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RESUMO  

Anestésicos são utilizados para anestesiar peixes para facilitar o manejo, evitar 

ferimentos e reduzir o estresse desses animais. Sabendo-se que a aplicação de eugenol 

em peixes resulta em baixos tempos de indução anestésica, objetivou-se, avaliar 

diferentes concentrações do fármaco e sua ação sucessiva sobre os estágios anestésicos; 

testar a eficácia do produto como mitigador dos parâmetros hematológicos, em alta 

concentração (aplicada para anestesia profunda) e em pequenas concentrações 

(aplicadas no transporte de peixes); otimizar e  validar um método determinação de 

resíduos de eugenol em músculo, fígado e plasma; e avaliar os resíduos anestésicos dos 

peixes submetidos à concentrações  de anestesia profunda e de transporte, ao longo de 

24 horas de depuração. Para isso, utilizaram-se exemplares de tilápia do Nilo 

Oreochromis niloticus, provenientes do Pólo Regional da APTA do Vale do Ribeira, 

município de Pariquera-Açu/SP. A concentração de eugenol, considerada mínima 

necessária para produzir anestesia profunda, foi de 100 mg L-1. Em relação à ação 

sucessiva do fármaco, pode-se observar que não houve diferença significativa (p>0,05) 

entre os estágios anestésicos. O produto aplicado como anestésico não teve interferência 

sobre os parâmetros hematológicos de tilápia, em todas concentrações testadas. Para 

avaliar o residuos de eugenol em amostras biológicas, a técnica escolhida foi 

cromatografia em fase gasosa (CG) utilizando-se coluna capilar e detector de ionização 

de chama (DIC). Com esse instrumento, obtiveram-se picos cromatográficos com 

resolução apropriada e ampla faixa de linearidade, permitindo quantificar com 

segurança, desde baixas concentrações até níveis elevados do produto. A partir da 

concentração de 100 mg L-1 de anestésico, analisou-se resíduos em amostras de tilápia 

e, após 24 horas de depuração anestésica não houve eliminação total do fármaco. Nas 

menores concentrações (5 e 10 mg L-1), após o período de depuração, ocorreu redução 
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significativa nos valores residuais de eugenol, nas três amostras analisadas e nas duas 

concentrações aplicadas. Portanto, a maior concentração aplicada pode ser utilizada em 

tilápias para anestesia profunda, assim como 5 e 10 mg L-1, empregadas em transporte 

de peixes, sem causarem alterações nos parâmetros hematológicos. Entretanto, o 

período de 24 horas de depuração não é suficiente para eliminar o resíduo de eugenol 

nas amostras de plasma, fígado e músculo de tilápia. 

Palavras-chave: cromatografia gasosa, estágios anestésicos, peixe, sangue. 

 

1. Introdução 

A anestesia, em estações de pisciculturas, é utilizada para facilitar o manejo, 

evitar a possibilidade de ferimentos e, possivelmente, reduzir o estresse dos peixes 

(Small, 2004; Bolasina, 2006).  

Quando os peixes são submetidos a situações de estresse, alterações são 

verificadas nos parâmetros hematológicos (Morgan & Iwana, 1997), dentre outros. 

Sabe-se que a imobilização química ajuda o peixe a minimizar os efeitos causados por 

procedimentos, como, manejo e transporte. 

Dentre os anestésicos comumente utilizados em peixes, o óleo de cravo, cuja 

substância majoritaria é o eugenol, tem se destacado por apresentar características de 

anestésico adequado como, baixo custo; facilidade de aquisição; alto grau de eficiência 

e pouco tóxico (Ross & Ross, 2008). 

Nesta tese, estudou-se o uso do eugenol como anestésico para a espécie 

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758). Esta espécie foi escolhida, pois, sabe-se que a 

produção anual de tilápias cresceu, apontada como a primeira em produtividade na 

região do Médio Paranapanema e a segunda em produção no Estado de São Paulo 
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(Ayrosa et al., 2005). O Brasil está em sexto lugar na escala mundial dos maiores 

produtores de tilápia, responsável por 3,3% do total da produção (FAO, 2007).  

O aumento na produção da tilápia se deve às características relativas à carne, ao 

elevado valor nutricional, excelentes características organolépticas, ausência de 

espinhos intermusculares em forma de Y (Souza & Maranhão, 2001). Os raios duros 

que formam a nadadeira dorsal desta espécie facilmente ocasionam ferimentos aos 

operadores (Simões & Gomes, 2009), por isso é importante a aplicação de anestésicos 

durante o manejo desses animais. 

De acordo com Bosworth et al. (2007), o peixe sedado dentro do processo de 

captura, antes do abate, evita o estresse que possivelmente ocorreria durante o manejo e 

abate, conseqüentemente, melhorando a qualidade da carne. Entretanto, existem 

preocupações nos resíduos anestésicos deixados na carne, que possa alterar as 

características organolépticas (aroma e sabor) natural do peixe, podendo resultar na 

rejeição pelos consumidores (Ribas et al., 2007). 

 

2. Revisão bibliográfica  

2.1 Anestesia  

Agentes químicos são usados para a realização de anestesia em peixes, cujas 

concentrações recomendadas variam conforme o agente utilizado, a via de 

administração, a espécie do peixe e a qualidade da água (temperatura, concentração de 

oxigênio e constituição iônica).  

Sabe-se que a resistência à atuação do anestésico e a tolerância variam de peixe 

para peixe e que mesmo espécies com filogenias próximas podem diferir muito a esse 

respeito (Hikasa et al., 1986). Os procedimentos anestésicos são utilizados visando à 
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realização da biometria de peixes, marcação, corte de nadadeiras, transporte, exame 

físico e procedimentos cirúrgicos (Hubbell et al., 1989). 

Caracterizam-se como agentes farmacológicos capazes de conduzir esses peixes a um 

estado de perda parcial ou completa da percepção dos estímulos externos, comprometendo a 

capacidade de restabelecimento da postura normal (Iwana & Ackerman, 1994). 

Apesar da anestesia aparentemente minimizar o impacto de agentes estressores, é 

importante a determinação de concentrações seguras de fármacos com características 

anestésicas para se evitar os efeitos adversos da prática, pois a utilização de quantidade 

excessiva de anestésicos pode promover alterações metabólicas detectadas somente horas 

após a exposição, ou a morte dos peixes (Summerfelt & Smith, 1990; Park et al., 2008). 

A concentração necessária para indução à anestesia varia de acordo com a espécie e 

está relacionada à tolerância e ao tempo de recuperação (Summerfelt & Smith, 1990). 

Segundo Park et al. (2008), quanto maior a concentração utilizada, menor o tempo para 

indução à anestesia, havendo também uma relação inversa entre esse tempo e a 

recuperação. O tempo de indução à anestesia pode também ser afetado pela temperatura da 

água (Walsh & Pease, 2002), pelo gênero e pelo tamanho do peixe (Woody et al., 2002). 

A eficácia e a segurança de qualquer anestésico variam entre as espécies de 

peixes, o estágio de desenvolvimento e as condições ambientais (King et al., 2005). De 

acordo com os critérios de eficiência recomendados por Marking & Meyer (1985) e 

Ross & Ross (2008), um anestésico deve ser eficaz em baixas concentrações e 

apresentar toxicidade em doses muito superiores às efetivas. Sua escolha baseia-se nos 

critérios de disponibilidade, custo, facilidade de utilização, natureza do estudo e 

segurança para o usuário e ambiente, características essenciais encontradas no óleo de 

cravo (Iversen et al., 2003). 
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2.2 Eugenol  

O óleo de cravo é extraído do caule, das flores e folhas das espécies Eugenia 

caryophyllata e E. aromatica, e tem como princípio ativo o eugenol (4-alil-2-

metoxifenol), considerado seguro para humanos, animais e ambiente. O eugenol é 

utilizado como flavorizante na indústria alimentícia e como agente analgésico, 

antibacteriano, antifúngico, antiviral e anestésico local na odontologia (Keene et al., 

1998; Ross & Ross, 2008). 

Estudos reportam a eficácia do óleo de cravo e de seus derivados, em espécies de 

peixes, incluindo kinguio, Carassius lapides (Endo et al., 1972), rabbitfish, Siganus 

lineatus (Soto & Burhanuddin, 1995), truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss (Keene et al., 

1998; Guenette et al., 2007), bagre de canal, Ictalurus punctatus (Waterstrat, 1999), 

salmão vermelho, Oncorhynchus nerka (Woody et al., 2002) e tilápia, Oreochromis 

niloticus (Deriggi et al., 2006). 

De acordo com Yang et al. (2003), o eugenol provoca depressão do sistema 

nervoso central por meio da interação com neurotransmissores envolvidos na sensação 

de dor, com efeito agonista sobre o ácido gama-amino-butírico (GABA) e antagonista 

sobre o glutamato, que atua sobre os receptores N-metil-daspartato (NMDA). 

De maneira semelhante à benzocaína, o eugenol tem características que o 

qualificam como um anestésico seguro, de baixo custo, eficácia comprovada, segurança 

ambiental e ausência de toxicidade para o operador, nas concentrações utilizadas para 

peixes (Keene et al., 1998). Este fármaco é metabolizado e excretado rapidamente no 

organismo do animal, não requerendo tempo de carência (Wagner et al., 2002).  

Além disso, o eugenol apresenta curto tempo de indução e alto tempo de 

recuperação anestésica, ideais para procedimentos mais demorados, comparado com o 

MS-222 (tricaína metanosulfonato), nas mesmas concentrações (Keene et al., 1998). 
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Sladky et al. (2001) reportaram que o eugenol foi eficaz em 100% dos pacus 

anestesiados (Piaractus brachypomus) e a anestesia foi caracterizada por rápida indução e 

tempo de recuperação prolongado, comparado com MS-222. No entanto, os peixes 

expostos a altas concentrações (100 ou 200 mg L-1 de eugenol) devem ser monitorados, 

pois pode ocorrer redução da ventilação das brânquias e colapso medular.  

2.3 Transporte de peixes 

O transporte é um procedimento traumático que consiste da sucessão de 

estímulos adversos, incluindo a captura, carregamento das unidades de transporte, 

transporte em si, descarregamento e estocagem dos animais nos viveiros (Robertson et 

al., 1988). 

De acordo com Carneiro & Urbinati (2001), o tempo de transporte de peixes 

vivos é variado em função do destino, deslocamento entre propriedades, distribuição a 

estabelecimentos voltados à pesca esportiva, abatedouro, devendo ser realizado com 

cuidado para que os peixes apresentem as melhores condições fisiológicas possíveis ao 

destino. Isso porque este procedimento é considerado traumático e capaz de gerar claras 

respostas de estresse, quer seja em animais adultos, como em jovens (Urbinati et al., 

2004). Ao mesmo tempo, é importante a adequação da densidade de estocagem durante 

a operação para minimizar os custos (Carneiro & Urbinati, 2002). 

Segundo Grottum et al. (1997) & Wedemeyer (1997), o principal fator de 

sucesso do transporte é conter a maior densidade de peixes no menor volume de água 

possível, sem que haja mortalidade, deterioração da qualidade da água e estresse. Para 

Pádua (2001), elevadas perdas no transporte de peixes reduzem a eficiência produtiva e 

o rendimento da piscicultura. 
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2.4 Aquicultura e Tilápia (Oreochromis niloticus)  

A pesca e a aquicultura são consideradas pela ONU como atividades estratégicas 

para a segurança alimentar sustentável do planeta, pois são capazes de fornecer alimento 

protéico de alta qualidade e de gerar emprego, tanto em países desenvolvidos e em 

desenvolvimento (Arana, 1999). 

As tilápias são originárias da África, sendo que as pesquisas para a criação desta 

espécie tiveram início no Congo Belga (atual Zaire), no começo do século XIX. A partir de 

1924, sua criação foi intensificada no Quênia e sua expansão para outras partes do mundo 

se deu a partir da Malásia (Campo, 2008). No Brasil foi introduzida em 1971, por 

intermédio do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) nos açudes do 

Nordeste, difundindo-se para todo o país (Proença & Bittencourt, 1994; Castagnolli, 1996). 

Provavelmente a espécie de tilápia mais conhecida é a tilápia do Nilo 

Oreochromis niloticus, que apresenta uma adaptabilidade a condições adversas, tendo 

importância para a aquicultura (Likogwe et al., 1996). É uma espécie tropical cuja 

temperatura ideal para o desenvolvimento varia entre 25 e 30°C, tendo seu crescimento 

afetado abaixo de 15°C e não resistindo a temperaturas por volta de 9°C (Ono & 

Kubitza, 2003; Cyrino & Conte, 2006). 

A tilápia é um dos peixes com maior potencial para a aquicultura por 

características como, rápido crescimento, alimenta-se dos itens básicos da cadeia trófica e 

onívora, respondendo com a mesma eficiência a ingestão de proteínas de origem vegetal e 

animal, possui capacidade fisiológica de adaptar-se em diferentes ambientes e sistemas de 

produção, é resistente a doenças, densidades de estocagem elevadas e baixos teores de 

oxigênio dissolvido, apresenta carne saborosa com baixo teor de gordura (0,9 g 100g-1 de 

carne) e de calorias (117 kcal 100g-1 de carne), rendimento de filé de 35 a 40% e ausência 

de espinhos em forma de “Y” (mioceptos), o que a torna apropriada para industrialização, 
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e possui elevado valor comercial, principalmente nos países desenvolvidos (Ono & 

Kubitza, 2003; Zimmermann & Fitzsimmons, 2004; Cyrino & Conte, 2006). 

2.5 Cromatografia gasosa 

Na cromatografia gasosa (CG), a amostra é vaporizada e injetada no topo de 

uma coluna cromatográfica. A eluição é feita por fluxo de um gás inerte que atua como 

fase móvel. Ao contrário da maioria dos outros tipos de cromatografia, a fase móvel não 

interage com as moléculas do analito, sendo sua única função o transporte do analito 

através da coluna (Skoog et al., 1998). 

A amostra é introduzida no equipamento através de um injetor sob aquecimento, 

favorecendo a vaporização dos compostos, um fluxo de gás contínuo carreia a amostra 

através da coluna, que se encontra em um forno, onde a temperatura pode se manter 

constante, ou aumentar através de uma rampa de aquecimento. Essa programação de 

temperatura favorece uma melhor separação dos compostos e diminui o tempo de 

análise. O analito segue até um detector que gera um sinal para um sistema de aquisição 

(Rouessac & Rouessac, 2000). 

Detectores podem ser utilizados, como Detector de Condutividade Térmica, que 

se baseia na modulação da condutividade térmica dos gases de arraste pelos analitos; 

Detector de Nitrogênio/Fósforo; de Infravermelho por Transformada de Fourier; 

Espectrometria de Massas, que é seletivo, sensível e universal e Detector de Ionização 

de Chama (DIC), considerado universal já que é capaz de detectar qualquer substância 

orgânica (Collins et al., 1997). 

Os detectores de ionização de chama (DIC) são usados para quantificação de 

compostos orgânicos voláteis em amostras gasosas (Bought, 1993). 

O DIC foi proposto em 1958, por Harley e de McWilliam e Dewar (Bartle & 

Myers, 2002). O princípio é de que o composto eluído da coluna (analito), misturado 
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com hidrogênio e ar sintético seja queimado, produzindo uma chama que tem energia 

suficiente para ionizar as moléculas do analito que tenham baixos potenciais de 

ionização. As espécies iônicas produzidas são coletadas por eletrodos e a corrente 

elétrica resultante é amplificada e enviada para o sistema de registro, conforme ilustra a 

figura 1 (Neto & Nunes, 2003). 

