) (Anexo I).

O pH obtido, tanto na simulagéo (7.53 — 8,08), como no transporte (7.83 — 8.17),
ndo registou variacdes significativas. De notar que o pH mais &cido registado, na

simulacdo (7.53), corresponde a ultima amostragem, ap6s 20h de ensaio (Anexo I1).
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Figura 12: Concentragio de cortisol vs concentragdo de aménia (esquerda), e respectiva taxa

de cortisol (direita) nos intervalos de tempo (h) (eixo x), entre as amostragens efectuadas durante uma

simulagdo (S) e transporte (tanque 1, 11, e I11) de corvinas.
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3.1.1.Concentracdo de cortisol (plasma) em cada individuo transportado

Através da amostragem de sangue dos individuos, no inicio e no fim do
transporte, é possivel aferir um possivel impacto do transporte nos individuos, através
do aumento, ou ndo, da concentracao de cortisol existente no plasma destes individuos.

Na figura 13, comparam-se as concentracdes iniciais e finais de cortisol, de cada
individuo transportado, em fungdo do respectivo peso. Seria de esperar uma
concentracdo final de cortisol superior a inicial, no entanto isso apenas se verifica em 2

dos 9 individuos monitorizados.
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Figura 13: Concentracéo de cortisol (mg/mL), inicial e final, de cada individuo, tendo em

conta o seu peso (Kg) e o respectivo tanque (I, 11 ou 111) em que foram transportados.

Para verificar se houve realmente um impacto do transporte na concentragédo de
cortisol no plasma dos individuos, procedeu-se a uma andlise estatistica aos dados
obtidos de cortisol, inicial e final. O objectivo € saber se a média do cortisol, antes do
transporte, € menor a média do cortisol depois do transporte. Se houve um impacto do
transporte nos individuos, em média estes terdo uma concentracdo final de cortisol
superior a inicial.

Para isso, compararam-se as medias de duas distribui¢des normais, assumindo
que se trata da mesma popula¢do, em dois momentos distintos — antes e apds um
transporte de peixe vivo. Efectuou-se um teste t de diferencas entre médias

populacionais, para dados pareados, numa mesma populacao, em diferentes momentos.
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Como o n da populacéo é inferior a 30, a variavel de distribuicdo assume-se
como: th.1;, com um nivel de significancia a=0,01. Apos a defini¢do da hipdtese nula
(Ho: transporte sem influéncia) e como n=9, consultando a tabela standard deste tipo de
teste, obteve-se um valor t=2,90 (Tanis, 1987). A hipotese nula sera rejeitada se 0 p
value for superior a 2,90. O resultado do teste t (p value=0,459) vem de acordo com 0s
dados representados na figura 13, uma vez que a Hg € aceite. Ou seja, ndo se verificou
um impacto estatisticamente significativo, no aumento do cortisol do plasma dos

individuos, apos o transporte.

3.2.Simulacdo de transporte de cavalas (Scomber japonicus)

Esta simulacdo serviu ndo s6 como preparacdo para o transporte, como também
para explorar o comportamento do cortisol e da amédnia, na presenca/auséncia de
AmQuel®. O tanque A (com tratamento) seguiu a metodologia standard, controlando-se
a amoénia com AmQuel®. No tanque B (sem tratamento), ndo se utilizou qualquer
controlador de amonia ou pH. Como era esperado, a concentracdo de amdnia final no
tanque B (2,5mg/L) foi muito superior a registada em A (0,11mg/L), sendo 10 vezes
superior a 0,25mg/L, concentracéo considerada limite para adicdo de AmQuel® (Figura
14).

A - Tratamento o B
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LEGENDA: Dia Noite

Figura 14: Concentracio de cortisol (ng/mL) e aménia (mg/L) em dois tanques, com (A) e

sem (B) tratamento (cocktail Amquel® bicarbonato e carbonato: 15ppm, 15ppm e 7,5ppm,

respectivamente. Cocktail adicionado as Oh, 4h, 5h, 7h e 10h).
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Na figura 15 estd representada uma perspectiva individual da evolugdo da
concentragdo de cortisol (ng/mL) e amdnia (mg/L) comparativamente entre o tanque A
(tratamento) e B (sem tratamento).
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Figura 15: Concentragdes de cortisol e aménia, ao longo de 18h de simulag&o, comparadas

directamente entre o tanque A (com tratamento) e B (sem tratamento).

3.3.Diferentes concentracdes iniciais de aménia vs 5 cocktails AmQuel

Esta primeira experiéncia a ser efectuada reflecte o comportamento do
AmQuel®, quando adicionado a 4gua contaminada com aménia. Para uma concentracio
de aménia inicial de 2,5 mg/L, foram adicionados 5 cocktails de AmQuel® em 5 tanques
distintos, registando-se as concentracdes de amodnia ao longo de 60 minutos. A
concentracdo de amonia diminuiu significativamente nos primeiros minutos, mantendo
um comportamento estavel ap6s 15min., para as 5 concentracdes de amonia. No
entanto, apenas o cocktail A e B garantem uma concentracdo final de aménia inferior a
0,25mg/L (Figura 16).

A figura 17 é semelhante a anterior, experimentando-se 0s mesmos 5 cocktails
de AmQuel®. No entanto as concentracdes iniciais de aménia passam a ser 0,5mg/L (a))
e 1,7mg/L (b)), observando-se a sua evolu¢do ao longo de 15min., uma vez que a
experiéncia anterior mostrou um comportamento constante apos este tempo.

No grafico 17a), para uma concentracéo inicial de amonia de 0,5mg/L, todos 0s
cocktails de AmQuel® registam concentragdes finais de amonia inferiores a 0,25mg/L.
Por outro lado, para uma concentracdo inicial de amodnia de 1,7mg/L (figura 17b),
apenas 0s cocktails A e B garantem uma concentracdo final de amonia inferior a
0,25mg/L.
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Figura 16: Comportamento de 5 cocktails de AmQuel® (A, B, C, D e E), quando adicionados

a dgua com uma concentracdo inicial de aménia de 2,5mg/L, ao longo de 60 min., apds a adicdo de
AmQuel®.
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Figura 17a): Comportamento de 5 cocktails AmQuel® (A, B, C, D e E), quando adicionados a

agua com concentracdo inicial de amonia de 0.5 mg/L.
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Figura 17b): Comportamento de 5 cocktails AmQuel® (A, B, C, D e E), quando adicionados

a agua com concentragdo inicial de aménia de 1.7 mg/L.

Ap0s se verificarem alguns problemas de homogenizacéo, resultante da forma e
volume do tanque utilizado, optou-se por replicar as experiéncias anteriores, desta vez
em laboratdrio, em tanques com base redonda em detrimento de tanques com base
quadrangular. Assim, a figura 18 representa 3 cocktails de AmQuel® (B, C e E) quando
adicionados a &gua com diferente concentracéo inicial de amdnia.

Foram testadas 5 concentragdes iniciais de amonia (0.25; 0.5; 1.0; 1.5; 2.5)
(mg/L) ao longo de 15min. apés adicdo de AmQuel®.

Na tabela IV, estd representada a equacdo da recta (Y= Yo + ae™) com trés
parametros (Yo, a e b) e respectivo R?. Esta tabela corresponde ao grafico 18, onde o Y,
foi ajustado consoante a concentragdo inicial obtida, nem sempre exacta relativamente a

definida na teoria.
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Tabela 1V: Para cada concentracéo inicial de aménia e respectivo cocktail de AmQuel®, estio
representados os trés parametros da equagio da recta (Y=Y, + ae™) e

respectivo R%. Em todos os casos foi verificada uma diferenca significativa p<0.05 entre tratamentos.

AMONIA INICIAL AMQUEL R? Yy a b

(mg/L)
B 0.840 9.04E-2 017 381
0.25 c 0853 015 013  1.23
E 0495 022  658E-2 117
B 0.946 025 035 320
0.5 C 0.742 030 029 048
E 0.687  0.47 012 041
B 0899  0.36 095 151
1.0 c 0832 067 0.65 305
E 0548  0.92 038 387
B 0.984 056 104  2.33
1.5 c 0.856  0.83 055 3.6
E 0840  1.03 0.50  2.24
B 0916  0.69 141 094
2.5 c 0891  1.23 105 217
E 0701 197 041 118

3.4.Simulacdo de uma taxa de excrecdo de amonia (2ma/h) vs 5 cocktails AmQuel®

Para recriar uma situacdo onde exista uma entrada continua de aménia no
tanque, simulou-se uma taxa de excrecdo de amédnia, com o intuito de explorar o
comportamento do AmQuel® em situagdes semelhantes a um transporte. Num
transporte os individuos transportados vao excretando amonia ao longo do tempo,
criando um efeito cumulativo no tanque, particularmente quando ndo se efectuam
mudancas de agua.

Com o intuito de se observar o comportamento de 5 cocktails de AmQuel® (A,
B, C, D e N[nulo]) na presenca de uma taxa de excre¢do (2mg/h) continua e cumulativa,
durante 10h. Com excepcéo da concentracdo mais baixa de AmQuel® (D) — e do nulo,
ao qual néo se adicionou AmQuel®, para servir de controlo — os restantes cocktails (A,
B e C) mantiveram a concentracdo de amonia abaixo de 0,25mg/L, ao longo das 10h de

experiéncia (Figura 19).
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Figura 19: diferentes cocktails de AmQuel® (A, B, C, D e Nulo), quando expostos a uma taxa

de excregdo (2mg/h) continua, ao longo de 10h. Tanto os R?, como os respectivos declives das rectas

validam esta experiéncia.
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3.5.Simulacdo de diferentes taxas de excrecdo de amoénia vs 1 cocktail AmOuel®

Cada espécie apresenta diferentes taxas de excrecdo, existindo variacdo dentro
de cada espécie, consoante 0 seu peso e tamanho ou mesmo a situacdo a que € exposta
(ex: existéncia de stress, adaptacdo a novo ambiente, etc.). Esta experiéncia foi
efectuada com o propésito de testar dois cocktails de AmQuel®, simulando diferentes
taxas de excrecdo, como consequéncia da enorme variabilidade existente entre espécies
e situacOes a que os individuos sdo expostos.

Assim sendo, foram diferentes taxas de excrecdo de amonia (0.25, 1.0, 2.5 e 5.0)
(mg/h) para um cocktail de AmQuel® para cada tanque, num total de 2 cocktails
comparados entre si (B e C), ao longo de 8h (Figura 20). As equagdes das rectas foram
escolhidas consoante o melhor ajuste, alternando-se entre equacdo linear (y=a+bx) e
exponencial (Y= Yo + ae™) com trés parametros (Yo, a € b), de acordo com o R? mais
adequado para cada curva (tabela V). Ainda na figura 20, para a taxa de excrecdo de
amonia de 1mg/h, para o cocktail B, foram feitos dois ajustes, uma vez que ambos
explicam similarmente o comportamento da recta, de acordo com o seu R?.

Invertendo-se os dados da figura anterior, obtém-se uma comparacdo entre as
diferentes taxas de excrecdo de aménia, para cada cocktail de AmQuel® (B e C),
representadas na figura 21.

Esta perspectiva grafica permite uma melhor comparagdo da eficicia de cada
cocktail, em funcdo do tempo, para cada taxa de excre¢do. Os niveis de amonia
registados com o cocktail C sdo superiores relativamente a B, como era esperado. O
intervalo de tempo que a concentracdo de amdnia, no tanque, demora a ultrapassar 0s
0,25mg/L, é maior em B (4h), relativamente a C (2h). No entanto, em ambos 0s
cocktails, para taxas de excrecdo até 1mg/h, apds 8h de duracdo, a concentracdo de

amonia no tanque nao ultrapassa os 0.25mg/L.
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Figura 20: Comparagdo entre dois cocktails de AmQuel® (B e C), quando expostos a

diferentes taxas de excre¢do de aménia (0.25, 1.0, 2.5 e 5.0) (mg/h), com efeito cumulativo ao longo de

8h de experiéncia.
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Tabela V: Recta linear (C) e exponencial com trés parametros (B), para 5 taxas de excre¢io de

amonia diferentes, consoante o R? estatisticamente mais correcto.

0,25 1 2,5 5

Exponencial  Linear  Exponencial Linear Exponencial Linear  Exponencial Linear
R2 0,868 0,286 0,919 0,636 0,934 0,895 0,898 0,879

Yo 3,08E-25 3,13E- 2,59E-20  4,00E- 1,4E-20 6,71E- 1,73E-24  8,55E-

25 4 24 24
B a 3,68E-5 1,02E- 6,4E-3 2,09E- 3,81E-2 7,10E- 7,24E-2 8,53E-
2 2 2 24
b 2,76 = 1,53 = 1,43 = 1,42 =
R® 0,817 0,846 0,888 0,636 0,917 0,953 0,896 0,740
Yo 1,04E-20 6,22E- 2,09E-30  4,00E- 3,4E-24 8,75E- 1,2E-19 1,48E-
C 25 4 24 23
a 2,05E-2 1,35E- 3,65E-2 2,09E- 9,37E-2 1,38E- 1,7E-1 2,27E-
2 2 1 1
b 1,25 = 1,22 = 1,39 = 1,37 =

3.6.Concentracao inicial amoénia (0,25ma/L) + Simulacdo de diferentes taxas de

excrecio de amonia vs 1 cocktail AmQuel®

Para testar a durabilidade do AmQuel®, ndo s6 em 4gua com uma concentragdo
inicial de amdnia ou com uma taxa de excre¢do continua de amonia, este ensaio testa a
eficacia de cada cocktail em &guas contaminadas com amonia e com efeito cumulativo
desta. Este ensaio simula, por exemplo, uma situacdo de transporte de peixe vivo, em
que a agua utilizada no transporte ndo se encontra desprovida de amdnia, como acontece
quando se utiliza a agua do tanque de espera, onde se encontram os individuos antes do
transporte.

A figura 22 representa o comportamento do AmQuel® (B e C), quando
adicionado a agua com uma concentracdo inicial de amoénia (0.25mg/L) e taxa de
excrecdo continua de amonia (0.25, 1.0, 2.5 e 5.0) (mg/h). Para a maior taxa de excrecao
(5mg/h), nenhum dos cocktails assegura uma concentracdo de amonia no tanque inferior
a 0,25mg/L, atingindo concentracdes superiores ap0s a primeira hora. Apenas para a
menor taxa de excre¢do (0.25mg/h), conjugada com o cocktail B, a concentragcdo de

amoénia é inferior ao limite considerado, durante 6h. Para esta mesma taxa, com o
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cocktail C, a concentracdo de amonia existente no tanque ultrapassa o limite apos a
primeira hora.

Invertendo-se os dados da figura anterior, obtém-se uma comparagdo entre as
diferentes taxas de excrecio de aménia, para cada cocktail de AmQuel® (B e C), quando
adicionados a agua com concentracdo de amonia inicial de 0,25mg/L, ao longo de 8h,
representadas na figura 23.

Esta perspectiva invertida da figura 23, permite uma consulta rapida do tempo
que a concentracdo de amodnia, em cada tanque, demora a atingir 0,25mg/L, apos a
accdo quelante do AmQuel®, sobre a aménia inicial, numa situagdo cumulativa de
amonia. As diferencas entre os dois cocktails experimentados tornam-se mais evidentes,
havendo uma tendéncia de aproximacao entre as curvas de B e C, proporcional as taxas

de excrecdo de amoOnia superiores.

0.25 mg/h
0.8
@ C
AmQuel = B ©
E 0.6 - (e} [¢] hd
. (e}
g ° .
(o]
X ° °©
0.4 A
> (e}
8 @
o |, _ -
lg . o) ° _ | _ - =
) ———m
_——-
’——"‘.— '—'
g =
(&) .
T T T T T T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Tempo ap6s adigao continua de Amadnia (Horas)

1 mg/h
1.40
e C
1.20 - = B
° 8
frg (e} © ]
S5 1.00 5} 8
£ AmQuel ©
mQue! -
S 0.80 o L] _-"m
\g [e] S} _-"m
© 0.60 -
3 . -] /'//
R m -
@ 0.40 - © B -~
Ll B ///
£ 0.20 - ¥} -~
] -
¥ ‘i:./’/
0.00 | & ’
NH, »
-1.0 0.5 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Tempo ap6s adigdo continua de Amoénia (Horas)

65



2.5mg/h

2.5
— 2.0 - o)
3 o °
é (@]
= ) o) ©
§ 15 - ° ° s _13
g ////
3 - " m
o -~ !
‘S 1.0 A AmQuel © -7
g (¢] ] _-"m L]
5 _ = »
2 o e
S 05 - -7

8
S e
. 288 g
0.0 1 ” BE

-0.5 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Tempo apds adi¢éo continua de Amonia (Horas)

5 mg/h
3.50
@ C

3.00 s B o ® e
=
E,, 2.50 A : e

. ~

E AmQuel ° /'//’ -
5 2.00 - ) -7 m
£ o a
© s
[} 7] ~
S 1.50 - 1) ) -
o —
s 1.00 -
5 ° -8
Q ("
s ~-&
S 050 ~ s

0.00 - OA\‘A '

-1.0 -0.5 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0

Tempo apos adigao continua de Amaénia (Horas)

Figura 22: Comportamento de 2 cocktails de AmQuel® (B ou C) quando adicionado a 4gua

com 0,25mg/L de amdnia inicial e exposto a diferentes taxas de excre¢do continua de aménia (0.25, 1.0,
2.5 e 5.0) (mg/h), durante 8h. No ponto 0, iniciou-se 0 bombeamento continuo de aménia.
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longo de 8h. A excre¢do de amdnia iniciou-se na hora 0.
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4.DISCUSSAO

4.1.Parte I: trabalho de campo

O transporte de peixes vivos € uma vasta area que engloba diversas variaveis e
especialidades, desde o design de todo o material de transporte, aos parametros
quimicos da agua e as diversas reaccOes bioldgicas de cada individuo transportado
(Berka, 1986).

O manejamento e o transporte aumentam o stress e, por consequéncia, os niveis
de cortisol (Pickering et al., 1987; Barton & Iwama, 1991; Jentoft et al., 2005; Pasnik et
al., 2007; Branson, 2008) dos individuos. Como se pode ver na figura 12, na agua de
cada tanque, tanto na simulacdo, como no transporte, a concentragcdo de cortisol
aumentou gradualmente ao longo de 14h. O maximo de cortisol foi obtido na ultima
amostragem, ao fim de 18h, como resultado do manejamento e stress acumulado ao
longo da simulacdo ou transporte efectivo, uma vez que a etapa de descarga é aquela
que incute maior stress, devido ao efeito cumulativo das etapas anteriores (Branson,
2008; Pickering et al., 1987). Em parte, este resultado € corroborado pela taxa de
cortisol, apresentada na coluna da direita da figura 12. Seria de esperar uma
concentragéo crescente, no entanto, em alguns intervalos (S, Sio, S12, l1a, 1114 € 1llg) tal
ndo se sucedeu. Isto poder-se-a dever ao facto de, apds uma etapa stressante na mudanca
dos tanques para o transporte, os individuos se tenham adaptado provisoriamente a
situacdo de transporte, acabando por estabilizar o0s seus niveis de cortisol.