Um parâmetro de grande influência no desempenho do detector de ionização de 

chama é a relação existente entre os gases envolvidos no processo de combustão. Na 

prática, a razão mais comumente utilizada é 1:1:10 (gás de arraste : hidrogênio : ar 

sintético), porém os fluxos ideais devem ser determinados experimentalmente, para cada 

sistema utilizado. 

 

Figura 1: Esquema de funcionamento do detector de ionização de chama (adaptado por 

Neto & Nunes, 2003). 

O DIC possui grande aplicabilidade, sendo um detector quase universal na 

cromatografia de compostos orgânicos voláteis. Tal universalidade, acoplada a sua 

elevada sensibilidade, alta estabilidade e resposta rápida, faz com que seja o detector 

mais popular de uso corrente (Ciola, 1985). 
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2.6 Validação analítica 

No desenvolvimento de um método analítico, a validação é uma etapa 

fundamental, para garantir a confiabilidade. Os parâmetros de desempenho analítico dos 

métodos mais utilizados são: linearidade, exatidão (recuperação), precisão, limites de 

detecção e quantificação, sensibilidade, especificidade e robustez (Ribani et al., 2004). 

Critérios para se realizar a validação de um método são discutidos por Brito 

(2002) e ANVISA (2004). Os principais critérios definidos: 

- Especificidade/Seletividade: seletividade é a capacidade de o método detectar o 

analito de interesse na presença de outros componentes da matriz. 

- Linearidade: é a capacidade de um método gerar resultados proporcionais à 

concentração do analito dentro de uma faixa específica de concentrações. 

- Intervalo de trabalho: é a faixa do menor ao maior valor de concentração que possa 

ser determinado com precisão e exatidão usando a linearidade do método. 

- Sensibilidade: é a capacidade de um método distinguir, com determinado nível de 

confiança, duas concentrações próximas. A sensibilidade é definida como o coeficiente 

angular da curva analítica. 

- Robustez: é definido como a capacidade de manter-se inalterado em pequenas 

variações nos parâmetros do método. 

- Exatidão: é a concordância entre o valor real do analito na amostra e o estimado 

pelo processo analítico. 

- Precisão: é o parâmetro que avalia a proximidade entre várias medidas efetuadas 

em uma mesma amostra. A precisão de um procedimento analítico é usualmente 

expressa como o desvio padrão ou coeficiente de variação de uma série de medidas. 
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Estudos de recuperação são utilizados para avaliar a exatidão e precisão de um 

método. Neste estudo podem ser empregados materiais de referência certificados, ou ensaios 

de recuperação mediante adição de padrões à amostra de interesse (The Fitness, 1998). 

- Limite de detecção (LD): é a menor concentração do analito que pode ser 

detectada, mas não necessariamente quantificada, sob as condições experimentais 

estabelecidas. O LD pode ser calculado de três maneiras diferentes: método visual, 

método relação sinal/ruído (normalmente três vezes) e o método baseado em parâmetros 

da curva analítica. 

- Limite de quantificação (LQ): é a menor concentração do analito, em uma amostra 

que pode ser quantificada com exatidão e precisão aceitável, sob as condições 

experimentais estabelecidas. O LQ pode ser calculado de três maneiras diferentes: 

método visual, método relação sinal/ruído (normalmente dez vezes) e o método baseado 

em parâmetros da curva analítica. 

Entre os critérios descritos acima, a exatidão e a precisão são os considerados de 

maior importância para o propósito da validação de um método analítico. 
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3. Objetivos do estudo 

Os objetivos desse trabalho para tilápias do Nilo, Oreochromis niloticus, foram: 

◘ Avaliar diferentes concentrações e a ação da administração sucessiva de 

eugenol sobre os estágios anestésicos; 

◘ Otimizar e  validar um método simples, rápido e eficiente para determinação 

de resíduos de eugenol em músculo, fígado e plasma; 

◘ Avaliar os parâmetros hematológicos e os resíduos do anestésico eugenol (100 

mg L-1) nas amostras dos peixes ao longo de 24 horas de depuração anestésica; 

◘ Testar a eficiência do eugenol como mitigador dos parâmetros hematológicos 

durante o transporte, nas concentrações de 5 e 10  mg L-1, em sistema fechado; 

◘ Avaliar os resíduos do anestésico eugenol submetidos a concentrações 

aplicadas no transporte (5 e 10 mg L-1) nas amostras dos peixes ao longo de 24 horas de 

depuração anestésica. 
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Capítulo I 

Concentrações anestésicas e administrações sucessivas de eugenol em estágios 

anestésicos de tilápia, Oreochromis niloticus 

Marina Carvalho Delbon1 

Maria José Tavares Ranzani Paiva2 

1 Doutoranda de pós-graduação, CAUNESP, Unesp, Jaboticabal, SP, Brazil. 

2 Pesquisadora científica, Instituto de Pesca-APTA-SAA, São Paulo, SP, Brasil. 

Resumo 

Objetivou-se avaliar diferentes concentrações de eugenol em comparação à benzocaína 

e a ação da administração sucessiva sobre os estágios anestésicos (sedação, perda de 

equilíbrio e anestesia) em tilápia revertida. No primeiro experimento os peixes foram 

submetidos, individualmente, a cinco concentrações de eugenol (40, 60, 80, 100 e 120 

mg L-1) e uma de benzocaína (100 mg L-1) e no segundo, a três concentrações de 

eugenol (60, 80 e 100 mg L-1).  Os resultados obtidos mostraram que todas as 

concentrações testadas foram capazes de induzir os peixes a todos os estágios de 

anestesia, e revelaram relação inversa entre as concentrações e os tempos de indução. A 

concentração de eugenol, considerada mínima necessária para produzir anestesia 

profunda, foi de 100 mg L-1. No segundo experimento, avaliando as diferenças nos 

parâmetros analisados entre os dias sucessivos, pode-se observar que não houve 

diferença significativa (p>0,05) entre os estágios anestésicos nas concentrações de 

eugenol testadas, sugerindo que o anestésico é eliminado do organismo do peixe em um 

período inferior a 24 horas. 

Palavras-chave: benzocaína, ciclídeos, óleo de cravo, piscicultura, recuperação 

anestésica. 

 



 26

Introdução 

As práticas realizadas na piscicultura, como biometria, análise patológica, 

implante hormonal e transporte, frequentemente expõem os peixes a fatores 

estressantes, afetando o desempenho (Barton, 2000). De fato, estudos têm revelado que 

os peixes podem sentir dor e medo com influências importantes no metabolismo em 

geral (Sneddon, 2003; Chandroo et al., 2004; Dunlop & Laming, 2005). 

Para auxiliar os manejos, visando amenizar a intensidade do estresse destas 

atividades, têm-se utilizado anestésicos. Os anestésicos podem ser injetados no peixe, 

no entanto, a maioria é administrada com diluição em água (Bowser, 2001). Deste 

modo, o anestésico, através das brânquias e pele, penetra no sistema circulatório do 

animal, bloqueando algumas ações reflexas (Summerfelt & Smith, 1990).  

A anestesia é alcançada quando ocorre uma perda completa ou parcial dos 

sentidos corporais devido à diminuição das funções nervosas (Iwama & Ackerman, 

1994). Biologicamente, o procedimento tem por objetivo anestesiar os peixes sem 

causar nenhum problema no crescimento e reprodução. Do ponto de vista econômico, a 

utilização de uma dose correta do anestésico é fundamental para evitar desperdícios ou a 

morte dos peixes pelo excesso de exposição ao produto. 

O anestésico pode se acumular no organismo dos animais por um determinado 

tempo e, para eliminar esses resíduos, é necessário que o mesmo seja submetido à 

depuração. O tempo deste processo depende: espécie alvo, tipo da droga utilizada, 

concentração do anestésico e via de administração utilizada, que pode ser de algumas horas 

a várias semanas (Booth, 1988). Mesmo que os resíduos anestésicos presentes nos peixes 

não sejam prejudiciais ao consumo humano, segundo Stone & Tostin (1999), estes podem 

afetar o sabor natural do peixe, quando consumidos. 
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São conhecidos diversos fármacos destinados à anestesia de peixes, mas o único 

anestésico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration, EUA) é o MS-222 

(tricaína metanosulfonato) (Gomes et al., 2001). No Brasil, o anestésico mais utilizado é a 

benzocaína. Este anestésico atende à maioria dos critérios estabelecidos por Ross & Ross 

(2008) como ideal para peixes, como eficácia e boa margem de segurança. No entanto, a 

benzocaína e o MS-222 são derivados do ácido p-aminobenzóico (Tytler & Hawkins, 

1981) e são necessários 21 dias para depuração dos peixes submetidos a essas drogas, 

para posteriormente, serem destinados ao consumo humano (Ross & Ross, 2008). 

Dessa forma, procurando anestésicos menos residuais e menos agressivos, 

pesquisas com anestésicos de fontes naturais começaram a ser sugeridas, como por 

exemplo, o óleo de cravo, substância fenólica obtida da destilação das folhas, caule e 

flores do cravo-da-índia (Eugenia caryophyllata), que apresenta na composição de 70 a 

95% do princípio ativo, o eugenol (Mazzafera, 2003), um depressor do sistema nervoso 

central (SNC) (Anderson et al., 1997).  

Estudos sugerem que o eugenol é uma alternativa efetiva para a sedação e 

anestesia de peixes e tem baixo custo, elevada disponibilidade e sem propriedades 

tóxicas aparentes (Inoue et al., 2003). Trata-se de um anestésico seguro, de grande 

eficácia e ampla margem de segurança para peixes (Keene et al., 1998). De acordo com 

Wagner et al. (2002), este fármaco é metabolizado e excretado rapidamente no 

organismo do animal, não requerendo tempo de carência. Porém, Guenette et al. (2007), 

sugerem que, com administrações sucessivas de eugenol, pode ocorrer acúmulo deste 

produto no organismo dos peixes. 

Assim, objetivou-se avaliar concentrações de eugenol, em comparação à 

benzocaína, na indução e recuperação anestésica em juvenis de tilápia e a ação da 

administração sucessiva de diferentes concentrações de eugenol (24 horas após a 
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primeira anestesia) sobre os estágios anestésicos (sedação anestésica, perda de 

equilíbrio e perda total da reação ao estímulo). 

 

Materiais e métodos 

Os experimentos foram realizados no Instituto de Pesca, em São Paulo/SP. Para 

a realização dos experimentos, foram utilizados tilápias, O. niloticus (n = 66; peso 

médio = 39,34 ± 5,86 g e comprimento total médio = 13,46 ± 0,86 cm) provenientes do 

Pólo Regional da APTA do Vale do Ribeira, município de Pariquera-Açu/SP. Para 

aclimatação, os peixes foram mantidos em caixas de polietileno com capacidade para 

1.000 L, durante trinta dias, com aeração constante. Os peixes foram alimentados com 

ração extrusada, com 28% de proteína bruta até a saciedade aparente, uma vez ao dia. 

Foram realizados dois experimentos:  

1º experimento: Determinação das concentrações anestésicas 

Os testes foram conduzidos em 36 aquários com 5 L de água, sendo seis 

aquários por tratamento. Os peixes (n = 36; 47,73 ± 8,73 g e 14,23 ± 0,81 cm) foram 

individualmente expostos às concentrações de 40, 60, 80, 100 e 120 mg L-1 de eugenol e 

100 mg L-1 de benzocaína. 

Como os anestésicos utilizados no experimento são hidrofóbicos, ou seja, não 

diluem na água, as respectivas concentrações foram previamente diluídas em um béquer 

com 10 mL de etanol e, adicionadas individualmente, em cada aquário. Logo após a 

adição do anestésico à água, foi colocado um peixe por aquário e, por meio de 

visualização comportamental, o tempo para se atingir cada um dos três estágios de 

anestesia foi monitorado com o auxílio de um cronômetro.  

Os estágios anestésicos avaliados foram: estágio 1 – sedação anestésica, 

caracterizada pela diminuição do movimento opercular; estágio 2 – perda de equilíbrio, 
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correspondendo ao movimento natatório de lado sem coordenação; estágio 3 – 

anestesia, ocorrendo a perda total da reação ao estímulo (Woody et al., 2002).  

No terceiro estágio, foram realizadas biometrias dos peixes, simulando o manejo 

de rotina na piscicultura. 

Após a biometria, os peixes foram transferidos e mantidos em aquários com 10 

L de água livre de anestésico, para avaliação do tempo de recuperação. O peixe foi 

considerado recuperado quando retornava os movimentos, nadando (Gomes et al., 

2001). Após a recuperação, os peixes foram mantidos nos aquários, com aeração 

constante e alimentação diária com ração comercial. A taxa de mortalidade foi avaliada 

durante 48h após a indução anestésica.  

2º experimento: Anestesias sucessivas  

Os testes foram conduzidos em 30 aquários com 5 L de água, sendo seis 

aquários para cada tratamento. Os peixes (n = 30, 38,07 ± 5,00 g e 12,7 ± 0,54 cm) 

foram, individualmente, expostos às concentrações de 60, 80 e 100 mg L-1 de eugenol 

determinadas no experimento 1. 

O procedimento e os estágios anestésicos avaliados foram os mesmos do 

experimento anterior. 

Após atingirem o terceiro estágio anestésico – perda total da reação ao estímulo, 

as tilápias foram transferidas e mantidas, individualmente, em aquários de 10 L de água 

isenta de anestésico, com aeração constante, para monitorar a recuperação. Vinte e 

quatro horas após anestesia, os peixes, nas mesmas concentrações, foram novamente 

anestesiados e acompanhados quanto às alterações nos tempos de estágios anestésicos 

descritos por Woody et al. (2002). 

As concentrações de eugenol testadas foram estabelecidas a partir dos resultados 

observados em artigos científicos (Woody et al., 2002; Delbon, 2006; Vidal et al., 
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2008) e a concentração de 100 mg L-1 de benzocaína foi utilizada como referência por 

ser considerada ideal na anestesia de juvenis de tilápia (Coyle et al., 2004). 

Em cada experimento foi utilizado um grupo-controle, em água sem anestésico, 

para monitoramento dos sinais clínicos (sedação anestésica, perda de equilíbrio e perda 

total da reação ao estímulo), segundo Woody et al., 2002 e possível mortalidade durante 

os procedimentos. O sistema de aeração foi constante, mantido por meio de pedra 

porosa acoplada a um soprador. Foram monitorados os parâmetros de qualidade de 

água: temperatura (°C), oxigênio dissolvido (mg L-1) e pH.  

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste estatístico “ANOVA” e teste 

Tukey, comparando-se a diferença entre as médias dos tratamentos, por tempo e entre as 

concentrações (Zar, 2009). 

 

Resultados e discussão 

A sobrevivência dos peixes foi de 100%.  

Em ambos experimentos, os parâmetros de qualidade de água avaliados 

permaneceram dentro das faixas recomendadas para a espécie (Martins, 2004), evitando 

possível interferência no desempenho e saúde dos animais (Tabelas 1 e 2).  

Tabela 1: Parâmetros da qualidade de água durante realização do experimento com 
diferentes concentrações de eugenol e benzocaína em tilápia, O. niloticus. 
 