No transporte, as concentracdes finais de cortisol obtidas na dgua de cada tanque
foram, respectivamente, tanque | (98,82 ng/mL), tanque 11 (82,42 ng/mL) e tanque 11l
(59,27 ng7mL). Uma vez que todos os tanques tinham o mesmo ndmero de individuos,
possuindo as mesmas caracteristicas (mesma espécie, peso e comprimento aproximado
e individuos do mesmo sexo), este aumento poderd dever-se a outros factores com
influéncia directa no transporte. O facto de se adicionar AmQuel® aos tanques, sempre
que a concentracdo de amonia atinge niveis mais elevados, ndo permite estabelecer uma
comparacao/relacdo entre as concentragdes de cortisol e de amonia no transporte. A
maior concentracdo de cortisol nos tanques | e Il, poderd possivelmente dever-se a
posicdo em que se encontravam estes tanques, relativamente ao veiculo de transporte.
Ou seja, os tanques I e 1l encontravam-se posicionados por cima das rodas do transporte
rodoviario utilizado, enquanto o tanque Il ja se encontrava fora dessa area. Pesquisas

efectuadas no transporte rodoviério de animais terrestres, demonstraram que a condugédo
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tem um impacto directo no stress e bem-estar dos animais transportados (Cockram et
al., 1997; Branson, 2008). Num veiculo rodoviério, a turbuléncia resultante do
movimento das rodas podera ter sido suficiente para provocar maior instabilidade nos
tanques colocados nessa zona, do que nos tanques onde ndo existe movimento “activo”
imediatamente abaixo destes, 0 que poderia explicar as concentracdes mais elevadas,
verificadas nos dois primeiros tanques.

A concentracdo final de cortisol obtida na simulagéo (9.5 ng/mL) foi inferior a
registada nos trés tanques, no final do transporte efectivo. Comparativamente, foi 10.4
vezes inferior a concentracdo final de cortisol obtida no tanque I; 8.7 vezes
relativamente ao tanque Il e 6.2 vezes em relacdo ao tanque Ill. Esta diferenca nas
concentracdes finais de cortisol, entre transporte e simulacdo podera dever-se a varios
factores. Em primeiro lugar, ainda que a massa total de cada tanque ndo varie muito,
entre simulacdo (30 Kg) e transporte efectivo (I — 34 Kg, Il — 37 Kg e Ill — 31 Kg), 0
namero de individuos em cada tanque podera ser a razdo das diferencas de concentracao
de cortisol, entre simulacdo e transporte. Na simulacdo apenas se utilizaram dois
individuos, enquanto no transporte efectivo, cada tanque transportou trés individuos.
Mais individuos resultam em maiores taxas de excrecdo de amonia (Branson, 2008),
que juntamente com a situacao instavel do transporte ird aumentar a propensao de haver
stress ou elevar os niveis existentes de stress, resultando num aumento da concentragdo
de cortisol na agua do tanque.

Outra razdo para o desnivel da concentracdo de cortisol entre transporte e
simulacdo poderéa resultar do tipo de intervencdo sobre os individuos. Na simulacdo, o
procedimento incluiu apenas dois individuos, que foram rapidamente capturados do
tanque principal e colocados no tanque de ensaio, ndo sendo movidos até final da
simulacdo. No transporte efectivo, houve um manejamento superior a 1h, para que todos
0s 32 individuos (incluindo os 9 monitorizados) fossem colocados nos respectivos
tanques, o que segundo Pickering et al. (1987) ird induzir stress e consequente aumento
dos niveis de cortisol. Ainda relativamente ao manejamento extra efectuado antes do
transporte, os individuos monitorizados foram pesados, medidos e marcados, antes de
serem introduzidos nos respectivos tanques, enquanto na simulacdo néo houve qualquer
manejamento extra, prévio a colocagdo dos individuos no tanque. Aliado a estas
situacOes atrds descritas, o transporte em si e consequente instabilidade incutida nos
tanques de transporte — inexistente no tanque da simulacdo — é passivel de provocar

stress nos individuos transportados, resultando numa maior concentracdo de cortisol.
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Segundo Péscoa et al. (2010), o cortisol aumenta a excrecdo de amonia nos
vertebrados, incluindo os peixes. Devido & adicdo de AmQuel® e consequente efeito
quelante, ndo é possivel inferir a existéncia de uma ligacao entre cortisol e amdnia, quer
na simulacdo como no transporte efectivo de corvinas (figura 12). Todos os tanques
foram tratados inicialmente com um cocktail de AmQuel®, bicarbonato e carbonato de
30/80/40 ppm, respectivamente. No entanto, apos 4h de transporte, os tanques (I e 1)
com concentragdes de cortisol mais elevadas, registaram também uma concentracéo de
amonia superior (I — 0.35 mg/L e Il — 0,23 mg/L), relativamente ao tanque Ill (0,09
mg/L). De notar ainda, que enquanto na simulacdo o cocktail 30/77/38,5ppm conseguiu
controlar a amonia até final da simulacdo, no transporte foi necessaria uma segunda
adicdo do cocktail 30/80/40ppm, idéntico ao inicialmente adicionado, para manter os
niveis de amonia abaixo de 0.25mg/L. Este facto ndo se devera apenas ao nimero de
individuos no tanque, mas também ao stress consequente do transporte.

Na figura 13, compararam-se as concentragdes iniciais e finais de cortisol, de
cada individuo transportado, em funcdo do respectivo peso. Seria de esperar uma
concentracdo final de cortisol superior a inicial, no entanto isso apenas se verifica em 2
dos 9 individuos monitorizados. Este facto poderd resultar das condicGes de
carga/descarga, diferentes a partida e a chegada, onde a eficacia, celeridade e
mecanizacao dos processos poderdo ter um impacto nas amostras recolhidas. Ou seja, 0
simples facto de se retirar sangue aos individuos é um factor stressante, onde uma
diferenca significativa no tempo de recolha de sangue e na metodologia de amostragem
efectuada (ex: individuos amostrados dentro ou fora de &gua), poderédo ter impacto nos
resultados finais. Se aliarmos o facto de as amostras iniciais e finais terem sido
recolhidas por diferentes sujeitos, juntamente com os diferentes processos de
carga/descarga, poderdo explicar o desfasamento encontrado entre as amostras
recolhidas do sangue e da &gua dos individuos. Comparando a taxa de cortisol (figura
12), com as concentracdes de cortisol registadas (figura 13), existe uma clara
contradicdo, associada as razdes anteriormente descritas e ao possivel erro associado a
cada metodologia. Estas diferencas poderdo ainda ser relacionas com o facto de a
excrecdo de cortisol para a agua ser diferente do cortisol existente no plasma de cada
individuo, ainda que um aumento na concentracdo de cortisol, como resposta a
estimulos stressantes, deveria fazer-se sentir tanto no cortisol libertado para a agua,

como no existente no plasma do individuo (Martinez-Porchas et al., 2009).
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Ao contrario dos resultados referidos anteriormente, na simulacdo de cavalas
(Scomber japonicus) representada na figura 14 e 15, o facto de o tanque B nédo ser
tratado com nenhum cocktail, poderd permitir a comparacdo entre concentracfes de
amonia e cortisol e, possivelmente, avaliar a influéncia do AmQuel®. No tanque A,
devido a adicdo de cocktail (15/15/7.5ppm) ao longo da simulacdo (Oh, 4h, 5h, 7h e
10h), torna-se dificil inferir uma relacdo entre concentragdo de cortisol e aménia. No
tanque B (sem tratamento) obtiveram-se alguns resultados intermédios (8h, 11h, 12h e
14h), que registaram concentracGes de amonia abaixo do esperado, uma vez que o efeito
cumulativo de amdnia deveria ter sido evidente, ao contrario do que sucedeu nestas
amostragens, onde a concentracdo de amonia foi inferior a tendéncia demonstrada nas
restantes amostragens deste tanque. Estes resultados poderéo reflectir o erro associado a
metodologia de quantificacdo de amdnia, no campo, possivelmente devido a uma
contaminacdo dos tubos de leitura.

Ambas as concentracdes, cortisol e amdnia, apresentaram comportamentos
semelhantes, com tendéncia para um aumento inicial até as primeiras 4h de simulacéo,
seguido de um periodo de possivel estabilizacdo, entre as 4h e as 13h, verificando-se um
aumento significativo em ambos os pardmetros, nas Ultimas 5h de simulacdo. Este
aumento nas ultimas horas estara associado ao efeito cumulativo dos produtos de
excrecdo dos individuos, que se foram acumulando no tanque, reflectindo-se na
concentracdo final de aménia registada (2.5 mg/L). Neste tanque (B), a percentagem de
oxigeénio dissolvido foi sempre superior a 100% (Anexo I1), no entanto nas amostragens
apos 13h, 14h e 16h do inicio da simulagdo, registaram niveis de saturacdo de oxigénio
de 85%, 65% e 95%, respectivamente, o que aliado as elevadas concentracbes de
amonia, podera ter contribuido para 0 aumento da concentracdo de cortisol nas trés
ultimas amostragens.

No tanque B, apesar de a concentracdo de cortisol ter aumentado
significativamente nas Ultimas horas da simulacdo, verificou-se uma estabilizacdo nas
duas ultimas amostragens. Este periodo coincidiu com o inicio do periodo nocturno.
Estudos efectuados em individuos Sparus aurata verificaram a existéncia de diferentes
ritmos na concentragdo de cortisol, durante os diferentes periodos do dia, associados
principalmente ao alimento (Lopez-Olmeda et al., 2010). Uma vez que os individuos
foram mantidos em jejum, estes ritmos terdo tido influencia. Considerando que a
estabilidade se registou apds um aumento da concentragdo de cortisol, ocorrida no inicio

do periodo nocturno, poderia estar relacionado com possiveis mudangas na temperatura.
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No entanto, ndo se verificou uma variacdo significativa na temperatura durante o0s
diferentes periodos do dia (Anexo Il). Estudos efectuados em perca europeia (Perca
fluviatilis), demonstraram que os individuos expostos repetidamente a um estimulo
stressante apresentaram niveis de cortisol, no plasma, inferiores relativamente aos
individuos expostos a um Unico estimulo stressante (Jentoft et al., 2005). Esta possivel
estabilizacdo poderd estar relacionada com uma possivel adaptacdo momenténea dos
individuos, ap6s uma exposi¢do continua a elevadas concentraces de amonia.

Embora ndo se tenha registado nenhuma mortalidade apos as 20h de simulacao,
0 comportamento evidenciado nos individuos do tanque B foi diferente do registado nos
individuos do tanque A. Nas Gltimas horas de simulacéo, coincidente com o aumento de
cortisol e amonia, os individuos do tanque B revelaram um comportamento indicativo
de stress (Branson, 2008). Neste tanque, apds 20h de simulacédo e devido a deterioracéo
da agua do tanque, resultante dos produtos de excrecdo, os individuos comecaram a
evidenciar um comportamento alterado, com excitabilidade crescente e movimentos na
direccdo da superficie, onde a difusdo de oxigénio é maior. Isto provavelmente
demonstra uma caréncia de oxigénio neste tanque, onde a deterioracdo da agua, com
libertacdo de CO,, consequente diminuicdo de pH, e aumento da concentracdo de
amonia, pés em risco o bem-estar e condicao fisica e fisioldgica de todos os individuos
do tanque, ainda que a diferenca na concentracdo final de cortisol na 4gua, amostrada
entre o tanque A (27.18 ng/mL) e B (35.33 ng/mL), ndo tenha registado uma diferenca
relevante.

Na simulacdo, ambos os tanques foram expostos aos mesmos estimulos, com
excepcao do tratamento efectuado em cada tanque, onde o controlo de amdnia no tanque
A podera explicar a diferenca no comportamento da concentracdo de cortisol.
Comparativamente ao tanque B, os individuos deste tanque (A) encontravam-se num
ambiente fisiologicamente mais acessivel, ndo sofrendo do efeito cumulativo de amonia,
e consequente influéncia na dgua do tanque, como se verificou em B. A amdnia tem um
efeito negativo a nivel fisiolégico nos peixes (Ip et al., 2004; Barton & lwama, 1991;
Branson, 2008), contribuindo para o aumento do seu estado de stress (Pasnik et al.,
2007). A deterioracdo da &gua do tanque B, devido a elevada concentragdo de amonia,
podera ser a principal razdo do aumento da concentracdo de cortisol neste tanque. Por
outro lado, o método de amostragem de cortisol escolhido (na agua), podera ter
induzido a erro, uma vez que o cortisol se deteriora na agua. Isto implica que o cortisol

excretado nas primeiras horas de experiéncia podera ter sido degradado, na altura em
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que se efectuaram as Ultimas amostragens. Esta situacdo dificulta a obtencdo de uma
curva cumulativa “perfeita”, perto do esperado, na teoria, interferindo ainda no célculo
das taxas de excrecdo e na concentracdo final de cortisol.

Como se pode ver na figura 15, onde se comparam directamente os dois tanques,
relativamente as suas concentracdes de cortisol e amonia, ndo existe grande diferenca na
concentracdo de cortisol, mas os niveis de amonia verificados no tanque B séo 22 vezes
superiores aos verificados no tanque A. Como era esperado, a concentracdo de amonia
final no tanque B (2.5mg/L) foi superior a registada em A (0.11mg/L), sendo 10 vezes
superior & concentragdo considerada limite para adicdo de AmQuel®. No tanque A,
apesar de a amdnia final ser inferior a 0.25 mg/L, demorou cerca de 10h e 5 adi¢des de
cocktail, para que a sua concentracdo baixasse para niveis inferiores a 0.25 mg/L. No
entanto, apos 4h de simulacéo, a diferenca na concentracdo de amoénia entre o tanque A
(0.80 mg/L) e B (1.55 mg/L) ja é bastante consideravel. O unico ponto de proximidade
entre as concentracdes de amdnia, nos dois tanques, registou-se a passagem da segunda
hora de simulacdo, onde a concentracdo de aménia no tanque A (1.07 mg/L) acabou por
ser ligeiramente superior a obtida no tanque B (1.00 mg/L). Esta amostragem foi o
unico momento que a concentracdo de amonia no tanque A foi superior a registada em
B. A partir das 4h de simulagdo, com a excepcdo da 12h (0.90 mg/L) e 14h (0.80 mg/L)
de amostragem, a concentracdo de amonia no tanque B foi sempre superior a 1.35 mg/L
até final da experiéncia. Estas concentracdes de amonia registadas no tanque B
aproximam-se e em trés amostragens — 10h (3.05 mg/L), 16h (2.1 mg/L) e 17h (2.5
mg/L) — ultrapassam os niveis medios de toxicidade aguda por amoénia (1.86 mg/L),
testada em 17 espécies de teledsteos marinhos (Randall & Tsui, 2002; USEPA, 1989).

A maior concentracdo de amonia registada, tanto no tanque A (1.13 mg/L) como
no tanque B (3.05), obteve-se a passagem das 9h e 10h, respectivamente. Este periodo
coincide com a maior concentracdo de cortisol registada no tanque A, o que podera
indicar uma relagdo com a concentracdo de amonia, apesar do tratamento efectuado
neste tanque.

Seria de esperar uma concentracdo de cortisol mais elevada em B, no entanto,
como se pode ver na figura 15, entre as 4h e 12h de simulagdo, a concentragdo de
cortisol foi mais elevada em A. Este periodo coincidiu com os tempos em que se
adicionou o cocktail (4h, 5h, 7h e 10h). Apo6s a décima hora de simulagcdo ndo se
adicionou mais o cocktail, o que poderd indicar uma possivel influéncia do AmQuel® na

concentracdo de cortisol excretado para a &gua. Varios transportes com sucesso
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(Correia, 2001; Correia et al., 2008; Correia et al., 2010) foram efectuados utilizando
AmQuel®, sem nenhuma ocorréncia prejudicial para os individuos, resultante do seu
uso. Segundo a marca que comercializa AmQuel®, este produto n&o tera qualquer efeito
negativo para 0s peixes, tanto de 4gua doce, como marinhos (Kordon®, ¢, 2009). Um
dos constituintes do AmQuel® é o methanesulfonate, um anido utilizado para estabilizar
catides por ser aparentemente inerte. O methanesulfoneto é um componente do ms222 —
também conhecido por Tricaine methanesulfonate — um anestesiante para peixes, que
no entanto ja foi relacionado a possiveis efeitos nocivos, em humanos, devido a efeitos
constritores (Aris et al., 1990). Nos peixes, se este efeito se verificasse, levaria a uma
menor capacidade respiratoria, mas seria necessario comprova-lo, através da realizacéo
de novos estudos, especificos a este componente.

Ainda que aliado a elevada concentracdo de amdnia, € visivel que o periodo em
que os cocktails foram adicionados, coincide precisamente com o aumento de cortisol
verificado no tanque A, periodo este onde se registou a maior concentracéo de cortisol
ao longo de toda a simulagdo, obtida a passagem da 10h, no tanque A (39.13 ng/mL).
Seriam necessarias um maior numero de repeticbes desta simulacdo, nas mesmas
condicdes, para melhor se perceber a existéncia de um possivel impacto entre o
AmQuel® e a concentracio de cortisol excretada para a agua, para que estas hipoteses

possam ser refutadas ou confirmadas.

4.2 Parte |1: trabalho laboratorial

Na definicdo das experiéncias de laboratorio a efectuar, diversos factores e
dificuldades condicionaram o esboco dos ensaios. Uma das principais questdes foi a
decisdo entre utilizar, ou ndo, peixes no decorrer das experiéncias, optando-se por
efectuar este estudo sem a utilizacdo de animais. A auséncia de animais permite um
maior controlo da real concentracdo de aménia no tanque, diminuindo a margem de erro
nesse sentido. Como as concentragdes de amodnia sdo absolutas, servem de referéncia
para qualquer espécie, uma vez que nao foram obtidas para uma espécie em particular,
sendo uma das principais vantagens de se realizar estas experiéncias sem animais.

Outra vantagem parte do pressuposto de ndo causar dano desnecessario aos
individuos utilizados em ciéncia (Huntingford et al., 2006; HSA, 2006; Iwama, 2007;
Branson, 2008; OIE, 2009). Ou seja, antes de existir a no¢cdo do comportamento do
AmQuel® versus amoénia, a utilizacdo de individuos seré desnecessaria, tendo uma

maior relevancia utiliza-los ap6s varias manipulacdes de AmQuel®, para testes mais
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especificos, servindo também para comprovar ou refutar os resultados obtidos, sem
animais.

Outro ponto relevante foi a escolha dos cocktails
(AmQuel®/bicarbonato/carbonato) a utilizar. Para haver comparagdo entre experiéncias,
optou-se pela escolha de 5 cocktails, com base nos utilizados pela empresa com a qual
estavamos a trabalhar em parceria, e utiliza-los em todas as experiéncias, sem alterar a
sua concentracio. Para ter noc&o real do comportamento do AmQuel®, que foi testado
em situacOes criticas de elevadas concentracbes de amonia, definiram-se doses
extremas, em que o cocktail A (20/20/10ppm) e E (5/5/2.5ppm) delineiam os extremos,
com concentragfes intermédias compostas por B (15/15/7.5ppm), C (10/10/5ppm) e D
(7.5/7.5/3.75ppm).

Considerou-se ainda uma concentracdo de amonia de 0.25 mg/L que € definida
pela empresa Flying Sharks, como “limite” ¢ que corresponde a concentracdo de amonia
a qual se deveré adicionar AmQuel®. Esta concentracio serve apenas como referéncia,
sendo eficaz para as espécies transportadas por esta empresa, devendo ser ajustada as
diferentes espécies transportadas, principalmente as mais sensiveis a aménia, como por
exemplo, os salmonideos, onde uma exposi¢do prolongada a concentracdes de amonia
superiores a 0.20 mg/L poderdo resultar na morte dos individuos (Arthur et al., 1987;
USEPA, 1999).