Anestésicos 
 

Temperatura (°C) 
 

       Oxigênio dissolvido (mg L-1) 
         

pH 

Indução 
 

Recuperação 
 

Indução 
 

Recuperação 
 

Indução 
 

Recuperação 
 

40 mg L-1 Eugenol 23,1±0,3 23,2±0,2 7,5±0,3 7,5±0,1 7,77±0,0 7,71±0,1 
60 mg L-1 Eugenol 23,1±0,2 23,1±0,6 7,3±0,5 6,9±0,3 7,68±0,1 7,70±0,0 
80 mg L-1 Eugenol 22,8±0,5 22,9±0,3 6,7±0,3 7,1±0,2 7,71±0,0 7,71±0,1 
100 mg L-1 Eugenol 23,1±0,1 22,9±0,4 7,3±0,1 7,4±0,4 7,80±0,1 7,78±0,0 
120 mg L-1 Eugenol 22,7±0,1 22,8±0,2 7,5±0,7 7,3±0,5 7,71±0,1 7,72±0,1 
100 mg L-1 Benzocaína 23,2±0,2 23,0±0,7 6,9±0,2 6,9±0,3 7,69±0,0 7,73±0,1 
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Tabela 2: Parâmetros da qualidade de água durante realização do experimento com 
diferentes concentrações de eugenol em anestesias sucessivas com tilápia, O. niloticus. 
 

Anestésico 
 

Temperatura (°C) 
 

Oxigênio dissolvido (mg L-1) 
 

pH 

Indução 
 

Recuperação 
 

Indução 
 

Recuperação 
 

Indução 
 

Recuperação 
 

60 mg L-1 Eugenol 22,8±0,2 22,9±0,1 7,5±0,2 7,5±0,2 7,7±0,0 7,7±0,1 
80 mg L-1 Eugenol 23,1±0,5 23,1±0,5 6,9±0,5 7,0±0,3 7,7±0,1 7,7±0,1 

100 mg L-1 Eugenol 23,2±0,3 23,0±0,3 7,2±0,4 7,2±0,2 7,8±0,1 7,7±0,0 
 

Para constatar a ação anestésica do fármaco, e não do diluente, exemplares de 

tilápias foram submetidos ao tratamento com etanol, com o intuito de se observar 

possíveis modificações de comportamento. Os peixes mantidos em solução de etanol 

não apresentaram indução anestésica, ou qualquer modificação aparente no 

comportamento, corroborando os resultados apresentados por Mylonas et al. (2005).  

1º experimento: Determinação da concentração anestésica 

Nas concentrações testadas os peixes foram induzidos ao estágio 3 -anestesia 

profunda (Woody et al., 2002) (Tabela 3). As tilápias imersas nas soluções com 

benzocaína, no estágio anestésico 1, debateram-se violentamente antes de perder o 

equilíbrio (estágio 2). Em relação aos sinais clínicos das tilápias submetidas à anestesia 

com eugenol, verificou-se que estas não se debateram durante o processo de indução, 

corroborando com as observações de Peake (1998). 

Tabela 3: Tempo, em segundos (s) de indução aos estágios de anestesia e recuperação 
de juvenis de tilápia, O. niloticus, utilizando diferentes concentrações de anestésicos. 
 
Anestesias 
 

Estágio 1 (s) 
 

Estágio 2 (s) 
 

Estágio 3 (s) 
 

Recuperação (s) 
 

40 mg L-1 Eugenol 28,3 ± 5,6 b 70,3±19,3 b 198,8±32,9 d 184,2±92,8 a 

60 mg L-1 Eugenol 34,7±6,3 b 67,3±15,4 ab 126,7±21,7 c 214,7±32,9 ab 

80 mg L-1 Eugenol 32,2±10,0 b 59,7±11,6 ab 112,8±12,3 bc 191,5±38,2 ac 

100 mg L-1 Eugenol 15,2±4,2 a 46,2±12,1 ab 74,0±18,0 a 271,7±48,3 ab 

120 mg L-1 Eugenol 11,5±4,5 a 39,5±28,1 a 95,3±31,7 ac 300,0±52,5 b 

100 mg L-1 Eugenol 17,2±3,9 a 52,8±7,3 ab 70,2±13,4 a 282,6±52,3 bc 
Médias com letras distintas na mesma coluna indicam diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 
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De acordo com a Tabela 3, as concentrações que possibilitaram os peixes a 

alcançarem, primeiramente, o estágio 1 foram 100 e 120 mg L-1 de eugenol e 100 mg L-1 

de benzocaína. A concentração de 120 mg L-1 de eugenol induziu os animais  ao 2º 

estágio anestésico mais rapidamente, mas não apresentaram diferenças significativas das 

concentrações de 60 a 100 mg L-1 de eugenol e 100 mg L-1 de benzocaína. Para atingir o 

estágio 3, as concentrações ideais, ou seja, que apresentaram menores tempos de indução 

anestésica, foram 100 mg L-1 de eugenol e de benzocaína, com tempos de 74,00 ± 18,02 

segundos e 70,17 ± 13,41 segundos, respectivamente. 

No período de recuperação, os peixes testados na menor concentração de 

eugenol (40 mg L-1) apresentaram menor tempo de recuperação anestésica, diferindo 

apenas da maior concentração de eugenol (120 mg L-1) e de 100 mg L-1 de benzocaína. 

De acordo com Marking & Meyer (1985), a indução à anestesia profunda deve 

apresentar um curto tempo de latência (1 a 3 minutos) e a recuperação não deve 

ultrapassar 5 min. Neste trabalho, a exposição de juvenis de tilápia ao eugenol nas 

concentrações de 60 a 120 mg L-1 e de benzocaína  a 100 mg L-1 estão dentro deste 

intervalo proposto por Marking & Meyer (1985), sendo por isso consideradas válidas 

para a aplicação de anestesia profunda.  

No entanto, objetivando-se avaliar uma concentração de eugenol para a 

substituição da benzocaína, indica-se a concentração de 100 mg L-1 de eugenol por 

apresentar baixos tempos de indução e recuperação anestésica. As concentrações 

determinadas para a tilápia encontram-se dentro do intervalo de valores já obtidos para 

esta espécie (Delbon, 2006; Vidal et al., 2007) e para outras espécies como European 

sea bass, Dicentrarchus labrax; gilthead sea bream, Sparus aurata e alevinos de 

lambari, Astyanax sp. (Mylonas et al., 2005; Silva et al., 2009). 
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Os modelos encontrados para a indução e recuperação dos peixes anestesiados 

com eugenol obedecem às equações y = -1,2984x + 225,4 e y = 1,4408x + 117,04, 

sendo que a primeira representa o tempo necessário para a indução (em segundos) e a 

segunda, o tempo necessário para recuperação (em segundos) e x a concentração 

utilizada. Para a equação de indução, o r² foi 0,7473; na recuperação o r² foi 0,7995, em 

concentrações que foram de 40 à 120 mg L-1 (Figura 1). 

 

Figura 1 - Curvas de regressões ajustadas para os tempos de indução e recuperação 
anestésica de tilápia, Oreochromis niloticus, submetidas a diferentes concentrações de 
eugenol. 
 

A curva de regressão ajustada para o tempo de indução à anestesia profunda 

(Figura 1) indica redução linear no tempo de indução anestésica com a elevação da 

concentração. Isto também foi confirmado por Soto & Burhanuddin (1995) que, ao 

induzirem exemplares de rabbitfish (Siganus lineatus) à anestesia com óleo de cravo em 

concentrações de 33, 50, 67 e 100 mg L-1, relataram que a de 33 mg L-1 correspondeu ao 

maior tempo de indução (150 a 190 s). Da mesma forma, Cunha & Rosa (2006), 

estudando a ação do eugenol em diferentes espécies de peixes tropicais marinhos, 
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também verificaram que a menor concentração testada (20 mg L-1) proporcionou o 

maior tempo de indução (127,33 s). 

Além da redução linear no tempo de indução anestésica, pode-se observar elevação 

do tempo de recuperação com os valores de concentração. De fato, quanto menor o tempo 

de indução à anestesia, maior é o tempo de recuperação dos peixes (Park et al., 2008). 

Walsh e Pease (2002), avaliando a eficácia do óleo de cravo como anestésico em 

enguias (Anguilla reinhardtii), também observaram que, o aumento na concentração do 

óleo de cravo reduziu o tempo de indução anestésica.  

2º experimento: Anestesias sucessivas  

Com a finalização do experimento anterior e determinação das concentrações de 

eugenol mais indicadas (60, 80 e 100 mg L-1), sendo a concentração ideal a de 100 mg 

L-1, comparou-se a ação destas concentrações anestésicas sob os tempos de sedação, 

indução e recuperação anestésica em anestesias consecutivas (Tabela 4). 

Tabela 4: Tempo, em segundos (s) de sedação, indução e de recuperação anestésica de 
juvenis de tilapia, submetidos a diferentes concentrações de eugenol, em dias 
sucessivos. 
 

 Eugenol 

 

Sedação (s) Indução (s) Recuperação (s) 

1° dia 2° dia 1° dia 2° dia 1° dia 2° dia 

60 38,6±6,6 29,8±6,1 98,4±33,8 126,2±54,7 179,8±91,0 284,4±112,8 

80 25,4±2,3 20,6±3,9 83,4±11,3 145,4±35,9 175,2±26,0 297,2±29,6 

100 20,4±3,9 12,8±5,7 71,8±13,8 114,5±12,5 297,0±24,6 244,2±45,6 

NS: não significativo 

Neste trabalho, avaliando-se as diferenças nos parâmetros analisados entre os 

dias sucessivos, pode-se verificar que não ocorreram diferenças significativas (p>0,05) 

nas concentrações testadas (60, 80 e 100 mg L-1). Para Inoue et al. (2003) igualmente 

não verificaram diferenças estatísticas quanto ao tempo de indução para concentrações 

acima de 40 mg L-1, estudando diferentes concentrações de óleo de cravo para juvenis 

de matrinxã, Brycon cephalus. Tort et al. (2002), por sua vez, mostraram que o tempo 
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de indução foi semelhante para as concentrações de óleo de cravo testadas em dourada, 

Sparus aurata e em truta, Oncorhynchus mykiss. Quanto ao tempo de recuperação, 

Delbon (2006), em estudo para avaliar a concentração ideal do óleo de cravo em juvenis 

de tilápia do Nilo, também não obtiveram diferenças estatísticas entre as concentrações 

de 40 a 100 mg L-1. 

Assim, sugere-se que o anestésico eugenol deva ser completamente eliminado do 

organismo do peixe em um período de até 24 horas, visto que não ocorreu alteração, 

após anestesia sucessiva, nos tempos de sedação, indução e recuperação anestésica. 

Estes resultados corroboram com os de Cho & Heath (2000), aonde concluíram que o 

eugenol é rapidamente metabolizado e excretado, não necessitando do processo de 

depuração.  

 

Conclusão 

Conclui-se que a concentração anestésica que apresentou resultados satisfatórios, 

com menores tempos de indução e recuperação anestésica, foi a de 100 mg L-1 de 

eugenol. E, após as anestesias sucessivas não ocorreram alterações nos tempos de 

indução e recuperação anestésica.  
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Resumo 

O eugenol (2-metoxi-4-(2-fenol) propenil) tem sido utilizado por aqüicultores para 

induzir diferentes níveis de anestesia e analgesia. Entretanto, pesquisas sobre as 

propriedades anestésicas do eugenol em peixes são voltadas principalmente para efeitos 

comportamentais e fisiológicos sem determinar a sua biodisponibilidade. Objetivou-se 

desenvolver e validar um método analítico confiável, prático e acessível para 

identificação do eugenol em amostras de tilápia, Oreochromis niloticus. A técnica 

escolhida foi a cromatografia em fase gasosa (CG) utilizando-se coluna capilar e 

detector de ionização de chama (DIC). O método analítico apresentou para o analito de 

interesse, faixa de linearidade de 0,6 a 5 mg L-1; limite de detecção de 0,3 mg L-1; limite 

de quantificação de 0,6 mg L-1, coeficiente de variação (CV) intra-ensaio (precisão) 

inferior a 7% e os valores de recuperação de amostras de plasma, fígado e músculo entre 

70 e 120%, com CV inferior a 11%. A obtenção de picos cromatográficos com 

resolução apropriada e ampla faixa de linearidade, que permitiu quantificar com 

segurança, desde baixas concentrações até níveis elevados de eugenol, revela a utilidade 
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e confiabilidade desse método CG/DIC na identificação e quantificação do eugenol no 

plasma sanguíneo, fígado e músculo de tilápia, O. niloticus. 

Palavras-chave: cromatografia gasosa, óleo de cravo, Oreochromis niloticus, peixe, 

resíduo anestésico. 

 

Introdução 

Substâncias anestésicas são comumente utilizadas para reduzir a agitação dos 

peixes, facilitando o trabalho com os animais, além de diminuir o estresse causado pela 

manipulação dos peixes (Inoue et al., 2003).  

As substâncias anestésicas mais utilizadas são tricaína metano sulfonato (MS-

222), a quinaldina e o 2-fenoxietanol. No entanto, a utilização destas drogas sisntéticas 

revelaram eficiência anestésica variável e tendem a causar efeitos adversos em peixes, 

tais como perda de muco, irritação das brânquias e danos na córnea  (Marking e Meyer, 

1985; Inoue et al., 2003; Pirhonen e Schreck, 2003). A necessidade de descobrir novos 

anestésicos que apresentam um elevado nível de segurança e melhores resultados têm 

estimulado a investigação de novos fármacos. 

A maioria dos anestésicos usados em peixes é absorvida nos tecidos, via 

brânquias, levando ao acúmulo de resíduos (Marking e Meyer, 1985). Para eliminar 

esses resíduos é necessário que o peixe seja submetido ao processo de depuração. O tempo 

deste processo depende do tipo da droga utilizada, espécie alvo, concentração e da via de 

administração, que pode ser de algumas horas a várias semanas (Booth, 1988). Mesmo que 

os resíduos anestésicos presentes nos peixes não sejam prejudiciais ao consumo humano, 

segundo Stone & Tostin (1999), estes podem afetar o sabor do peixe, quando consumidos. 

O único anestésico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration, EUA) é o 

MS-222. São necessários 21 dias de depuração para peixes submetidos ao MS-222 e 
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destinados ao consumo humano (Nochetto et al., 2009). Portanto, a aqüicultura demanda 

a necessidade de um anestésico e/ou sedativo com um reduzido tempo de depuração.  

Os primeiros estudos de resíduo anestésico em peixes foram realizados com o 

MS-222 por métodos colorimétricos (Allen et al., 1970). Estes métodos apresentavam 

baixa seletividade e não distinguiam os metabólitos da tricaína. Com métodos de 

extração mais seletivos, resíduos do anestésico MS-222 foram investigados em espécies 

de peixes, como trutas, Oncorhynchus mykiss (Law, 1994), bagre do canal (Ictalurus 

punctatus), striped bass (Morone saxatilis), bluegill (Lepomis macrochirus), largemouth 

bass (Micropteru salmoides), e mostraram que a quantidade de metabólitos formada é 

dependente da espécie de peixe estudada (Luhning, 1973). Além disso, o autor mostrou 

que o ácido 3-aminobenzóico, um dos metabólitos do MS-222, poderia ser formado 

durante o armazenamento de tecido com resíduos tricaína, mesmo a -12 ° C. 

No Brasil, o anestésico mais utilizado é a benzocaína, um composto químico 

com propriedades físicas semelhantes às da tricaína. Resíduos deste anestésico foram 

detectados em tecidos e fluídos de bagre-do-canal (Ictalurus punctatus) em uma 

concentração de 1-2 ppm (Szoke et al., 1997) e em truta arco-íris (Oncorhynchus 

mykiss) a 24 ppb (Meinertz et al., 1999), utilizando cromatografia líquida com detecção 

na região do ultravioleta (HPLC-UV). 