A experiéncia representada na figura 16 serviu para confirmar a velocidade do
efeito quelante do AmQuel®, que segundo o seu representante (Kordon® . c, 2009)
actuara nos primeiros 5 minutos. Para uma concentracdo inicial de amonia (2.5 mg/L)
foram testados 5 cocktails (A, B, C, D e E). A maior accdo quelante verifica-se nos
primeiros 5 minutos, no entanto, apenas aos 7 minutos as concentracbes de amonia
baixaram consideravelmente para niveis inferiores. Em transportes de varias horas estes
dois minutos ndo fardo diferenca, e na realidade, apds os 15 minutos iniciais, depois da
adicdo de Amquel®, este tende a estabilizar a aménia, néo se verificando alteragées nos
restantes 45 minutos da experiéncia. Nesta experiéncia a amoénia foi adicionada apenas
no inicio, no tempo 0, o que implica que esta estabilizacdo apds os 15 minutos resulta
do facto de ndo ter ocorrido adi¢cGes posteriores de amoénia a &gua, durante os 60
minutos de ensaio.

Para estas concentracfes de amonia (2.5 mg/L), apenas os cocktails mais fortes
(A e B) garantiram uma concentracdo de amdnia abaixo de 0.25 mg/L, ao fim de 7

minutos. Os cocktails mais fracos (D e E), apesar de reduzirem a concentracdo de
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amonia, ao fim de 7 minutos, ndo conseguiram assegurar niveis inferiores ao limite pre-
estabelecido, obtendo-se niveis finais de amonia perto de 1 mg/L. O cocktail C, obteve
um comportamento intermédio, conseguindo baixar a concentracdo de amonia para
niveis inferiores a 0.25 mg/L, ap6s 10 minutos, mas obtendo uma concentracéo final de
amonia no tanque de 0.50 mg/L.

A figura 17 complementa a figura anterior, sendo testadas mais duas
concentrages iniciais de amonia (0.5 mg/L e 1.7 mg/L). Para concentracGes de amonia
superiores a 1.5 mg/L, apenas o cocktail A se mostra efectivo em baixar a concentragédo
de amdnia para niveis aceitaveis. Por outro lado, com concentragdes de amonia na
ordem dos 0.5 mg/L, apés 15 minutos todos os cocktails se mostraram eficientes,
quelando toda a aménia do tanque (A e B) ou obtendo concentracdes de amdnia abaixo
de 0.25 mg/L (C,D e E).

Durante os ensaios de laboratério o AmQuel® reflectiu o comportamento
esperado, para cada tipo de experiéncia efectuada. No entanto, na experiéncia
representada na figura 18 — onde se testaram 3 cocktails para 5 concentragdes iniciais de
amoénia — o AmQuel® ndo se mostrou tio efectivo como nas experiéncias anteriores.
Visto que a repeticdo desta experiéncia foi a Ultima a ser efectuada, estes resultados
obtidos poderdo ser uma reflexdo do AmQuel® e do seu tempo/condicdo de
armazenamento. O AmQuel® podera ter diminuido alguma da sua capacidade quelante,
justificando o porqué de a concentracdo de amonia ndo chegar a zero, nem mesmo com
o cocktail mais concentrado (A). Considerando todas as experiéncias efectuadas, onde a
concentracdo de amodnia baixou para niveis perto do zero — mesmo com cocktails de
concentracdo inferior — o tempo de armazenamento e consequente durabilidade do
AmQuel® ou uma possivel contaminagdo deste, poderdo estar na origem destes
resultados. O factor erro, associado ao método laboratorial de deteccdo de amonia,
também devera ser levado em conta, ainda que todas as curvas padrdo obtidas terem
garantido o funcionamento do método, na integra.

Nas tabelas IV e V, encontram-se o0s dados estatisticos das equagdes das curvas,
escolhidas para representar os resultados das figuras 18 e 21, respectivamente. O tipo de
ajuste escolhido para cada ensaio depende da reaccio do AmQuel® com a aménia. Ou
seja, se a saturacdo é imediata, ap6s o gasto de AmQuel® vai haver um aumento linear
da amonia, como o verificado na figura 21, para o cocktail C. Por outro lado, se o
AmQuel® vai saturando gradualmente, a sua recta representativa vai assumir um

comportamento exponencial, como o verificado na figura 21, para o cocktail B. As
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rectas exponenciais foram efectuadas com trés parametros, onde nem sempre o0 Y, foi
idéntico ao real, uma vez que consoante 0 comportamento de cada recta, assim o seu
ajuste relativamente a Yo. Ou seja, na pratica nem sempre se consegue uma
concentracdo precisa, relativamente ao pretendido na teoria, necessitando por isso de
um ajuste para que os resultados dai inferidos se aproximem o mais possivel da teoria,
mantendo-se o seu valor real. Para cada figura onde se teve que optar entre varios tipos
de recta, a escolha recaiu no melhor R?, para assegurar a recta mais préxima do real,
mantendo a sua viabilidade estatistica.

Apls os resultados obtidos nos ensaios anteriores, optou-se por uma
aproximacéo diferente, para se perceber o comportamento do AmQuel® quando
exposto a diferentes inputs de amoénia. Assim, simulou-se uma taxa de excrecdo de
amonia (2 mg/h) (Anexo 1l1), igual para cada tanque, sendo testados 5 cocktails (A, B,
C, D e N — nulo, sem adicdo de AmQuel®) ao longo de 10h de experiéncia (figura 19).
Com excepcdo da concentracdo mais baixa de AmQuel® (D) — e do nulo (N), ao qual
ndo se adicionou AmQuel®, para servir de controlo — os restantes cocktails (A, B e C)
mantiveram a concentracdo de amonia abaixo de 0.25mg/L, ao longo das 10h de
experiéncia.

Segundo o resultado obtido no tanque (N), onde se registou uma concentragéo de
amonia final de 2.25 mg/L, os trés cocktails testados (A, B e C) mostraram-se
eficientes, conseguindo manter a concentracdo de amoénia abaixo do limite, mesmo em
situacbes extremas, como a verificada. Estes resultados vém de encontro aos obtidos
anteriormente (figura 16), em que estes 3 cocktails foram expostos a uma concentragdo
inicial de amonia (2.5 mg/L) semelhante & verificada apds 10h de experiéncia (2.25
mg/L), conseguindo manter a concentracdo de amdnia abaixo do limite, em ambas as
experiéncias. No entanto, seria de esperar uma maior facilidade em manter o nivel de
amonia, abaixo do limite, na auséncia de um input de aménia — ainda que exista uma
concentracdo inicial de amoénia elevada (figura 16) — do que o verificado na figura 19.
Nesta experiéncia, ndo s6 os 3 cocktails (A, B e C) foram 100% eficientes, como o
comportamento de C foi mais eficaz numa situagdo cumulativa de amonia,
relativamente a uma elevada concentracdo inicial de amonia. Este facto podera ser
relevante quanto & escolha da agua de transporte, onde 0 AmQuel® parece ter maior
eficacia numa situacdo onde o aumento de amonia é progressivo, que numa situacdo

onde ja existe uma elevada concentragéo inicial de amonia.
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Este ensaio deixou ainda transparecer as diferencas entre as concentracfes de
AmQuel®. Ou seja, ainda que o cocktail A tenha o dobro da concentracéo do cocktail C,
nesta experiéncia ambos se mostraram igualmente eficazes. Por outro lado, o cocktail D
(7.5/7.5/3.75 ppm) apresenta uma concentracdo proxima de C (10/10/5 ppm), mas
registou um comportamento bem menos eficaz. Apos 3h de experiéncia a concentracao
de amdnia neste tanque (D) foi superior a 0.25 mg/L, obtendo uma concentragéo final
de amonia (aproximadamente 1.0 mg/L) 5 vezes superior a registada, na mesma hora
(10h), no tanque C (aproximadamente 0.2 mg/L). Estes resultados tornam-se relevantes
na escolha do cocktail a utilizar, onde uma concentracdo excessiva sera desnecessaria
perante concentracfes semelhantes, mas dever-se-4 escolher pelo seguro, pois pequenas
diferencas nas concentragdes inferiores, poderdo levar a um resultado catastréfico.

Com o intuito de melhor aprofundar esta relacdo entre os diferentes cocktails,
escolheram-se dois cocktails intermédios, para os testar em diferentes situacdes de
amonia. De entre os 5 cocktails, a escolha recaiu no B (15/15/7.5 ppm) e C (10/10/5
ppm), que segundo os resultados obtidos, nas experiéncias anteriores, seria um
interessante ponto a explorar. Assim, estes dois cocktails foram expostos a diferentes
taxas de excrecdo de amonia (0.25, 1.0, 2.5 e 5.0) (mg/h), com efeito cumulativo ao
longo de 8h de experiéncia.

Apesar de a sua concentracdo ndo ser muito distinta, a verdade é que as
diferencas entre um e outro foram notdrias ao fim das 8h de ensaio. Mesmo para taxas
de excrecdo inferiores a 1 mg/h, onde ambos os cocktails se mostraram efectivos na
reducdo de amédnia, ao longo das 8h de experiéncia, o cocktail B assegurou sempre
concentragfes de amdnia, no tanque, inferiores as registadas pelo cocktail C. Quando
testados com taxas de excrecdo mais elevadas, a diferenca de eficicia torna-se mais
expressiva. Com uma taxa de excrecdo 2.5 mg/h, o cocktail C apenas manteve a
concentracdo de amonia abaixo dos 0.25mg/L nas duas primeiras horas de experiéncia,
enquanto o cocktail B mantém a concentragdo de amonia abaixo deste nivel durante as
primeiras 5 horas, altura em que a aménia comeca a saturar o AmQuel®. Para a taxa de
excrecdo de amonia mais elevada (5 mg/h), o cocktail B mantém a amonia controlada
por 3 h, mantendo a concentragdo de amonia no tanque inferior a 1 mg/L, durante 7 h de
ensaio. Por outro lado, o cocktail C apenas manteve a concentragdo de amonia, no
tanque, inferior a 0.25 mg/L durante a primeira hora, atingindo concentragdes de 1 mg/L

passado 5 h desde o inicio da experiéncia.
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Estas diferencas entre o cocktail B e C estdo representadas na figura 21, onde se
torna claro a eficacia de cada cocktail, na presenca de diferentes taxas de excrecdo de
amonia, verificando-se ainda a existéncia de uma relacdo linear entre AmQuel® e
amonia. No cocktail B, para uma taxa de excrecdo de amonia de 2.5mg/h, demora 5h até
a concentracdo de amonia atingir os 0.25mg/L. Se duplicarmos a taxa de excrecdo (5
mg/h), o tempo em que a concentracdo de amonia leva a atingir este valor, reduz para
metade (2,5h). O mesmo acontece para o cocktail C, onde a principal diferenca reside
no tempo que a concentracao de amonia demora a atingir 0.25mg/L, até ja ndo existirem
moléculas de AmQuel® no tanque. Ou seja, para uma taxa de excrecdo de aménia de
2.5mg/h, o cocktail C inutiliza a aménia durante 3h, mantendo-a a niveis toleraveis. Se
duplicarmos esta taxa (5 mg/h), o tempo que 0 AmQuel® se mantém eficaz na sua acgao
quelante, diminui para metade (1,5h). Isto significa que, enquanto houver AmQuel® na
4gua, cada molécula de AmQuel® vai ligar-se a uma molécula de aménia, registando-se
uma relagéo de linearidade.

De notar ainda, que para taxas de excrecédo inferiores a 1mg/h, tanto o cocktail
B, como o C, garantem uma concentracdo de amonia abaixo dos 0.25mg/L, durante as
8h de experiéncia. Para uma taxa de excre¢do de 2.5mg/h, aconselha-se o cocktail B (até
5h abaixo de 0.25mg/L), uma vez que o cocktail C a passagem da segunda hora de
ensaio ja ndo tem capacidade para quelar a amonia, que continua a entrar continuamente
no tanque, obtendo um comportamento linear, 0 que implica uma saturacdo imediata.
Para concentracdes elevadas (5mg/h), o cocktail B apenas quela a amoénia na primeira
hora, sendo depois totalmente saturado. Neste caso, e apesar de o cocktail B neutralizar
a amonia durante 3h, para concentracBes deste nivel é aconselhado a utilizacdo de um
cocktail mais forte.

Estes resultados tornam-se relevantes na escolha do cocktail a utilizar, mediante
0 seu preco e eficacia. No mercado, uma solucéo liquida de AmQuel® (4 L) custa
aproximadamente 30€, onde 5 mL de produto tratam 40 L de 4agua. A um nivel
profissional, onde se manipula 0 AmQuel® em pé, 5 kg custam 110€, onde 1kg tratara
30 m® de 4gua (Kordon®_ ¢, 2009). Ainda que para empresas de transporte de peixe
vivo, o preco do AmQuel® se possa tornar irrelevante, para pequenas empresas, grupos
de investigacdo ou mesmo particulares, o preco do AmQuel® podera ser relevante na
altura de escolha do método de remocdo de aménia, ou da quantidade de AmQuel®

adicionada ao tanque.
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Estas duas experiéncias (figura 20 e 21) permitem tirar uma ideia geral das doses
de AmQuel® a utilizar, e a durabilidade do seu efeito em condicdes cumulativas de
amoénia. Mesmo em situacdes onde o preco de AmQuel® ndo seja um factor relevante na
hora de ser adicionado ao tanque, a verdade é que nao se sabe o impacto fisiologico que
podera ter, particularmente em individuos j& de si stressados e fisiologicamente
debilitados. Assim, se uma dose inferior de AmQuel® assegurar 0 mesmo resultado
relativamente a uma dose mais elevada, seré preferivel usar a menor dose, uma vez que
garante igual eficacia e € menos essa quantidade de quimicos adicionada a gua, ja de si
muito alterada.

Na ultima experiéncia efectuada (figura 22 e 23), juntou-se duas situacdes ja
testadas, criando uma nova situacdo a explorar. Apesar da tendéncia evidenciada pelas
rectas B e C, de se aproximarem na presenca de taxas de excrecao mais elevadas, para
0.25 mg/h, a diferenca entre B e C é ainda mais dispar que a verificada no ensaio
anterior (figura 20 e 21). Isto deve-se ao facto de a amdnia estar a ser excretada para
uma agua ja contaminada de aménia. Ou seja, 0 AmQuel® vai quelar primeiro a aménia
existente no tanque e quando a taxa de excrecdo é iniciada, 0 AmQuel® existente no
tanque ja ndo vai ser suficiente para contrabalancar o efeito da aménia que esta a ser
excretada. Ainda assim, para taxas de excrecdo de 0.5mg/h, o cocktail B consegue
manter a concentracdo de amdnia abaixo de 0.25mg/L, durante todo o ensaio (8h). No
entanto, ao contrario do verificado na experiéncia anterior, e vindo de encontro ao que
seria esperado, nenhum destes cocktails conseguiu manter a concentracdo de amodnia
inferior a 0.25mg/L, por mais que 2h, para as taxas de excrecdo superiores a 1mg/h,
inclusive. Esta situagdo torna-se mais evidente na figura 23, onde se nota claramente o
acréscimo de amdnia para concentrac@es fisiologicamente insuportaveis para a maioria
das espécies (Randall & Tsui, 2002; USEPA, 1989; USEPA, 1999).

Este tipo de experiéncia permite juntar dados a questfes do transporte de peixe
vivo ainda por compreender a 100%. Um exemplo é a situacdo da agua de transporte
ser, ou ndo, a mesma que a utilizada nos tanques de espera, previamente ao transporte.
A bibliografia (Berka, 1986; HSA, 2006; Branson, 2008) recomenda, particularmente
em transportes de espécies de agua doce, pelo menos 25% da dgua de espera para a dgua
de transporte. A razdo pela qual se devera adicionar uma percentagem da agua de espera
aos tanques de transportes reside nas propriedades da agua, tanto a nivel dos seus
principais parametros, como a um nivel hormonal. Ou seja, ainda que muitas vezes a

agua utilizada nos tanques de espera seja idéntica nas suas propriedades, a agua
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utilizada no transporte, existem propriedades — como pH, temperatura ou alcalinidade —
susceptiveis a mudancas. Estas alteracbes sdo mais passiveis de acontecer em agua
doce, uma vez que a menor quantidade de iGes, comparativamente & &gua salgada, Ihe
confere uma menor capacidade de tamponizacao. Por outro lado, o simples facto de se
adicionar agua “nova”, misturada com a agua de espera, ird sempre alterar as
propriedades existentes na agua de espera. A principal razdo para se optar por utilizar
um volume parcial da 4gua de espera dever-se-a essencialmente as hormonas libertadas
para a agua, pelos individuos, particularmente feromonas, que ao serem transferidas na
agua, para o tanque de transporte, serdo posteriormente reconhecidas pelos individuos,
facilitando a sua adaptacdo (HSA, 2006; Branson, 2008; OIE, 2009). No entanto, ndo se
conhece o limite em que os produtos de excrecado, particularmente a amonia, serdo mais
decisivos negativamente, relativamente ao possivel beneficio da presenca hormonal.

A diferenca entre adicionar AmQuel® a uma agua contaminada de aménia ou a
uma agua completamente desprovida de amonia é enorme. Comparando os resultados
obtidos, entre a figura 23 relativamente a figura 21, até mesmo o cocktail B, que numa
situacdo idéntica ao nivel de taxas de excrecdo (mas sem a concentracdo inicial de
amonia — figura 21) consegue manter a amonia abaixo de 0.25mg/L durante 5h, mesmo
para taxas de excrecdo elevadas (5 mg/h); com uma concentracao inicial de amoénia de
0.25mg/L, este mesmo cocktail ndo controla a aménia por mais de 1h (figura 23). Se
compararmos estes dois ensaios, para o cocktail C, estas diferencas sdo ainda mais
significativas. Para igual taxa de excrecdo de amonia, o tempo que o cocktail C mantém
a concentracdo de amdnia inferior a 0.25 mg/L, numa situacdo de amdnia inicial no
tanque (figura 23), é reduzido significativamente quando comparada a uma situagdo
onde a concentracdo inicial de amonia € nula (21). Ou seja, para uma taxa de excrecao
de 0.25 mg/h, 1 mg/h, 2.5 mg/h e 5 mg/h, o cocktail C assegura uma concentracdo de
amonia inferior a 0.25 mg/L durante 8h, 5h, 3h e 1h30, respectivamente. Quando
adicionado a uma agua contendo amdnia (0.25 mg/L), este mesmo cocktail ndo garante
uma concentracdo de amonia inferior a 0.25 mg/L por mais de 1h, mesmo para a taxa de
excrecdo mais baixa (0.25 mg/h), atingindo concentracdes de amonia entre 1.0 mg/L e
1.5 mg/L, ao fim de 2h, para a taxa de excrecdo mais elevada.