O eugenol, derivado do óleo de cravo (Eugenia aromatica), é um anestésico 

alternativo para peixes bastante divulgado nos últimos tempos por ser um produto 

natural, apresentando poucos riscos ao ambiente e aos animais (Cho & Heath, 2000; 

Inoue et al., 2003; Iversen et al., 2003; Tort et al., 2002). Trabalhos com a aplicação do 

eugenol têm demonstrado sua eficácia como anestésico por apresentar concentrações 

eficientes e seguras para os peixes e possuir boa capacidade em reduzir respostas 
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metabólicas do estresse (Munday & Wilson, 1997; Sladky et al. 2001; Pirhonen e 

Schreck, 2003; Small, 2003).  

De acordo com Guenete et al. (2007), estudando os parâmetros farmacocinéticos 

do eugenol em truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss, mostraram que a meia-vida do 

eugenol é de 12,14 horas. O desempenho anestésico do eugenol é melhor que o de 

outras substâncias já utilizadas (Wagner et al., 2003) e não demonstra efeitos deletérios 

aparentes nos peixes após sua utilização (Woody et al., 2002).  

A FAO (Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação) 

(2007) prescreve como aceitável ingestão diária (IDA) de 2,5 mg eugenol kg-1 para 

humanos. Em peixes anestesiados com 450 mg L-1 de óleo de cravo e depurados por 

uma semana antes de serem abatidos para consumo, ocorreu retenção em seus tecidos 

de apenas 0,32 mg kg-1 de eugenol (Kildea et al., 2004). 

Além disso, o eugenol apresenta curto tempo de indução e longo tempo de 

recuperação anestésica, ideais para procedimentos mais demorados, comparado com o 

MS-222, nas mesmas concentrações (Keene et al., 1998). 

Como a determinação de eugenol é essencial para avaliar o resíduo deste 

anestésico, o objetivo deste estudo foi otimizar e validar um método analítico rápido e 

de baixo custo para a determinação de eugenol em amostras (plasma sanguíneo, fígado e 

músculo) de tilápia, Oreochromis niloticus a partir da injeção por headspace no sistema 

cromatográfico gasoso com detector de ionização de chama (CG-DIC).   

O headspace é uma técnica utilizada para analisar compostos voláteis e semi-

voláteis em baixas concentrações (Wasfi, 2004; Ventorin, 2004). Nesta técnica, a 

principal característica é a possibilidade da determinação de componentes voláteis da 

amostra a ser estudada de forma direta. Além disso, o headspace possibilita a introdução 

da amostra sem pré-tratamento no cromatógrafo a gás (Gobato & Lanças, 2001).  
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Materiais e métodos 

Animais para experimentação 

O estudo foi conduzido no laboratório do Instituto de Química da UNESP, em 

Araraquara/SP. Foram utilizados 80 tilápias do Nilo, Oreochromis niloticus revertidos 

sexualmente, com peso médio de 58,34 ± 5,16 g e 16,55 ± 0,67 cm, mantidas em um 

tanque circular com volume de 500 litros.  

Foram coletadas 100 µL de plasma, 5 g de músculo e 5 g de fígado de todos os 

peixes. Para as amostras do plasma, o sangue foi coletado com auxílio de seringas e 

agulhas heparinizadas. Uma alíquota do sangue foi centrifugada para obtenção de 100 

µL plasma. Posteriormente, as tilápias foram sacrificadas por punção cerebral para a 

retirada de 5 g de músculo (sem a pele) e 5 g de fígado. 

Padrões e solventes 

Padrões de alta pureza (> 99%) de eugenol e mentol, utilizados como padrão 

analítico e padrão interno, respectivamente, foram obtidos da Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemanha). As soluções estoque de eugenol e mentol foram preparadas em 

metanol na concentração de 100 mg L-1 e armazenadas a –20 ºC. Posteriormente, por 

diluições sucessivas das soluções estoque foram obtidas as soluções padrão de eugenol 

de diferentes concentrações e então injetadas no CG/DIC, em triplicata. 

Metanol, grau HPLC, foi adquirido da Tedia Company (Fairfield, EUA).  

Condições cromatográficas 

Foi utilizado equipamento de cromatografia em fase gasosa equipado com 

detector de ionização de chama (DIC), Varian 3800 (Walnut Creek, EUA) nas seguintes 

condições: injeção splitless; coluna capilar DB-5 – 5% fenil, 95% metilpolissiloxano 

(J&W Scientific, Folsom, EUA) com 30 m de comprimento x 0,25 mm de diâmetro 

interno e 0,25 µm de espessura do filme. As temperaturas do injetor e detector foram 
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250 °C e 300 °C, respectivamente; a temperatura do forno foi programada a partir de 80 

°C e aquecida a uma razão de 3 °C/min até 140 °C e novamente aquecida a 20 °C/min 

até 250 °C, permanecendo por 5 minutos nesta última temperatura. O gás de arraste 

utilizado foi nitrogênio a uma vazão constante de 1 mL/min. As vazões dos gases do 

detector DIC foram de 40 mL min-1 para nitrogênio, 25 mL min-1 para hidrogênio e 325 

mL min-1 para ar sintético. 

O equipamento foi operado pelo software Varian, Galaxie, programa responsável 

pela aquisição e processamento dos dados. As injeções de 100 µL do headspace (vapor 

em equilíbrio com a solução padrão, ou com a amostra), foram feitas manualmente. 

Avaliação da linearidade e construção da curva analítica 

Após otimizar as condições cromatográficas, a linearidade foi avaliada pela 

análise de soluções padrão de eugenol (em metanol) nas concentrações: 0,30; 0,60; 

1,00; 1,25; 2,00; 2,50; 3,00; 4,00 e 5,00 mg L-1, adicionadas a 100 mg L-1 de mentol 

(padrão interno).   

As soluções padrão, totalizando volume de 20 mL, foram adicionadas a vials de 

40 mL com tampa de rosca e septo de silicone faceado em TeflonMR, próprios para 

headspace. O headspace de cada uma das soluções foi analisado em sextuplicata. Essas 

soluções foram analisadas em ordem crescente de concentração e seguindo as condições 

preconizadas no item Condições cromatográficas. 

Com os resultados obtidos construiu-se o gráfico de linearidade 

(Área/concentração vs concentração), de acordo com o recomendado por Ribani et al. 

(2004). Os pontos inseridos dentro do intervalo de linearidade foram utilizados para 

construção da curva analítica (área vs concentração). 
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Precisão 

Para a determinação da precisão foram utilizadas soluções padrão nas 

concentrações: 1,00; 2,00 e 4,00 mg L-1 de eugenol em metanol, adicionadas a 100 mg 

L-1 de mentol (padrão interno), analisadas em sextuplicada, da mesma maneira descrita 

para a construção da curva analítica. Estes valores foram selecionados por possuírem 

concentrações dentro da faixa linear utilizada. A precisão foi estimada através dos 

coeficientes de variação (CV). 

Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

Para a determinação dos limites de detecção e quantificação do método foram 

preparadas soluções em triplicata de eugenol nas seguintes concentrações 0,10; 0,20; 

0,30; 0,60 e 1,00 mg L-1 em metanol. As soluções foram injetadas em ordem 

decrescente de concentração.  

Para as determinações de LD e LQ foram calculadas a partir da curva de 

linearidade, também conhecida como gráficos de resíduos ou Teste de Huber. Neste 

caso o limite de detecção é o ponto mais próximo ao limite inferior do intervalo linear, e 

que não pertença à linearidade. Já, o limite de quantificação, é o limite inferior do 

intervalo de linearidade. 

Recuperação 

Para a avaliação da recuperação do método foram empregadas amostras de 

plasma, fígado e músculo de tilápias controle que não foram expostos ao anestésico 

utilizado no experimento. 

As amostras (100 µL de plasma e 5 g de músculo ou fígado) foram transferidas 

para vials de 40 mL com tampa de rosca e septo de silicone faceado em TeflonMR, 

próprios para headspace. Posteriormente, foram adicionadas as soluções padrões em 

concentrações equivalentes a 3,00; 6,00; 9,00; 12,00 e 15,00 µg g-1 de músculo e fígado 
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e 0,60; 0,70; 0,80; 0,90 e 1,00 µL mL-1 de plasma, totalizando volume de 20 mL. 

Também foi adicionado 100 mg L-1 de mentol como padrão interno em uma 

concentração de 25 mg L-1. O vial foi vedado e agitado com o auxílio de vortex por 2 

minutos para homogeneização da solução.  

As amostras fortificadas desta maneira foram mantidas em frascos 

hermeticamente fechados (40 mL, especial para headspace) e deixadas em repouso por: 

30, 60, 90 e 120 min, para avaliação do melhor tempo de contato. Após este período, as 

amostras foram aquecidas a 35°C esta temperatura foi escolhida para evitar que nestas 

condições não deverá ocorrer deterioração das amostras e eliminar compostos que 

poderiam interferir na análise. Avaliou-se a recuperação obtida quando empregado o 

aquecimento por: 15, 30, 45 e 60 min.  Os ensaios foram efetuados em sextuplicata 

seguindo o procedimento descrito para as soluções padrão. 

Resultados e discussão 

Após a corrida cromatográfica dos padrões de eugenol e mentol, ambos na 

concentração de 100 mg L-1 (Figura 1), os tempos de retenção apresentados foram de 

10,73 e 17,52 minutos, respectivamente.   

 

 

 

  

 

 

 

Figura 1: Cromatograma das soluções padrões de eugenol e mentol injetados na 

concentração de 100 mg L-1.  
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Verifica-se pelo cromatograma que os picos cromatográficos referentes ao 

eugenol e mentol estão bem definidos e separados. 

A partir das concentrações de 0,30 a 5,00 mg L-1 de eugenol (em metanol), 

obteve-se o gráfico da linearidade (Figura 2). 

 

Figura 2: Representação da linearidade correlacionando Área/Concentração vs 
Concentração. 
 

Valores superiores a 1956,22 e inferiores a 3,04 foram rejeitados a partir do teste 

de Huber, com k=2. Ou seja, a concentração de 0,30 mg L-1 de eugenol foi excluída 

para a curva de calibração. 

A tabela 1 contém os resultados obtidos no cálculo de linearidade para os pontos 

da curva analítica, a equação da curva utilizada para quantificação do eugenol e o 

coeficiente de correlação (r2) da curva analítica. 
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Tabela 1: Resultados referentes ao estudo da linearidade tendo como base a 
concentração de eugenol e a área média obtida após as injeções no sistema 
cromatográfico (n =6). 
 

Concentração (mg mL-1) Área média CV (%) 
0,60 1363,80 3 
1,00 1433,18 7 
1,25 1565,03 6 
2,00 1665,10 3 
2,50 2046,00 9 
3,00 1944,07 14 
4,00 2418,13 2 
5,00 3043,87 10 

Equação da curva analítica para eugenol: y= 362,67x + 1057,70; 
Coeficiente de correlação r2= 0,95 
 

A curva de calibração foi linear nas faixas de concentração estudadas para o 

fármaco analisado: eugenol (0,60 a 5,00 mg L-1). A equação de regressão linear e o 

coeficiente de correlação foi y= 362,67x + 1057,70, com r2 = 0,95, onde y representa a 

área do pico produzido pelo analito e x corresponde à concentração do analito. Na 

figura 3 está representada a curva analítica para o eugenol.  

O padrão interno, mentol, foi adicionado à amostra antes do processamento para 

avaliação da eficiência (recuperação) do método. A área média da recuperação do 

mentol, para os pontos da curva analítica, foi de 1331,09 ± 24,50. 

 
Figura 3: Curva analítica do eugenol na faixa de concentração de 0,60 a 5,00 mg L-1. 

A curva analítica obtida para o eugenol foi linear, apresentando coeficiente de 

correlação (r) superior a 0,95 (Tabela 1), sendo que o Instituto Nacional de Metrologia, 

Normatização e Qualidade Industrial recomenda um coeficiente de correlação acima de 
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0,90 (INMETRO, 2003). Este coeficiente de correlação foi satisfatório, o que demonstra 

que a resposta do detector foi linear no intervalo de concentração empregado nesse 

estudo (Ribani et al., 2004).  

Neste estudo a precisão do método foi avaliada referente ao nível de 

repetibilidade. A repetibilidade apresenta a concordância entre os resultados de medidas 

sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condições que são 

chamadas condições de repetibilidade: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo 

equipamento usado sob as mesmas condições, mesmo local, repetições em curto 

intervalo de tempo (Ribani et al., 2004). 

A International Conference on Harmonization (ICH, 1995) e a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA, 2003), sugerem que a repetitividade seja verificada a partir 

de um mínimo de nove determinações cobrindo o limite especificado no procedimento 

empregado, três níveis, três repetições para cada um, ou a partir de um mínimo de seis 

determinações a uma concentração similar ao valor esperado (Ribani et al., 2004). 

A precisão do procedimento de preparação de soluções padrão foi avaliada 

através do coeficiente de variação (CV) dos resultados obtidos (n=6), ao nível de 

repetitividade, portanto, feita em um curto intervalo de tempo (Tabela 2). 

Tabela 2: Resultados do estudo da precisão do método para determinação do eugenol 
(n = 6). 
 

Composto 
Concentração adicionada 

(mg L-1) 
Concentração média 

obtida (mg L-1) CV (%) 

Eugenol 
1,00 1,03 3 
2,00 1,91 7 
4,00 4,11 4 

Para o estudo da precisão, os intervalos dos coeficientes de variação são 

considerados aceitáveis, estando dentro do limite aceito para validação de métodos 

cromatográficos que deve ser menor que 15% (Prestes et al., 2007), dependendo da 

complexidade da amostra. Para este método, os intervalos dos coeficientes de variação 
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variaram de 3 a 7% (Tabela 2) e inferiores aos valores obtidos por Ribani et al. (2004), 

sendo, portanto, considerado preciso e dentro da faixa aceitável para a validação dos 

métodos analíticos. Os resultados deste trabalho corroboram com os apresentados por 

Meinertz et al. (2008), que avaliaram a precisão do método em cromatografia líquida 

para isoeugenol em dez espécies de peixes de água doce.  

O limite de detecção (LD) pode ser definido como a menor concentração do 

analito detectado em uma amostra, mas não necessariamente quantificada, enquanto que 

o limite de quantificação (LQ) representa a menor quantidade do analito em uma 

amostra que pode ser quantificado com precisão e exatidão aceitáveis, ambos sob as 

condições experimentais previamente estabelecidas (ANVISA, 2003). Os valores dos 

LOD e LOQ foram 0,30 e 0,60 mg L-1, respectivamente.  

Corroborando com os resultados deste estudo, Li et al. (2004), durante validação 

de um método por cromatografia líquida, obtiveram um limite de detecção (LOD) para 

eugenol de 0,51 mg L-1. 

Para extrações das amostras de plasma, após a agitação, o tempo de 

fortificação ideal (com maior recuperação) foi de 90 min, e posteriormente 45 min 

de aquecimento a 35 °C. As amostras de fígado, após homogeneização, 

permaneceram 30 min em contato com o anestésico e 45 min na estufa a 35 °C. Em 

relação às amostras de músculo, o tempo necessário para fortificação foi de 60 min 

e, em seguida, 45 min de aquecimento a 35 °C. 

A exatidão e precisão do procedimento proposto foram avaliadas mediante 

análises de recuperação com amsotras fortificadas.  

As porcentagens de recuperações do eugenol em plasma sanguíneo, fígado e 

músculo de exemplares de tilápia, Oreochromis niloticus, para os cinco níveis de 
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fortificação estudados foram de 0,60; 0,70; 0,80; 0,90 e 1,00 µg mL-1 de plasma 

sanguíneo e 3,00; 6,00; 9,00; 12,00 e 15,00 µg g-1 de músculo e fígado (Tabela 3).  