Esta situacdo implica uma maior ponderacdo na hora de escolher a agua de
transporte. Entre usar uma agua completamente desprovida de amonia, arriscando o erro
hormonal, uma vez que os individuos acabam por ser transportados para uma agua

completamente desprovida das suas proprias feromonas, e descaracterizada ao nivel das
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propriedades da agua a que os individuos se teriam ja adaptado, arriscando-se uma
transferéncia entre tanques mais complicada, podendo comprometer o transporte. Por
outro lado, se se optar pelo uso da agua dos tanques de espera, prévios ao transporte,
tera de se ter em conta que para compensar a existéncia de amonia inicial no tanque de
transporte, se estara a adicionar uma maior quantidade de quimicos a agua. Tendo em
conta as propriedades quimicas do AmQuel® e consequente influéncia no pH da agua,
tornando-o mais &cido, é preciso ponderagdo na escolha do cocktail a utilizar,
garantindo a diminuicdo da concentracdo de amonia, sem baixar o pH drasticamente,
uma vez que elevadas concentracdes de AmQuel® tendem a criar descidas stbitas no pH
(Correia et al., 2010; Kordon® ¢, 2009). Um meio-termo entre os dois casos,
conjugando as propriedades fisico-quimicas da &gua e um cocktail de Amquel®

suficiente para quelar a amoénia, sem comprometer o pH da agua, seria o ideal.

4.3.Concluséo

O transporte de peixe vivo € uma etapa relevante e com impacto directo em
diferentes areas, desde aquacultura, aquariofilia, repovoacdo de habitats aquaticos ou
mesmo na industria alimentar de peixe vivo. A principal dificuldade encontrada na
exploragdo do transporte de peixe vivo ¢ a falta de dados existentes. Ou seja, ainda que
relacionado e com impacto directo em diversas areas, as publicacbes e dados
disponiveis acabam por ser demasiado especificos para cada area e nao necessariamente
na etapa do transporte em si. O principal exemplo a este nivel é a comparacdo entre
concentragfes de cortisol — tanto na agua como no plasma — e de amoénia entre as
diversas espécies transportadas, particularmente entre espécie marinhas. Até ao
presente, os limites testados relativamente aos niveis médios de toxicidade aguda de
amonia, tolerada pelos individuos, resumem-se a 32 espécies de agua doce (2.79 mg/L)
e 17 de espécies marinhas (1.86 mg/L) (USEPA, 2010). A diferenca de interesse entre
espécies marinhas e de dgua doce é notdria, onde a importancia das espécies de agua
doce, principalmente em aquacultura, é reflectida a varios niveis. Por exemplo, os dados
obtidos nestas 17 espécies marinhas remontam a 1989, ainda que a USEPA tenha
reformulado estes indices para toxicidade de amoénia em 1999, mas apenas para espécies
dulcicolas (Randall & Tsui, 2002; USEPA, 2010). Existem ainda estudos efectuados em
especies com caracteristicas particulares, como uma elevada tolerancia ou sensibilidade
a amonia (Wang & Walsh, 2000; Arthur et al., 1987; Ruyet et al., 1995; Ruffier et al.,

1981). Espera-se que os resultados obtidos, tanto a nivel de cortisol, como de amdnia,

82



tenham contribuido no acrescento de resultados nesta area, particularmente para a
espécie Argyrosomus regius, cada vez mais uma espécie candidata ao sucesso de
producdo em cativeiro.

Os problemas de replicacdo destes ensaios em situacao de transporte sao outras
das dificuldades sentidas, que levaram a op¢do de uma primeira abordagem, sem
individuos. O tempo de carregamento prévio ao transporte, ndo permite experiéncias
nem demoras consequentes destas. Os animais transportados apresentam um alto valor
comercial, o que resulta na proteccdo da sua integridade fisica, evitando-se qualquer
perturbacdo prévia ao transporte, susceptivel de causar e/ou aumentar o stress existente,
como por exemplo, a recolha de sangue ou a inser¢do de uma marca individual. Aliado
a estes factores, o planeamento de uma experiéncia durante um transporte é totalmente
diferente, a nivel logistico e metodoldgico, que um ensaio em laboratdrio. Mesmo com
um planeamento exemplar, as paragens efectuadas durante um transporte condicionam
o0s tempos de amostragem, que em laboratdrio sdo totalmente controlados e igualmente
espacados, sem qualquer entrave. Ou seja, € possivel planear quando e onde se véo
efectuar as paragens, durante um transporte. No entanto, e excluindo qualquer
imprevisto, se um transporte aéreo demora 4h, sdo 4h onde ndo existe qualquer tipo de
controlo ou qualquer hipdtese de amostragem, nos tanques, durante este intervalo de
tempo. Isto implica que se algo inesperado, a nivel experimental, acontecer, ndo s6 ndo
se tera acesso ao tanque para amostrar e controlar os parametros principais, como se
arriscara a perder toda a carga, devido a um erro ou um acontecimento inesperado.
Torna-se assim importante conhecer a accdo do AmQuel® em situacdes extremas, com
elevadas concentracdes de amdnia, e 0 seu tempo de reac¢do, ndo sé a amoénia existente
num intervalo de tempo, como também numa situacdo cumulativa, prevendo o cocktail
certo de AmQuel®, suficiente para controlar a aménia, e sem alteracdo das propriedades
quimicas da &gua, para determinado tempo de transporte.

Os resultados obtidos, particularmente nas figuras 21 e 23 — resultando na
construcdo da tabela VII (Anexo V) — vdo de encontro as necessidades de estudos
experimentais mais sistematicos das condi¢des de transporte, sentidos pela Flying
Sharks, empresa em cooperagdo que originou o objectivo desta tese. A necessidade de
acesso a resultados provenientes de manipulagdes de situacdes de elevadas
concentracdes de amonia, nomeadamente na utilizacdo de quimicos para controlo de
amonia — de forma a poder responder mais eficientemente as exigéncias e

condicionalismos dos transportes de peixes realizados — levou a realiza¢do desta tese.
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Estes resultados permitem uma planificacdo mais precisa, onde através de uma
estimacdo da taxa de excrecdo de amoénia, se poderd inferir quanto tempo determinado
cocktail controla a aménia a niveis aceitaveis para cada espécie. Para alem da escolha
do melhor cocktail, consoante a amonia existente no tanque, estes resultados permitem
planear com precisdo os tempos de adicdo de AmQuel®, relativamente aos tempos de
paragem permitidos durante um transporte. No caso de um transporte aéreo, sem acesso
aos tanques, ou de um transporte rodoviario com paragens obrigatorias de 2h em 2h,
saber quanto tempo de controlo se tem sobre determinado tanque, podera ser essencial,
prevenindo-se doses excessivas de AmQuel® e evitando-se concentragbes de aménia
superiores ao desejavel.

Pequenas diferencas nas concentraces de cada cocktail escolhido poderéo ter
resultados distintos no controlo de aménia (Anexo V). Assim sendo, o Cocktail B
(15/15/7.5 ppm) demonstrou ser eficaz no controlo de amonia, para taxas de excrecao
inferiores a 5mg/h, mesmo com concentragdo inicial (0.25mg/L) de amdnia no tanque.
Cocktails inferiores a 15/15/7.5 ppm mostraram-se ineficazes no controlo de amonia,
para taxas de excrecdo superiores a 1mg/h.

Seguindo estes resultados, seria interessante ensaiar diferentes aproximacoes
com o intuito de melhorar o transporte de peixe vivo. Seria interessante aprofundar o
impacto de um cocktail elevado experienciando os mesmos niveis de aménia, em duas
situacdes, inicial ou cumulativa, para perceber se realmente o AmQuel® ¢, ou ndo, mais
efectivo numa situacdo cumulativa do que numa concentracdo inicial elevada de
amonia.

Para replicar um ensaio laboratorial numa situacdo de transporte, sera necessaria
uma metodologia de amostragem idéntica, para que o stress imposto pela metodologia
em si ndo influencie o resultado final. Neste grupo, inserem-se diferentes ensaios que
seriam interessantes explorar. Diferentes aproximacgdes de manejamento quando se esta
a carregar/descarregar, como por exemplo, um menor nimero de pessoas — implicando
menos alvoroco e confusdo — versus um maior nimero de mao-de-obra, significando
muitas vezes maiores niveis de ruido e agitacdo, mas podendo garantir uma maior
celeridade de processos. Outro ponto de interesse seria explorar 0 manejamento prévio
ao transporte, que os individuos sdo sujeitos. Ou seja, até que ponto os Ultimos
individuos a serem carregados se tornardo mais susceptiveis ao stress? Havera

influéncia na sua adaptacdo a agua de transporte?
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Com base nos resultados obtidos na Gltima experiéncia (figura 22 e 23), e tendo
em conta estas e muitas outras questdes por resolver, seria interessante averiguar o
impacto da qualidade da &gua, no inicio do transporte. Para isso seria necessario
efectuar um transporte, exclusivamente para fins cientificos, uma vez que se poria em
causa a integridade fisica e fisiologica desses mesmos individuos. Colocando o mesmo
namero de individuos, da mesma espécie, com peso, tamanho e estado de maturagdo
idénticos, em 5 tanques distintos, efectuando-se amostragens periédicas de cortisol
excretado para a agua, niveis de amoénia e principais parametros da agua, durante o
mesmo transporte, poder-se-ia inferir e, talvez, interligar estes factores. Assim sendo, a
diferenga entre os 5 tanques residiria na percentagem de &gua de espera versus agua
desprovida de amonia (ex: 100%, 75%, 50%, 25% e 0% agua de espera) utilizando
diferentes cocktails de AmQuel® (do mais concentrado, para o menos concentrado) para
cada repeticdo de transporte, registando qualquer alteracdo a nivel comportamental e
fisioldgico.

Os registos fisioldgicos e comportamentais tornam-se de enorme relevancia na
percepcao de stress e bem-estar dos individuos. Nem sempre 100% de sobrevivéncia é
indicador de bem-estar animal, e mesmo o transporte que é efectuado dentro de todas as
directivas legais, cientificas e profissionais, € susceptivel de causar danos nos
individuos transportados. No transporte de corvinas (Argyrosomus regius) efectuado,
todos os individuos sobreviveram a um transporte de 20h, onde a concentracdo de
amonia ndo ultrapassou os 0.25 mg/L, com niveis de oxigénio dissolvido superiores a
200%, onde o pH foi superior a 7.5 e a temperatura se manteve entre 14.5°C - 16°C, ao
longo de todo o transporte, sendo cumpridos os requisitos aliados ao bem-estar dos
individuos transportados, com 100% de sobrevivéncia. Ainda que todos 0s requisitos
tenham sido cumpridos, na realidade, todos os individuos transportados foram
desparasitados a chegada, devido a uma infeccdo provocada por duas espécies de
Calceostoma sp. (Duncan et al., 2008). No entanto, este transporte foi de facto um
sucesso, ndo sO porque apoOs desparasitacdo estes individuos ndo registaram mais
problemas infecciosos, como apds seis meses de cativeiro, demonstraram uma
capacidade de adaptacdo, crescimento e maturagdo, permitindo uma inducdo de
protocolos de reproducdo, com sucesso (Duncan et al., 2008).

Este resultado podera significar que, para esta espécie, 0 AmQuel® nio tera
influéncia directa nas principais fungdes fisiolégicas dos individuos. De facto, de todas

as espécies transportadas pela empresa Flying Sharks, ndo houve problemas
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relacionados ao uso do AmQuel® (comunicacdo pessoal). Noutra area, diversos
aquariofilistas garantem o sucesso e mais-valia deste produto (comunicacdo pessoal).
No entanto, ndo se sabe ao certo qual o efeito a nivel fisioldgico, e devido a interligacéo
constante entre todos os parametros associados ao transporte de peixe vivo, a menos que
se efectuem estudos especificos do efeito do AmQuel® a nivel fisiolégico, ndo se pode
garantir uma accao 100% inofensiva deste agente quimico, ainda que se reconheca, até
ao momento, o seu valor e eficacia no controlo de amonia, permitindo transportes mais
seguros e em melhores condi¢bes. No entanto, e a semelhanca de outros quimicos
utilizados, e entretanto substituidos, em mais de 2séc. de evolucdo no transporte de
peixe vivo, assim que a eficacia é garantida, quanto menor a quantidade de quimicos
adicionada, menor o risco associado ao desconhecido.

O transporte de reprodutores para aquacultura, como também de espécies raras e
em risco de extingdo, torna-se numa missao crucial para o futuro das espécies aquaticas,
sendo importante a evolucdo deste campo, com o0 investimento em novas experiéncias
incidindo no caracter fisiologico dos individuos e da influéncia que a metodologia
utilizada representa. Assim, e ainda que cada transporte de peixe vivo se baseie nos
mesmos principios e prioridades, continua a ser unico, diferente e imprevisivel, onde o

maior desafio reside em torna-lo cada vez mais previsivel.
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ANEXO |

Tabela I: Principais parametros — Oxigénio Dissolvido (OD), Temperatura (T) e pH —

obtidos durante o transporte de corvinas (Argyrosomus regius Asso, 1801).

# Tanque | Tempo (h) | O.D.(%) | T (°C) | pH

To 278 158 |7,83

T, 253 158 | 8,10

| Tg 244 155 | 8,02
T 263 150 | 8,12

T 248 150 | 8,04

To 307 158 | 7,83

T, 278 159 | 8,00

I Tg 262 156 | 7,88
T 273 15,1 | 8,00

Tig 271 150 | 7,97

To 272 158 | 7,91

T, 237 158 | 8,14

i Tg 230 156 | 8,04
T 258 151 | 8,17

T 257 149 |8,10

Tabela I1: Principais parametros — Oxigénio Dissolvido (OD), Temperatura (T) e pH —

obtidos durante uma simulagao de corvinas (Argyrosomus regius Asso, 1801).

Tempo (h) | O.D. (%) | T(°C) | pH
To 144 16,9 | 7,98
T, 254 17,1 | 7,57
T, 313 16,8 | 8,07
Te 368 16,5 | 8,08
Ty 362 16,2 | 7,96
T1o 395 16,0 | 7,89
Ty, 373 15,7 | 7,81
T4 373 154 | 7,75
Tis 353 151 | 7,69
Tis 347 151 | 7,69
Ty 347 158 | 7,53
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ANEXO I

Tabela I11: Principais parametros obtidos durante uma simulacdo de cavalas (Scomber

japonicus Houttuyn, 1782) — Tanque A: Com tratamento.

Tempo (h) | pH | T (°C) | OD (%)
Ti 7,83 | 17,3 132
To 7,72 | 178 104
T, 7,32 | 19,6 198
T, 7,22 | 20,6 181
Te 73 | 204 208
Ts 7,15 | 214 238
Ty 717 | 22,4 248
Tio 709 | 21,7 251
Ty 7,11 | 22,2 235
T 7,14 | 218 154
Tis 716 | 21,1 113
T4 719 211 98
Tis 7,20 | 20,3 90
Tz 7,23 | 20,4 84

Tabela 1V: Principais parametros obtidos durante uma simulacdo de cavalas (Scomber

japonicus Houttuyn, 1782) — Tanque B: Sem tratamento.

Tempo (h) | pH | T (°C) | OD (%)
T 783 | 17,3 132
To 7,80 | 18,0 118
T, 7,23 | 188 125
Ty 7,12 | 19,7 100
Te 7,08 | 20,3 138
Ts 6,99 | 21,2 160
Ty 6,88 | 21,6 180
T1o 6,81 | 21,7 161
Ty 6,74 | 21,8 153
T, 6,78 | 21,7 138
Tis 6,82 | 214 85
T4 6,84 | 21,2 65
Tis 6,87 | 20,8 95
Ti7 6,86 | 20,7 137
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ANEXO [lI

Tabela V: Diversas taxas de excrecdo de amonia, para diferentes espécies. O peso,

temperatura (T) e a presenca/auséncia de alimento encontram-se também
esquematizados.
: - Peso -
Alimento Amonia ) T (°C) Especie Autor Ano
0,35 mg/dia 90 27 Colossoma Ismifio-Orbe 2003
macropomum etal.
052 mg/dia 90 24 Dicentrarchus Guerin- 1976
labrax Ancey
0,42 mg/dia 90 24 Sparus aurata | Porteretal. | 1987
0,3 mM/L 1000 "general fishes" Randall & 1987
’ g Wright
< 4.2/3.3/2.0/1.6 | 20/30/4 -
Né&o mg TAN/Kg/h 5/55 23 Perca fluviatilis | Zakesetal. | 2003
. 41,19 mg Handy &
Sim TAN/Kgh Gadus morhua Poxton 1993
140 mg . Handy &
TAN/Kgh Anguilla rostrata Poxton 1993
Nao | 17.23 mMiKgh | 902 | ganp | OnCOrNChUS -\ ontetal | 1993
281 clarki
Nio | 2,46 mM/Kgh Rainbow trout | CUTHS& | g0y
Wood
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ANEXO IV

Tabela VI: Concentracfes de cortisol no plasma de diferentes espécies de peixe, antes
(Prestress) e apds (Poststress) um estimulo stressante. (Adaptado de Martinez-Porchas et al., 2009)

Cortisel (amolT)

Species Stressor Prestress Poststress Exposure References

Atlantic char Salvelinus alpinus Handling 5 445 Acute Lyytikdinen ef al. (2002)
Atlantic salmon Salme salar Sea lice challenge %9 339 Chronic Bowers et al. (2000)
Atlantic salmen (diploid) Salmo salar Confinement 27 151 Acute Sadler et al. (2000b)
Atlantic salmen (triploid) Salmo salar Confinement 27 124 Acute Sadler et al. (2000b)
Brook trout (diploid) Salvelinus f Handling and con 19 242 Acute Benfey & Biron (2000)
Brook trout (triploid) Sabvelinus ft Handling and confi: t 2 146 Acute Benfey & Biron (2000)
Common carp Cyprinus carpio Density 19 206 Acute Ruane et al. (2002)
Pallid sturgeon Confinement 5 16 Acute Barton et al. (2000)
Scaphirhvnchus albus

Pallid sturgeon Scaphiriynchus albus Handling 3 8 Acute Barton er al. (2000)
Ramnbow trout Oncorfynchus mykiss Chemical exposure 49 110 Chrenic Benguira et al. (2002)
Rambow trout (dipleid) Oncoriynchus mykiss  Handling and confinement 7 698 Acute Benfey & Biron (2000)
Rainbow trout male Oncorlynchus mykiss Trapping 16 380 Acute Clements ef al. {2002)
Rambow trout female Oncorinmchus mykiss Trapping 57 764 Acute Clements ef al. (2002)
Sea bream Sparus aurata Crowding 13 358 Chrenic Ortufio ef al. (2001)
Walleyes Stizostedion vitreum Capture and transport 33315 380-480 Acute Barton er al. (2003)

Martinez-Porchas et al. (2009)
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ANEXO V

Tabela VII: Tempo que a concentragdo de amonia no tanque demora a atingir 0.25

mg/L, para 4 taxas de excrecdo de amonia (0.25, 1, 2.5 e 5) (mg/h), em duas situacdes

de concentracdo de amonia inicial (0 mg/L e 0.25 mg/L), utilizando-se dois cocktails de

AmQuel®: B (15/15/7.5 ppm) e C (10/10/5).

Taxa
Excrecao
Amoénia
(mg/h)

0.25
1
2.5
5}

Amonia Inicial: 0 mg/L

Tempo atinge 0.25 mg/L

Cocktail C
(10/10/5 ppm)

Cocktail B
(15/15/7.5 ppm)

8h 8h
(minimo) (minimo)
(mi?\illlno) s5h
5h 3h
2h30 1h3o

Amonia Inicial: 0.25 mg/L

Cocktail B Cocktail C

(15/15/7.5 ppn)

8h 1h

2h 1h

1h oh
o.5h o.5h

(10/10/5 ppm)
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