Tabela 3: Porcentagens de recuperação de eugenol em amostras de plasma sanguíneo, 
fígado e músculo de tilápia, Oreochromis niloticus (n = 6). 
 

Amostra 
Concentração da 

Fortificação 
Concentração 

encontrada 
Recuperação 

(%) 
CV 
(%) 

Plasma 
sanguíneo 0,60 0,54 94 4 
(µg mL-1) 0,70 0,72 103 5 

 0,80 0,76 91 10 
 0,90 0,84 78 5 
 1,00 0,94 71 9 

     
Fígado 3,00 3,60 120 5 
(µg g-1) 6,00 6,78 113 2 

 9,00 9,99 111 4 
 12,00 11,40 95 5 
 15,00 14,10 94 9 

     
Músculo 3,00 3,33 111 2 
(µg g-1) 6,00 6,18 103 1 

 9,00 8,55 95 6 
 12,00 11,52 96 2 
  15,00 11,10 74 3 

 
Os valores de recuperação encontram-se entre 70 e 120%, com CV< 11%, o que está 

de acordo com o aceitável para amostras complexas (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004).  

Na comparação entre as amostras (Figura 2), nota-se que, praticamente, as 

recuperações decrescem com o aumento da concentração adicionada, sendo 

principalmente significativo este decréscimo para as amostras de músculo e menos 

significativo para o fígado. 
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Corroborando com os resultados deste trabalho, Meinertz et al. (2006), 

fortificaram três amostras de músculo (5 g) de trutas arco-íris, Oncorhynchus mykiss 

com isoeugenol (isômero do eugenol) resultando em uma concentração nominal de 8 µg 

g-1. Os dados das respectivas amostras apresentaram-se entre 86,4 a 96,9%, com 

precisão de 1,1 a 9,6%. 

Meinertz et al. (2009), fortificando amostras de músculo de trutas arco-íris, 

Oncorhynchus mykiss em concentração inferior a apresentada neste estudo (0,02273 µg g-1 de 

isoeugenol)  obtiveram recuperação semelhante (88,8 a 95,8%, com precisão de 1,2 a 3,8%).  

Os valores apresentados neste trabalho foram semelhantes aos mostrados em 

outros estudos, comprovando a eficácia deste método em experimento futuros. 

Conclusão 

O método estudado e validado para determinação de eugenol, utilizando-se a análise 

do headspace das amostras de plasma sanguíneo, fígado e músculo de tilápias, O. niloticus 

por cromatografia em fase gasosa com detector de ionização de chama demonstrou ser 

prático, rápido e eficiente, podendo ser aplicado ao estudo de resíduos de eugenol.  
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Resumo 

Os anestésicos são utilizados na aqüicultura para auxiliar o manejo, visando amenizar o 

estresse causado por essa atividade. A partir da concentração de 100 mg L-1 de eugenol  

para anestesiar tilápia, delineou-se um experimento com o objetivo de analisar os 

parâmetros hematológicos e resíduos do anestésico eugenol em 100µL de plasma e 5 g 

de músculo e fígado de tilápias, ao longo de 24 horas de depuração anestésica, por 

cromatografia gasosa acoplado ao detector de ionização de chama (CG-DIC). Com estas 

análises, concluiu-se que a concentração de anestésico aplicada não teve interferência 

sobre os parâmetros hematológicos de tilápia. Avaliando a quantidade de resíduo de 

eugenol nas matrizes biológicas, por cromatografia gasosa, após 24 horas de depuração 

anestésica não houve eliminação total do fármaco. 

Palavras-chave: cromatografia, óleo de cravo, resíduo anestésico, sangue.  
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Introducão 

Nos sistemas de produções aquícolas os desafios naturais se somam àqueles 

impostos pela atividade, como práticas de manejo, transporte, tratamentos e altas 

densidades de estocagem. Desse modo, os peixes precisam encontrar meios de lidar com 

os desafios para garantir a sobrevivência. O somatório das mudanças fisiológicas 

desencadeadas quando o peixe reage a desafios químicos, físicos ou biológicos mais a 

tentativa de compensação é referida como resposta ao estresse (Wedemeyer et al., 1990). 

Para auxiliar os manejos, visando amenizar a intensidade do estresse em 

atividades como transporte, pesagem, marcação, têm-se utilizado anestésicos. O uso de 

anestésicos auxilia na diminuição do estresse, à medida que reduzem a atividade e o 

metabolismo dos peixes, reduzindo injúrias físicas, consumo de oxigênio e excreção de 

metabólicos tóxicos (Iwana & Ackerman, 1994; Pirhonen & Schreck, 2003). 

A tricaína metanosulfanato (MS-222) é o único anestésico aprovado pelo FDA 

(Food and Drug Administration, EUA). No Brasil, a aplicação anestésica mais comum é 

a benzocaína com potencial de ação é semelhante ao MS-222 (Ross & Ross, 2008). No 

entanto, de acordo com Ross & Ross (2008) são necessários 21 dias de depuração para 

comercialização dos peixes utilizados para consumo humano, que foram anestesiados 

com este fármaco. Essa restrição limita aplicações de anestésicos e promove a pesquisa 

e o desenvolvimento de um alternativo que permita a liberação imediata dos peixes 

expostos a ele. 

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) é um produto de origem natural, derivado das 

flores e das folhas do cravo das espécies Eugenia caryophyllata e E. aromatica  (Isaacs, 

1983). De acordo com Keene et al., 1998, o eugenol trata-se de um anestésico de grande 
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eficácia, ampla margem de segurança para o peixe e ausência de toxicidade para o 

operador, nas doses utilizadas para peixes.  

Segundo Yang et al. (2003), o eugenol provoca depressão do sistema nervoso 

central por meio da interação com neurotransmissores envolvidos na sensação de dor, 

com efeito agonista sobre o ácido gama-amino-butírico (GABA) e antagonista sobre o 

glutamato, que atua sobre os receptores N-metil-daspartato (NMDA). De acordo com 

Wagner et al. (2002), este fármaco é metabolizado e excretado rapidamente no 

organismo do animal, não requerendo tempo de carência. 

O objetivo deste estudo foi avaliar os parâmetros hematológicos e os tempos de 

eliminação residual do anestésico eugenol nas amostras (plasma, fígado e músculo) de 

tilápia, Oreochromis niloticus ao longo de 24 horas após as induções anestésicas.  

 

Materiais e métodos 

Animais para experimentação 

O estudo foi conduzido no laboratório do Instituto de Pesca-APTA-SAA, em 

São Paulo/SP. Foram utilizados 80 tilápias do Nilo, Oreochromis niloticus revertidos 

sexualmente, com peso médio de 53,19 ± 9,87 g e 14,74 ± 0,89 cm, mantidas em um 

tanque circular com volume de 500 litros.  

Parâmetros físicos e químicos da água  

A água utilizada no experimento foi proveniente do abastecimento urbano. O 

cloro residual desta fonte foi eliminado por meio do processo de filtragem seguido de 

forte aeração. Para manutenção dos parâmetros físicos e químicos da água, o tanque foi 

reabastecido por sistema de circulação de água, dotado de filtro biológico. Os 

parâmetros monitorados diariamente foram: temperatura (°C), pH, condutividade 

elétrica (µS cm-1) e oxigênio dissolvido (mg L-1). 
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Padrões e solventes 

Padrões de alta pureza (> 99%) de eugenol e mentol, obtidos da Sigma-Aldrich 

(Alemanha), foram utilizados nas análises cromatográficas e nos experimentos 

anestésicos com peixes. As soluções estoque de eugenol e mentol foram preparadas em 

metanol na concentração de 100 mg L-1 e armazenadas a –20 ºC. 

Metanol, grau HPLC, foi adquirido da Tedia Company (Fairfield, EUA).  

Fase experimental 

As tilápias, O. niloticus (n=80) foram individualmente expostas à concentrações 

de 100 mg L-1 de eugenol. Esses peixes foram anestesiados até atingirem o estágio 

anestésico profundo, com mínimos movimentos operculares (Woody et al., 2002). 

Após as induções anestésicas, dez peixes foram imediatamente retirados do 

aquário, pesados, medidos e o sangue coletado do vaso caudal, para posterior análises 

hematológicas. Estes peixes foram amostrados antes da depuração anestésica, ou seja, 

no tempo de experimentação zero. 

Os demais peixes anestesiados foram mantidos em aquários sem anestésicos 

para recuperação e eliminação residual do fármaco. Os tempos de amostragem foram 30 

minutos, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas após as induções anestésicas. Dez peixes de cada 

tempo foram anestesiados com 100 mg L-1 de benzocaína (para não interferir nas 

análises residuais do anestésico eugenol), pesados, medidos e o sangue colhido.  

Para a avaliação dos tempos de eliminações residuais do anestésico, três peixes 

por tempo (0, 30 min, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas) foram sacrificados por punção cerebral. 

Plasma sanguíneo (100 µL), músculo sem a pele (5 g) e fígado (5 g) foram retirados. 

Adicionou-se, nestas amostras 25 mg L-1 de mentol utilizado como padrão interno. As 

amostras foram congeladas imediatamente, para posterior análises dos metabólitos. 
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As amostras de plasma sanguíneo, músculo e fígado foram armazenadas em 

freezer a -18°C, conforme Kildea et al. (2004), no Instituto de Pesca-APTA-SAA – São 

Paulo/SP para posteriormente serem analisadas por CG-DIC no Instituto de Química da 

UNESP – Araraquara/SP. 

Análises hematológicas 

O sangue foi coletado com auxílio de seringas e agulhas heparinizadas. Uma 

alíquota do sangue foi centrifugada para obtenção do plasma e determinado o resíduo de 

eugenol. 

Determinou-se o número total de células (RBC), em câmara de Neubauer, 

utilizando-se solução de Hayem como diluente; hematócrito (Ht), pelo método do 

microhematócrio, segundo Goldenfarb et al. (1971); taxa de hemoglobina (Hb), pelo 

método da cianometahemoglobina, segundo Collier (1944). Com os valores de Hb, 

RBC e Ht foram calculados os índices hematimétricos: VCM (volume corpuscular 

médio) e CHCM (concentração de hemoglobina corpuscular média).  

As extensões sangüíneas coradas pelo May-Grünwald-Giemsa, segundo 

Rosenfeld (1947), foram utilizadas para as contagens diferencial e total dos leucócitos e 

contagem total de trombócitos, sendo as duas últimas pelo método indireto, segundo 

Hrube & Smith (1998). 

Condições cromatográficas 

Foi utilizado equipamento de cromatografia em fase gasosa equipado com 

detector de ionização de chama (DIC), Varian 3800 (Walnut Creek, EUA) nas 

seguintes condições: injeção splitless; coluna capilar DB-5 – 5% fenil, 95% 

metilpolissiloxano (J&W Scientific, Folsom, EUA) com 30 m de comprimento x 0,25 

mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura do filme. As temperaturas do injetor e 

detector foram 250 °C e 300 °C, respectivamente; a temperatura do forno foi 
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programada a partir de 80 °C e aquecida a uma razão de 3 °C min-1 até 140 °C e 

novamente aquecida a 20 °C min-1 até 250 °C, permanecendo por 5 minutos nesta 

última temperatura. O gás de arraste utilizado foi nitrogênio a uma vazão constante de 

1 mL min-1. As vazões dos gases do detector DIC foram de 40 mL min-1 para 

nitrogênio, 25 mL min-1 para hidrogênio e 325 mL min-1 para ar sintético. 

O equipamento foi operado pelo software Varian, Galaxie, programa 

responsável pela aquisição e processamento dos dados. As injeções de 100 µL do 

headspace (vapor em equilíbrio com a solução padrão, ou com a amostra), foram feitas 

manualmente. 

Análises residuais do anestésico eugenol 

As amostras, com volume de 20 mL, foram adicionadas a vials de 40 mL com 

tampa de rosca e septo de silicone faceado em TeflonMR, próprios para headspace  (100 

µL de plasma sanguíneo, 5 g de músculo e 5 g de fígado). Também foi adicionado 25 

mg L-1 de mentol como padrão interno. O vial foi vedado e agitado por 2 minutos em 

vortex para homogeneização da solução.  

As amostras foram mantidas em frascos hermeticamente fechados (40 mL, 

especial para headspace) e deixadas em repouso por 90 min para o plasma; 30 min para 

o fígado; e 60 min para o músculo. Após este período, as amostras foram aquecidas a 

35°C por 45 minutos. Esta temperatura foi escolhida por acreditar-se que nestas 

condições não deverá ocorrer deterioração das amostras. Os ensaios foram efetuados em 

triplicata seguindo o procedimento padrão. 

A meia-vida (T 1/2) foi calculada usando 0.693/kel (Guenette et al., 2007). Para 

determinação da taxa da constante de eliminação (kel) do anestésico, utilizou-se a média 

das três menores concentrações de eugenol de plasma mensuráveis.  
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Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e, quando 

significativo, ao teste de Tukey para comparação entre as médias aritméticas, adotando-

se o nível de significância de 5% (Zar, 2009). 

 

Resultados e discussão 

Os valores médios e erros padrões da temperatura, pH, oxigênio dissolvido e 

condutividade elétrica da água dos aquários durante o período experimental foram de 

25,80 ± 0,70 °C, 7,10 ± 0,30, 7,08 ± 0,43 mg L-1 e 125,30 ± 17,40 µS cm-1, 

respectivamente, resultados considerados dentro da faixa de conforto recomendada por 

Martins (2004), para a espécie.  

Os valores médios e erro padrão dos parâmetros hematológicos para O. niloticus 

estão apresentados na tabela 1.  

Tabela 1: Parâmetros hematológicos e índices hematimétricos de tilápias, amostradas 
logo após a indução anestésica (tempo 0) e nos diferentes tempos de eliminações 
residuais dee eugenol. 
 
Tempos (h) Ht (%) Hb (g dL-1) RBC (104

µL-1) VCM (fL) CHCM (g dL-1) 

0 24,80±2,02ab 6,66±0,28NS 179,00±11,23b 1,39±0,17 270,36 ± 8,55 

0,5 24,89±2,23ab 6,71±0,26NS 168,20±17,12ab 1,51±0,20 270,38 ± 9,41 

1  23,40±1,74ab 6,84±0,17NS 151,10±15,59ab 1,57±0,22 293,95± 8,11 

2  20,93±1,99a 6,97±0,26NS 161,25±23,51ab 1,55±0,33 336,43 ± 22,33 

4  22,50±3,46ab 6,77±0,35NS 144,80±18,87a 1,57±0,29 309,29 ± 19,36 

8  24,95±3,94ab 6,85±0,29NS 154,15±27,15ab 1,69±0,52 283,21 ± 19,10 

12  25,78±2,37b 6,68±0,29NS 165,55±24,44ab 1,59±0,29 261,71 ± 10,52 

24  23,11±3,55ab 6,89±0,57NS 172,89±19,24ab 1,35±0,22 307,59 ± 23,16 
Ht=hematócrito, Hb=taxa de hemoglobina, RBC= número de eritrócitos, VCM=volume corpuscular 
médio, CHCM= concentração de hemoglobina corpuscular média 
NS: não significativo 
Médias com letras distintas na mesma linha indicam diferença estatisticamente significativa (p < 0,05). 
Média ± erro padrão. 
 

Considerando-se os resultados dos parâmetros sanguíneos verificaram-se 

diferenças estatísticas (p<0,05) entre os tempos de depuração anestésica para o 

hematócrito (Ht) e para o número total de eritrócitos (RBC). 
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Em relação aos valores de hematócrito, duas horas após a indução anestésica, o 

sangue dos peixes anestesiados com eugenol mostrou baixo (20,93±1,99 %) em relação 

aqueles submetidos no tratamento de 12 horas (25,78±2,37 %). Estudos realizados por 

Davidson et al. (2000) e Tort et al. (2002), corroboram com o descrito neste trabalho, 

onde a truta arco-íris, Oncorhyncus mykiss apresentou aumento nos valores de 

hematócrito quando expostas ao óleo de cravo e seus derivados. 

De acordo com Morales et al. (2005), o aumento dos valores de hematócrito 

indicam hemoconcentração ocasionada pelo aumento da demanda de oxigênio, 

auxiliando o peixe a retornar a situação de estresse. No entanto, não é possível afirmar 

que ocorreu estresse de manejo nos peixes do tratamento de 12 horas, visto que estes 

diferiram apenas com os peixes do tratamento de 2 horas. 

Observando os valores apresentados pelo número total de eritrócitos, os peixes 

do tempo zero, ou seja, que não passaram pelo processo de depuração mostraram-se 

superiores (179,00±11,23 x 104 µL-1) em relação aqueles do tempo 4 horas 

(144,80±18,87 x 104 µL-1). Segundo Lowe-Jinde & Niimi (1983), valores elevados do 

número de eritrócitos pode ser explicado pela redução dos níveis de oxigênio causado 

pela redução da irrigação branquial.  

Assim como neste estudo, em tambaqui a hipóxia promoveu elevação do número 

de eritrócitos (Affonso et al., 2002), evidenciando a necessidade de oxigênio do peixe. 

Barcellos et al. (2003) e Urbinati et al. (2004), para pacu, Piaractus mesopotamicus não 

encontraram alterações no número de eritrócitos durante as amostragens analisadas, 

assim como em jundiá, Rhamdia quelen submetido a estressores agudos e em matrinxã 

juvenil transportado por 4 horas em sacos plásticos. Entretanto, no presente estudo esta 

diminuição dos níveis de oxigênio não pode ser confirmada, pois a diferença 

significativa só ocorreu entre os peixes do tratamento zero e 4 horas. 
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Os parâmetros hemoglobina e os índices hematimétricos (VCM e CHCM) não 

diferiram significativamente entre os tratamentos. 

Observações microscópicas das lâminas de extensão revelaram a presença de, 

além dos eritrócitos, trombócitos e leucócitos. Os valores absolutos destas células 

sanguíneas analisadas nos peixes tratados encontram-se nas tabelas 2 e 3. 

Tabela 2: Valores médios e erro padrão do trombograma de O. niloticus amostrados 
logo após a indução anestésica (tempo 0) e nos diferentes tempos de depuração 
anestésica. 
 

Tempos (h) Número de trombócitos/µL de sangue 

0 15926,45 ± 1732,66  

0,5 13634,33 ± 1188,54  

1  16288,21 ± 1823,63  

2  14930,58 ± 1252,45  

4  14665,87 ± 1743,17  

8  14336,54 ± 1382,44  

12  16770,55 ± 2081,39  

24 14622,31 ± 1840,66  
NS: não significativo 
 

A variação do número de trombócitos, neste trabalho foi de 13634,33 ± 1188,54 

trombócitos µL-1 (T=30 min) a 16288,21 ± 1823,63 trombócitos µL-1 (T=1 hora). E, de 

acordo com os resultados do teste estatístico aplicado não ocorreu diferença entre os 

números de trombócitos entre os tratamentos. 

Os valores de trombócitos encontrados neste estudo mostraram-se muito 

inferiores aos apresentados por Tavares-Dias & Moraes (2004), para a mesma espécie, 

cujos números foram 48902,50 ± 21366,10 µL-1 de trombócitos e por Ueda et al. (1997), 

cuja variação de trombócitos totais foi entre 38540,00 e 100800,00 µL-1. Segundo 

Tavares-Dias & Moraes (2004), além da variação interespecífica, as diferenças nas 

metodologias empregadas na contagem de trombócitos também são responsáveis pelos 

dados descritos na literatura.  
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Autores atribuem funções destas células nos peixes, entre elas, importante papel 

no processo de coagulação (Casillas & Smith, 1977) e fagocitose, ajudando a manter os 

peixes livres de patógenos após dano vascular (Hill & Rowley, 1996). Essa grande diversidade 

de formas reflete tanto sua especificidade quanto os diferentes estágios do desenvolvimento dos 

peixes (Kalashnikova, 1976).  

Os trombócitos dos peixes têm sido descritos como as células sanguíneas mais 

abundantes, depois dos eritrócitos (Ueda et al., 2001). Entretanto, neste estudo, o número 

de trombócitos foi menor em relação ao número de leucócitos. 

Tabela 3: Valores médios e erro padrão dos diferentes leucócitos analisados em O. 

niloticus após a indução anestésica (tempo 0) e nos diferentes tempos de depuração 
anestésica. 
 
Tempos (h) Leucócitos totais/µL Linfócitos/µL Neutrófilos/µL Monócitos/µL Basófilos/µL 

0 17893,50±1870,08 13891,09±3161,65 2479,66±856,08 356,45±67,10  43,55±21,03 

0,5 21245,88±3421,15 18587,75±2280,23 2922,56±745,33  405,64±154,88  34,69±18,64 

1  19583,48±2403,65 15977,44±2633,41  2875,42±534,49  475,05±140,16  37,65±23,29 

2  25977,62 ±3912,23  20562,33±3443,12 4123,43±1278,32  678,44±178,56  54,88±23,78 

4  22815,68±3236,82 18430,88±2636,34 2976,21±655,44 435,78±189,66  38,67±19,52 

8  23186,13±2690,66 18765,66±2135,78 2998,33±845,78 613,11±134,98  32,02±22,49 

12  22345,45±21350,66 19322,56±2987,78 2567,88±644,77 588,98±145,76 44,67±27,46 

24  23178,67±20890,45 18764,31±2398,07 3565,88±678,66 622,43±129,75 38,09±25,61 
NS: não significativo 
 

Na tabela 3 encontram-se as médias dos valores dos leucócitos totais 

encontrados em peixes submetidos a anestesia com 100 mg L-1 de eugenol nos tempos 

de depuração analisados, não ocorrendo diferenças significativas entre os tratamentos. 

Nas extensões sanguíneas foram observados linfócitos, neutrófilos, monócitos e 

basófilos corroborando as análises descritas por Ueda et al. (1997; 2001), em 

Oreochromis niloticus. 

Ranzani-Paiva et al. (2005) reportaram a presença de eosinófilos em extensões 

sanguíneas de tilápia, Orechromis niloticus, célula do sistema leucocitário. Assim como 
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nesse estudo, este tipo de célula tem sido relatada estar ausente em O. mossambicus por  

Tavares-Dias & Faustino (1998).  

Os valores médios dos tipos celulares de leucócitos encontrados nos exemplares 

de juvenis de tilápia estão de acordo com os apresentados por Ranzani-Paiva et al. 

(2005), Ishikawa et al. (2008) e Barros et al. (2009). 

Os tipos celulares de leucócitos mais abundantes encontrados nos exemplares de 

O. niloticus, neste trabalho, foram linfócitos e neutrófilos na contagem diferencial de 

leucócitos, semelhante ao observado por Tavares-Dias e Faustino (1998), Tavares-Dias 

et al. (2000b), Tavares-Dias & Moraes (2004) e Azevedo et al. (2005). Contrariamente, 

Ueda et al. (1997) e Tavares-Dias et al. (2000a) verificaram predominância de 

neutrófilos na contagem diferencial. 

O método analítico do instrumento apresentou para o analito de interesse, faixa 

de linearidade de 0,6 a 5 mg L-1; limite de detecção de 0,3 mg L-1; limite de 

quantificação de 0,6 mg L-1, coeficientes de variação (CV) intra ensaio (precisão) 

inferior a 7% e as recuperações de amostras de plasma, fígado e músculo apresentaram-

se entre 70 e 120%, com CV inferior a 11%. 

Nos ensaios de acumulação de eugenol no plasma sanguíneo, fígado e músculo 

de tilápia, O. niloticus foram detectados resíduos do anestésico em estudo nos tempos 

analisados (Figuras 1, 2 e 3). 
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Figura 1: Médias dos valores de resíduos (µg mL-1) de eugenol no plasma sanguíneo de 
O. niloticus.  
As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes mostram as diferenças significativas entre as 
médias (p<0,05). 
 

A concentração de eugenol no plasma sanguíneo (Figura 1), após a indução 

anestésica dos peixes (t=0), apresentou-se em torno de 1,00 ± 0,03 µg mL-1. Em 

seguida, os peixes foram amostrados no tempo de 1 hora e ocorreu redução significativa 

em relação a primeira análise.  

Após duas horas (t=2 horas) a concentração de eugenol no plasma sanguíneo 

destes peixes dimuinuiu 57 % em relação ao tempo 0, apresentando-se em torno de 

0,43 ± 0,03 µg mL-1. Assim como nesse estudo, Guenette et al. (2007), observaram, em 

truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss, rápida redução na concentração de eugenol no 

plasma sanguíneo no início da depuração, mas depois essa diminuição ocorreu 

lentamente. No tempo de análise de 4 horas não ocorreu diferença significativa em 

relação à amostragem anterior. 

A redução na concentração do anestésico foi contínua até oito horas, não 

ocorrendo diferenças significativas nos valores de resíduo de eugenol no plasma 

sanguíneo até o final do experimento (t=24 horas). 

A partir do valor de kel, foi possível mensurar a meia-vida do eugenol no plasma 

sanguíneo de tilápias, O. niloticus, em torno de 4,88 horas. Este valor corrobora com o 

apresentado por Guenette et al. (2006), analisando o tempo de meia-vida de sapos 

anestesiados por eugenol. Guenette et al. (2007), calculando a meia-vida do mesmo 

anestésico em trutas arco-íris obtiveram o tempo de 12,14 horas. 
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Figura 2: Médias dos valores de resíduos (µg g-1) de eugenol em amostras de fígado de 
O. niloticus.  
As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes mostram as diferenças significativas entre as 
médias (P<0,05). 
 

De acordo com o World Health Organization, Joint FAO/WHO Expert 

Committee on Food Additives (WHO, 2006), o eugenol é rapidamente absorvido no 

trato digestivo e metabolizado no fígado.  

Na primeira coleta de amostras de fígado (Figura 2), antes do início da 

eliminação do resíduo anestésico, a concentração de eugenol foi 35,23 ± 3,00 µg g-1. 

Esta concentração, após 30 minutos de depuração, reduziu significativamente para 

13,86 ± 0,22 µg g-1. Entretanto, no tempo de 1 hora, ocorreu aumento significativo da 

concentração de eugenol para 21,79 ± 0,95 µg g-1.  

Os valores de resíduo de eugenol em fígado, após 1 hora de anestesia, foram de 

20 a 30 µg g-1 até 12 horas e, após um dia (t=24 horas) a concentração aumentou 

drasticamente, atingindo o valor de 55,48 ± 0,35 µg g-1.  

Comparando-se os resíduo de eugenol no fígado antes e 24 horas após a 

anestesia pode-se verificar o aumento de 57 % da concentração do fármaco nesse órgão. 

Estas variações bruscas das concentrações de eugenol em fígado podem estar 

relacionadas com o trajeto que o anestésico percorre no organismo do animal durante a 

indução anestésica.  
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Como pode-se observar na figura 1, até 24 horas após inducao anestésica, foi 

notado uma pequena concentração de eugenol no plasma sanguíneo. Como o fígado tem 

papel na eliminação do eugenol, acredita-se que sua redução só ocorrerá quando não 

houver concentração de eugenol mensurável em outros orgãos ou no plasma sanguíneo.  

 

Figura 3: Médias dos valores de resíduos (µg g-1) de eugenol em amostras de músculo 
de O. niloticus.  
As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes mostram as diferenças significativas entre as 
médias (P<0,05). 
 

Os valores de resíduo de eugenol no tecido muscular de O. niloticus (Figura 3), logo 

após anestesia com 100 mg L-1 de eugenol foi de 14,21 ± 4,19 µg g-1. Após esta análise, os 

peixes ficaram em aquários para eliminação do fármaco e, de acordo com análises 

cromatográficas, não ocorreram diferenças significativas nas concentrações de eugenol no 

músculo até o tempo de 4 horas após anestesia, cujo valor atingiu 45,15 ± 3,10 µg g-1.  

Após 4 horas de anestesia, a redução da concentração do anestésico no tecido 

muscular destes peixes foram observadas no tempo de 12 horas, com concentrações de 

26,96 ± 4,93 µg g-1. Entretanto, esta tendência de redução não foi verificada na última 

análise, no tempo de 24 horas após anestesia, visto que atingiram a maior dose de 

eugenol, 58,08 ± 7,97 µg g-1.  

Em relação as concentrações de eugenol no músculo, nota-se que ocorreu 

aumento superior a 300%, quando comparadas a quantidade de resíduo de eugenol no 

músculo antes e 24 horas após a depuração anestésica. 
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Os resultados deste trabalho contradizem com aqueles apresentados por 

Meinertz et al. (2006), testando o resíduo anestésico de isoeugenol em músculo de 

trutas arco-íris após anestesia com 34 mg L-1 de AQUI-S por 10 minutos em diferentes 

temperaturas, obtiveram os resultados: 30,90 µg g-1 a 7 °C, 40,10 µg g-1 a 12 °C, e 

48,60 µg g-1 a 17 °C.  

Meinertz & Schreier (2009), anestesiando trutas arco-íris em uma baixa 

concentração de 17,70 mg L-1 de AQUI-S por 60 minutos, determinaram, por 

cromatografia líquida, concentrações de eugenol nas amostras de tecido muscular nos 

tempos 0 e 4 horas. As concentrações de isoeugenol variaram entre 45,00 a 69,90 µg g-1 

no tempo 0 e 2,80 a 6,70 µg g-1 no tempo 4 horas. 

Kildea et al. (2004), avaliando concentrações de óleo de cravo em trutas arco-íris, 

após uma semana de depuração, observaram 0,32 µg g-1 de eugenol em seus tecidos 

musculares. Segundo os autores, isto indica que sucessivas doses deste anestésico podem 

levar a uma diminuição na capacidade de eliminação do resíduo anestésico do tecido. 

As não reduções das concentrações de eugenol nos órgãos de tilápia podem estar 

relacionadas com a alta quantidade de gordura desses peixes. Segundo Hamelink & 

Spacie (1999), o conteúdo lipídico do animal é fator determinante da bioconcentração. 

O eugenol é um líquido volátil em temperatura ambiente e tem solubilidade 

moderada em água (2,463 mg L-1 a 25 ° C). O coeficiente de partição octanol-água, Kow, 

para eugenol é 186 (HSDB, 2006), indicando baixa solubilidade em água em relação 

aos solventes orgânicos e baixo a moderado potencial de bioacumulação, com um fator 

de bioconcentração estimado de 31. 

As moléculas orgânicas apolares (hidrofóbicas), como o eugenol, possuem 

grande afinidade pelo conteúdo lipídico.  
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Segundo Orne & Kegley (2008), a bioconcentração de xenobióticos hidrofóbicos 

pode mudar em função de características inter e intra-espécies. Essa premissa pode 

explicar a grande diferença entre os valores de bioconcentração determinados em nosso 

trabalho e nos valores reportados na literatura. 

O comitê da FAO / WHO (Expert Committee on Food Additives, dos EUA) 

prescreve como ingestão diária aceitável (IDA) de 2,5 mg kg-1 de eugenol, de peso 

corporal em humanos. Neste trabalho, os peixes anestesiados com 100 mg L-1 de 

eugenol, apresentaram, após 24 horas de depuração anestésica, concentração no tecido 

muscular de 58,08±7,97 µg g-1.  

Dado que o limite aceitável de consumo de eugenol por seres humanos é de 2,5 

mg kg-1 por peso corporal, pessoas em uma faixa de peso de 70 kg podem consumir, 

com segurança, 175 mg de eugenol. Por conseguinte, uma pessoa que pesa 70 kg teria 

que comer mais de 3 kg de filé de tilápia, O. niloticus, na maior concentração 

apresentada neste estudo, para ultrapassar o limite aceitação de eugenol, determinada 

pela WHO (2006).  

Apesar de não ocorrer eliminação da concentração de eugenol no tecido 

muscular de tilápia, O. niloticus, as concentrações determinadas nos tempos após 

anestesia não apresentam risco para o consumidor se estes se alimentarem de até 3 kg de 

filé de pescado por dia. 

 

Conclusão 

É possivel concluir que a concentração de 100 mg L-1 de eugenol não alterou os 

parâmetros hematológicos de tilápia. Em relação ao resíduo anestésico, após 24 horas de 

anestesia, não ocorreu eliminação total do fármaco. 
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Resumo 

O transporte, na piscicultura, é um procedimento que consiste de uma sucessão de 

estímulos adversos, podendo causar alterações nos parâmetros hematológicos dos 

peixes. Para minimizar esses efeitos, pode ser aplicado anestésico diluído na água de 

transporte. Objetivou-se testar a eficiência do eugenol como mitigador dos parâmetros 

sanguíneos durante o transporte e avaliar as concentrações residuais desse anestésico 

nas amostras das tilápias, O. niloticus. O transporte foi realizado por cinco horas em 

caixas de plástico de 100 L estocadas com 200 juvenis em cada caixa. Foram testadas 

duas concentrações de eugenol (5 e 10 mg L-1), além do grupo controle (sem 

anestésico). Os parâmetros hematológicos e análises residuais do plasma, fígado e 

músculo dos peixes foram avaliados antes do transporte (AT) e nos tempos 0, 6, 12 e 24 

horas após o transporte. Notou-se que os peixes amostrados antes do transporte 

apresentaram diferenças significativas nos índices (RBC, VCM e HCM), em relação ao 

grupo controle 12 horas após o transporte. Os peixes do grupo controle, no tempo 0, 

apresentaram valores superiores de RBC em relação aos transportados na maior 

concentração anestésica. Os valores de trombócitos e tipos celulares de leucócitos não 
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ocorreram diferença significativa entre os tratamentos. As amostras foram analisadas 

por cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionização de chama (CG-DIC). 

Após o período de 24 horas de depuração anestésica ocorreu redução significativa nos 

valores residuais de eugenol, nas três amostras analisadas e nas duas concentrações 

aplicadas. Portanto, as concentrações de eugenol aplicadas podem ser utilizadas para o 

transporte de juvenis de tilápia, sem causarem alterações nos parâmetros hematológicos. 

Entretanto, o período de 24 horas de depuração anestésica não é suficiente para eliminar 

o resíduo de eugenol nas amostras testadas em tilápia. 

 

Palavras-chave: CG-DIC, eugenol, Oreochromis niloticus, parâmetros hematológicos, 

resíduo anestésico, transporte anestésico. 

 

Introdução 

Dentre as espécies de tilápias, a que mais tem se destacado na piscicultura 

mundial é a Oreochromis niloticus (FAO, 2007), isto por apresentar: boa rusticidade, 

alto ganho em peso, facilidade de reprodução, excelentes características do sabor da 

carne e atingem o tamanho comercial rapidamente (Kubitza, 2000). 

No Brasil, os produtores de tilápias utilizam diferentes sistemas de produção, 

sendo os semi-intensivos, intensivos em viveiros escavados em terra, os super-

intensivos em tanques-rede e race-way. A criação em tanques-rede atinge cerca de 10% 

da produção mundial da aqüicultura, nos quais a tilápia é o peixe de maior contribuição 

na produção do pescado (Silva & Siqueira, 1997). 

No processo da criação, o transporte de alevinos e juvenis é uma das etapas no 

manejo da produção e comercialização de peixes. No entanto, este procedimento leva a 
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uma série de respostas fisiológicas e bioquímicas que alteram o equilíbrio homeostático 

e o balanço energético (Rocha et al., 2004; Inoue et al., 2005).  

Na tentativa de ajustar-se a estas condições adversas, os peixes respondem com 

uma série de respostas primárias e secundárias, como aumento das catecolaminas e 

cortisol, o que estimula a mobilização de reservas energéticas, alteração dos parâmetros 

sanguíneos e cardiorrespiratórios com o aumento do número de eritrócitos, da 

concentração das taxas de hemoglobina e hematócrito, aumento dos batimentos 

operculares levando a mudanças na capacidade de trocas iônicas, além de uma 

pronunciada excreção nitrogenada plasmática (Iwama et al., 1997; Mommsem et al., 

1999; Urbinati & Carneiro, 2001). 

Segundo Grottum et al. (1997), o principal fator de sucesso do transporte é 

manter a maior densidade de peixes no menor volume de água possível, sem que haja 

mortalidade, deterioração da qualidade da água e estresse. 

Além do controle da densidade de estocagem de peixes, produtos 

condicionadores são utilizados para minimizar as agressões causadas durante o 

transporte. O sal marinho e anestésicos como, benzocaína e eugenol são exemplos que 

visam minimizar o impacto do transporte de peixes e diminuir as respostas ao estresse 

(Carneiro & Urbinati, 2001; Inoue et al., 2005). Entretanto, a escolha desses produtos 

fica a critério dos criadores, levando-se em conta o custo-benefício e sua 

disponibilidade no mercado (Inoue et al., 2003). 

O modo de atuação dos anestésicos, segundo Silva (2002), dá-se em três fases 

que atuam sobre: 1) córtex cerebral (estado analgésico); 2) gânglios basais e cerebelo 

(estado de delírio) e 3) medula espinhal (estado de anestesia cirúrgica). Para o transporte 

de peixes, recomenda-se que o anestésico atinja apenas a primeira fase. 
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De acordo com Gomes et al. (2001), o anestésico que vem sendo mais utilizado 

no Brasil é a benzocaína. Trata-se de um anestésico local, cujo potencial de ação é 

semelhante ao MS-222 (Mattson & Ripple, 1989; Burka et al., 1997; Ross & Ross, 

2008). Os autores sugeriram que a benzocaína atende a maioria dos critérios 

estabelecidos por Ross & Ross (2008), como anestésico ideal para peixes. 

Carneiro et al. (2002), transportando matrinxãs, Brycon cephalus, verificaram 

que o uso da benzocaína apresentou efeitos negativos em duas concentrações (10 e 20 

mg L-1) nos parâmetros hematológicos. 

O chamado “óleo-de-cravo” é um composto fenólico resultado da destilação das 

folhas, flores (incluindo talos) das árvores de cravo da Índia (Eugenia caryophyllata), 

sendo a substância ativa o eugenol, com concentração que varia de 70 a 95% da 

composição total do óleo essencial do cravo (Mazzafera, 2003). Ele vem sendo utilizado 

nos peixes, com vantagens econômicas e sem propriedades tóxicas aparentes (Soto & 

Burhanuddin, 1995; Munday & Wilson, 1997; Sladky et al., 2001; Woody et al., 2002; 

Inoue et al., 2003; Cunha, 2007). Outra vantagem deste fármaco é ser metabolizado e 

excretado rapidamente pelo organismo do animal, não requerendo tempo de carência 

(Wagner et al., 2002).  

Os estudos sobre a utilização do eugenol, como anestésico na piscicultura, 

surgiram da necessidade de se encontrar novas substâncias eficazes, seguras e de baixo 

custo (Roubach et al., 2005).  

Existe assim, grande demanda de alevinos e juvenis da espécie tanto para o 

povoamento de açudes, como à produção de engorda em tanques, viveiros e tanques-

rede, pois, a tilapicultura vem se intensificando, particularmente, no nordeste e sudeste 

do país. Entretanto, problemas relacionados à qualidade e sobrevivência dos peixes 
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durante o transporte ainda é motivo de preocupação dos produtores, distribuidores e 

compradores de alevinos e juvenis. 

Além disso, têm-se preocupações com os resíduos anestésicos possivelmente 

presentes na carne, podendo resultar na rejeição pelos consumidores (Olsen et al., 2006; 

Ribas et al., 2007). 

Desta forma, objetivou-se testar a eficiência do eugenol como mitigador dos 

parâmetros hematológicos durante o transporte de tilápia, O. niloticus e avaliar o 

resíduo desse produto, ao longo de 24 horas, no plasma, fígado e músculo. 

 

Materiais e métodos 

O experimento foi realizado na Estação de Piscicultura da APTA – Pariquera-

Açu/SP. Foram utilizados 1200 juvenis de tilápia (23,45±2,67 g e 12,38±1,44 cm), 

revertidos, alimentados até 48 horas antes do experimento com ração extrusada com 

28% de proteína bruta. Os peixes foram mantidos em 6 tanques de 500 L para 

aclimatação por um período de sete dias. 

Durante o período de aclimatação, 6 peixes, sendo um peixe por tanque, foram 

amostrados para avaliações hematológicas antes do transporte (AT). 

O transporte foi realizado entre Pariquera-Açu/SP e São Paulo/SP (220 Km) com 

duração de cinco horas. O delineamento do experimento foi inteiramente ao acaso com 

três tratamentos: 0 (controle), 5 e 10 mg L-1 de eugenol e 4 tempos (T) de amostragem: 

0 (0 T); 6 (6 T), 12 (12 T) e 24 horas depois do transporte (24 T). Foram utilizadas seis 

réplicas por tratamento.  

Os peixes foram transportados em sistema fechado, em seis caixas de 100 L 

cada, com uma densidade média de 80 g de peixe vivo por litro de água, conforme 

sugerido por Urbinati et al. (2004). 
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Após o transporte, os peixes de cada tratamento foram colocados, 

separadamente, em tanques de 500 L de água livre de anestésico e com aeração 

constante. 

Parâmetros físicos e químicos da água  

A água do transporte foi coletada antes e após o transporte, sendo os parâmetros 

analisados: pH, temperatura (°C), oxigênio dissolvido (mg L-1) e amônia total (mg L-1).  

1° experimento: Avaliações comportamentais e análises hematológicas dos peixes 

submetidos ao transporte 

O grau de interferência do anestésico eugenol sob o comportamento dos peixes 

foi registrado segundo Woody et al. (2002) (Tabela 1). 

Tabela 1 – Sinais clínicos de peixes expostos à anestésicos, adaptada por Woody et al. 

(2002). 

Estágios de anestesia Descrição dos sinais clínicos 

(1) sedação leve Diminuição visível dos movimentos operculares 

(2) anestesia leve Perda parcial de equilíbrio e dificuldade em manter posição normal de nado 

(3) anestesia profunda Perda total de equilíbrio e incapacidade de recuperar a posição vertical de 
nado 

 

Para avaliações hematológicas, foram amostrados três peixes de cada caixa de 

transporte por cada tempo de amostragem, totalizando 72 peixes. Para as avaliações, os 

animais foram anestesiados com 100 mg L-1 de benzocaína para não interferir nas 

análises residuais do anestésico eugenol. 

O sangue foi coletado por punção caudal com auxílio de seringas descartáveis, 

heparinizadas para as determinações dos: número total de células (RBC), contado em 

câmara de Neubauer, utilizando-se solução de Hayem como diluente; hematócrito (Ht), pelo 

método do microhematócrio; taxa de hemoglobina (Hb), pelo método da 

cianometahemoglobina. Com os resultados dos valores de Hb, RBC e Ht foram calculados 
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os índices hematimétricos: VCM (volume corpuscular médio), CHCM (concentração de 

hemoglobina corpuscular média) e HCM (hemoglobina corpuscular média). 

As extensões sanguíneas coradas pelo May-Grünwald-Giemsa, segundo 

Rosenfeld (1947), foram utilizadas para as contagens diferencial e total dos leucócitos e 

contagem de trombócitos, sendo as duas últimas pelo método indireto, segundo Hrube 

& Smith (1998). 

2° experimento: Análises residuais das matrizes biológicas de Oreochromis niloticus 

Condições cromatográficas 

Foi utilizado o equipamento de cromatografia em fase gasosa equipado com 

detector de ionização de chama (DIC), Varian 3800 (Walnut Creek, EUA) nas seguintes 

condições: injeção splitless; coluna capilar DB-5 – 5% fenil, 95% metilpolissiloxano 

(J&W Scientific, Folsom, EUA) com 30 m de comprimento x 0,25 mm de diâmetro 

interno e 0,25 µm de espessura do filme. As temperaturas do injetor e detector foram 

250 °C e 300 °C, respectivamente; a temperatura do forno foi programada a partir de 80 

°C e aquecida a uma razão de 3 °C/min até 140 °C e novamente aquecida a 20 °C/min 

até 250 °C, permanecendo por 5 minutos nesta última temperatura. O gás de arraste 

utilizado foi nitrogênio a uma vazão constante de 1 mL/min. As vazões dos gases do 

detector DIC foram de 40 mL min-1 para nitrogênio, 25 mL min-1 para hidrogênio e 325 

mL min-1 para ar sintético. 

O equipamento foi operado pelo software Varian, Galaxie, programa 

responsável pela aquisição e processamento dos dados. As injeções de 100 µL do 

headspace (vapor em equilíbrio com a solução padrão, ou com a amostra), foram feitas 

manualmente. 
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Análises residuais do anestésico eugenol 

As amostras biológicas (100 µL de plasma, 5 g de músculo e 5 g de fígado) 

foram transferidas a vials de 40 mL com tampa de rosca e septo de silicone faceado em 

TeflonMR, próprios para headspace. Também foi adicionado 25 mg L-1 de mentol como 

padrão interno. O vial foi vedado e agitado com auxilio de vortex por 2 minutos para 

homogeneização da solução.  

Os vials foram mantidos em repouso por 90 min para o plasma; 30 min para o 

fígado; e 60 min para o músculo. Após este período, as amostras foram aquecidas a 

35°C por 45 minutos. Esta temperatura foi escolhida para evitar que nestas condições 

não deverá ocorrer deterioração das amostras e eliminar compostos que poderiam 

interferir na análise. Todos os ensaios foram efetuados em triplicata seguindo o 

procedimento padrão. 

Padrões e solventes 

Padrões de alta pureza (> 99%) de eugenol e mentol, utilizados como padrão 

analítico e padrão interno (empregado para avaliação da recuperação), respectivamente, 

foram obtidos da Sigma-Aldrich (Alemanha). As soluções estoque de eugenol e mentol 

foram preparadas em metanol na concentração de 100 mg L-1 e armazenadas a –20 ºC. 

Metanol, grau HPLC, foi adquirido da Tedia Company (Fairfield, EUA).  

Análises estatísticas 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e, quando 

significativo, ao teste de Tukey para comparação entre as médias aritméticas, adotando-

se o nível de significância de 5% (Zar, 2009). 
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Resultados e discussão 

Foram observadas 100% de sobrevivência das tlápias durante o trabalho. 

Os valores médios dos parâmetros físicos e químicos da qualidade água 

monitorados nos tanques de aclimatação e de transporte foram, respectivamente: pH 6,2 

± 0,5 e 6,5 ± 0,3; temperatura 26,2 ± 0,4 °C e 26,8 ± 0,6 °C; amônia total 0,50 ± 0,08 e 

2,50 ± 0,15 mg L-1 e oxigênio dissolvido 6,1 ± 0,2 mg L-1 e 5,6 ± 0,8 mg L-1. 

Para a qualidade de água, a média de temperatura e o pH da água dos tanques de 

aclimatação e transporte estão dentro da zona de conforto térmico para a espécie 

estudada, Oreochromis niloticus (Martins, 2004).  

A amônia é o principal composto nitrogenado excretado por animais aquáticos 

(Colt & Armstrong, 1981) e pode ser por meio da difusão branquial durante transporte 

ativo com sódio e uréia (Arana, 2004). Os compostos nitrogenados elevados 

correspondem à fração de amônia letal e quando associada ao pH mais elevado pode 

potencializar seu efeito. 

O aumento dos valores de amônia registrado na água dos tanques de transporte 

deve-se principalmente a excreção de metabólitos dos juvenis confinados em ambientes 

fechados. De acordo com Benli et al. (2008), juvenis de tilápia suportam altas 

concentrações de amônia na água, desta forma, este parâmetro não afetou a 

sobrevivência dos peixes. 

Neste experimento foi observada 100% de sobrevivência de tilápias durante o 

processo anestésico até o final da observação, ou seja, 48 horas após o transporte. 

Assim, constatou-se que a qualidade da água nos tanques de transporte não influenciou 

a sobrevivência dos juvenis de tilápia. 

Os peixes transportados nas dosagens de 5 e 10 mg L-1 de eugenol, após 10 

minutos de exposição, atingiram o 1° estagio anestésico (Tabela 1), com redução da 
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natação, mas capazes de manter parcialmente o equilíbrio, a capacidade de natação, 

evitando prejuízos causados por colisão com as paredes do tanque. Segundo Piper et al. 

(1982), baixas concentrações anestésicas permitem que os peixes mantenham o equilíbrio, 

a atividade de natação e a respiração, sendo eficazes para mitigar o estresse associado 

com a manipulação e transporte de peixes. Este fato pode ser confirmado pelas tilápias 

que não receberam anestesia (controle) e não atingiram o 1° estagio anestésico (Tabela 2), 

ou seja, não reduziram a atividade de natação.  

De acordo com Cooke et al. (2004), os estágios de anestesia desejados durante o 

transporte são perda de reação a estímulos e perda parcial de equilíbrio. Corroborando 

com este estudo, os autores, avaliando diferentes concentrações de óleo de cravo em 

largemouth bass, Micropterus salmoides descreveram que concentrações entre 5 e 8,5 

mg L-1 são ideais no transporte destes peixes. 

No final do transporte, os juvenis expostos ao eugenol, após serem capturados e 

armazenados nos tanques com água sem anestésico, recuperaram, rapidamente, a 

natação normal. 

Na tabela 2 encontram-se os parâmetros hematológicos avaliados nos peixes 

amostrados antes (AT) e depois do transporte, nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas de 

depuração anestésica, em ambas concentrações (5 e 10 mg L-1 de eugenol). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 91

Tabela 2: Valores médios e erro padrão dos parâmetros do eritrograma de O. niloticus 

antes de depois do transporte, nos três tratamentos anestésicos e nos quatro tempos de 
amostragem.  
 
Tratamentos Ht (%) Hb (g dL-1) RBC (104 µL-1) VCM(fL) HCM (pg) CHCM (g dL-1) 

AT 31,67 ± 1,19 8,30 ± 0,49 217,67 ± 3,95ac 143,43 ± 5,90a 38,26 ± 2,65a 26,83 ± 1,86 

T = 0 [0] 36,08 ± 1,42 9,44 ± 0,21 229,00 ± 5,32a 158,19 ± 8,16ab 41,29 ± 0,96ab 26,38 ± 1,28 

T = 0 [5] 33,67 ± 2,27 9,08 ± 0,56 218,17 ± 5,41ac 155,49 ± 13,30ab 41,78 ± 2,98ab 27,25 ± 1,62 

T = 0 [10] 32,83 ± 1,14 8,39 ± 0,36 172,67 ± 9,14bc 193,97 ± 11,93ab 49,67 ± 3,55ab 25,75 ± 1,53 

T = 6 [0] 34,67 ± 0,84  8,60 ± 0,23 208,92 ± 15,04ac 169,73 ± 11,05ab 42,06 ± 2,67ab 24,83 ± 0,48 

T = 6 [5] 33,33 ± 2,04 9,18 ± 0,22 208,42 ± 16,59ab 166,11 ± 19,13ab 45,66 ± 4,29ab 28,00 ± 1,60 

T = 6 [10] 32,58 ± 1,16 8,66 ± 0,08 191,50 ± 8,68ab 172,33 ± 11,93ab 45,67 ± 2,01ab 26,74 ± 0,95 

T = 12 [0] 33,42 ± 0,94 8,84 ± 0,14 154,83 ± 6,87b 218,57 ± 13,92b 57,49 ± 2,08b 26,52 ± 0,75 

T =12 [5] 33,00 ± 1,37 8,57 ± 0,14 171,67 ± 9,14bc 194,05 ± 9,74ab 50,68 ± 2,83ab 26,20 ± 1,12 

T = 12 [10] 32,50 ± 0,32 8,96 ± 0,22 200,75 ± 4,79ab 162,41 ± 4,58ab 44,78 ± 1,57ab 27,57 ± 0,60 

T = 24 [0] 32,42 ± 1,52 8,64 ± 0,33 209,92 ± 5,89ac 154,38 ± 5,05ab 41,21 ± 1,46ab 26,76 ± 0,88 

T = 24 [5] 30,08 ± 1,02 8,39 ± 0,39 166,92 ± 20,76bc 197,58 ± 29,20ab 55,08 ± 8,30ab 27,84 ± 0,51 

T = 24 [10] 34,17 ± 1,01 9,02 ± 0,27 193,17 ± 14,97ab 184,33 ± 20,35ab 48,11 ± 4,06ab 26,50 ± 0,93 
AT=antes do transporte, T=após o transporte, Ht=hematócrito, Hb=taxa de hemoglobina, RBC= número 
de eritrócitos, VCM=volume corpuscular médio, CHCM= concentração de hemoglobina corpuscular 
média 
Médias com letras distintas na mesma coluna indicam diferença estatisticamente significativa (p < 0,5). 
 

Apesar da anestesia minimizar o impacto dos agentes estressores, é importante a 

determinação de concentrações ótimas de fármacos com características anestésicas para 

se evitar os efeitos negativos na prática, pois a utilização de quantidades excessivas de 

anestésicos podem promover alterações metabólicas detectadas posteriormente, somente 

horas após a exposição (Park et al., 2008). 

Nesse estudo, observou-se que as análises dos valores de hematócrito, 

hemoblogina e CHCM não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos, 

inclusive em relação aos peixes amostrados antes do início do transporte.  

Segundo Tavares-Dias & Faustino (1998), o hematócrito é o índice do eritrograma 

que apresenta o menor coeficiente de variação em peixes, sugerindo ser um bom indicador 

dos efeitos dos fatores ambientais a que os mesmos estão sujeitos. De acordo com Morales 

et al. (2005), o estresse provoca hemoconcentração em peixes de água doce, o que pode ser 

detectado pela elevação do hematócrito. 
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A média geral do percentual de hematócrito dos tratamentos mostrou 

uniformidade e dentro da normalidade, sendo semelhante aos dados de Shiau & Lung 

(1993), Tavares-Dias e Faustino (1998), Yildiz e Pulatsü (1999), Tavares-Dias et al. 

(2000 a,b), Tavares-Dias e Moraes (2004), Benli e Yildis (2004), Azevedo et al. (2005).  

Esse parâmetro pode, em parte, revelar o nível de estresse a que os peixes estão 

submetidos, embora na presença de agentes estressantes como, peixes expostos a 

estímulos únicos e consecutivos de estresse, possam variar (Martins et al., 2002). No 

presente trabalho, como não ocorreram diferenças significativas em relação ao 

hematócrito pode-se sugerir que, apesar de haver um tratamento sem anestésico, o 

estresse não foi fator condicionante.  

Em relação aos valores de RBC, VCM e HCM, notam-se que os peixes 

amostrados antes do transporte (AT) apresentaram diferenças significativas em relação 

àqueles transportados sem anestésico, no tempo de 12 horas de depuração (T=12 [0]). 

Nos peixes transportados sem anestésico, logo na chegado do transporte (T=0 

[0]), apresentaram valores superiores do RBC em relação aos animais tratados na maior 

concentração de eugenol (T=0 [10]). Essas diferenças significativas também foram 

registradas nos peixes sem anestésico do tempo 12 horas (T=12 [0]). 

Os altos valores do número de eritrócitos nos peixes tratados sem anestésico, 

logo no tempo zero do transporte, podem ser explicados pela redução dos níveis de 

oxigênio, causado pela redução da irrigação branquial (Lowe-Jinde & Niimi, 1983) dos 

peixes transportados sem anestésico. Além disso, este aumento do número de eritrócitos 

também é marcado pela diminuição do volume celular (VCM).  

Os valores de VCM expressam o volume médio dos eritrócitos de tilápias, O. 

niloticus. De acordo com Baldisseroto (2009), estas alterações do volume das hemácias 

também contribuem para reduzir a afinidade da hemoglobina, prejudicando o transporte 
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de oxigênio no sangue. Isso também pode ser explicado pelo fato de estar ocorrendo 

uma liberação de eritrócitos na corrente sangüínea pelo estímulo estressor 

(McDonald & Milligan, 1997), visto que neste grupo os animais foram transportados 

sem anestésico. 

As médias dos valores apresentados do eritrograma corroboram com os 

apresentados por Ranzani-Paiva et al. (2005), França et al. (2007), Ishikawa et al. 

(2007), Barros et al. (2009) para os parâmetros hematológicos de Orechromis niloticus. 

Observações microscópicas das lâminas de extensão sanguíneas revelaram a 

presença de eritrócitos, trombócitos e leucócitos. Os valores absolutos destas células 

sanguíneas analisadas nos peixes tratados encontram-se nas tabelas 3 e 4. 

Tabela 3: Valores médios e erro padrão do trombograma de O. niloticus antes de depois 
do transporte anestésico, nos três tratamentos e nos quatro tempos de amostragem.  
 

Tratamentos Número de trombócitos/µL de sangue 

AT 13296,24 ± 2731,70  

T = 0 [0] 15383,14 ± 1618,22  

T = 0 [5] 14834,34 ± 2008,26  

T = 0 [10] 12893,45 ± 3450,64  

T = 6 [0] 16460,60 ± 1820,18  

T = 6 [5] 13463,66 ± 2342,90  

T = 6 [10] 12970,52 ± 2590,40  

T = 12 [0] 14560,88 ± 1980,67  

T =12 [5] 15810,98 ± 2235,56  

T = 12 [10] 13895,68 ± 2109,45  

T = 24 [0] 12640,55 ± 3290,20  

T = 24 [5] 14280,90 ± 2183,44  

T = 24 [10] 13562,35 ± 1895,28  
AT=antes do transporte, T=após o transporte 
NS: não significativo 

 

A variação do número de trombócitos, neste trabalho foi de 12640,55 ± 3290,20 

trombócitos µL-1 (T=24 [0]) a 16460,60 ± 1820,18 trombócitos µL-1 (T=6 [0]). E, de 

acordo com os resultados do teste estatístico aplicado, não ocorreram diferenças entre os 

os tratamentos. 
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Os valores de trombócitos encontrados, neste estudo, mostraram-se inferiores 

aos apresentados por Tavares-Dias e Moraes (2004), para a mesma espécie, cujos 

números foram 48902,50 ± 21366,10 µL-1 de trombócitos e por Ueda et al. (1997), cuja 

variação de trombócitos totais foi entre 38540,00 e 100800,00 µL-1. Segundo Tavares-

Dias & Moraes (2004), além da variação interespecífica, as diferenças nas metodologias 

empregadas na contagem de trombócitos também podem ser responsáveis pela grande 

variação dos dados descritos na literatura.  

Outros autores atribuem as funções dos trombócitos nos peixes, entre elas, 

sugerem-se que têm importante papel no processo de coagulação (Matushima & 

Mariano, 1996; Hrube & Smith, 1998) e realizam fagocitose, ajudando a manter os peixes 

livres de patógenos após dano vascular (Hill & Rowley, 1996).  

Os trombócitos, embora não sejam de linhagem leucocitária, são considerados 

como células sangüíneas de defesa, predominante em espécies de peixes de água doce 

(Tavares-Dias et al., 2000b; Tavares-Dias et al. (2007). No entanto, Hrube & Smith 

(1998) recomendam a contagem de leucócitos totais pela metodologia indireta, com o 

objetivo de diferenciar os trombócitos dos leucócitos. De acordo com os pesquisadores, 

a diferenciação das células de trombócitos e linfócitos apresentam maior confiabilidade 

por meio da contagem em extensões sangüíneas. 
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Tabela 4: Valores totais dos diferentes leucócitos observados nas extensões sanguíneas 
de O. niloticus antes de depois do transporte anestésico, nos três tratamentos e nos 
quatro tempos de amostragem.  
 
Tratamentos Leucócitos totais/µL Linfócitos/µL Neutrófilos/µL Monócitos/µL Basófilos/µL 

AT 18795,56±2098,45 14907,37±2335,68 3366,68±563,98 471,51±180,44 26,09±12,02 

T = 0 [0] 19856,45±1895,65 1562,90±2174,55 3168,11±452,85 403,04±104,42 23,11±15,11 

T = 0 [5] 21455,90±3240,87 17334,35±2674,30 3210,78±592,78 673,36±235,67 43,25±21,09 

T = 0 [10] 20564,33±1980,43 1590,95±2048,34 3298,66±603,45 502,54±139,38 38,32±17,15 

T = 6 [0] 19987,60±1865,70 15797,66±1952,37 3618,90±723,89 467,67±128,56 44,09±25,09 

T = 6 [5] 19790,86±1790,88 15920,74±2126,13 3417,45±598,57 573,87±201,66 37,21±23,13 

T = 6 [10] 20676,45±1894,33 1640,94±3235,78 3296,23±643,41 426,07±178,85 28,23±16,12 

T = 12 [0] 19259,66±2230,88 15654,84±2867,55 3187,39±561,73 606,15±213,77 47,20±22,14 

T =12 [5] 18695,60±2087,80 14694,88±2389,48 2794,56±532,55 466,51±175,42 38,20±25,10 

T = 12 [10] 21340,32±21345,55 16827,25±2454,89 3485,89±702,48 551,59±189,36 25,13±16,09 

T = 24 [0] 19764,30±1830,50 15957,45±3138,45 3152,73±671,58 412,09±167,55 42,10±28,10 

T = 24 [5] 21660,54±19873,40  17143,88±2658,55 3672,44±752,11 563,61±213,87 43,17±21,09 
T = 24 [10] 20243,15±2088,45 16160,15±2783,80 3416,98±652,08 537,66±198,43 37,21±19,12  

AT=antes do transporte, T=após o transporte 
NS: não significativo  

O número de leucócitos totais variou de 18695,60±2087,80 µL-1 (T=12 [5]) a 

21455,90±3240,87 µL-1 (T=0 [5]). E, de acordo com os resultados do teste estatístico 

aplicado, não ocorreram diferenças entre os números de leucócitos entre os tratamentos. 

A fisiologia e mecanismos de controle do funcionamento do sistema leucocitário 

dos peixes são semelhantes aos dos vertebrados superiores (Volkov, 1978), uma vez que também, 

desempenham papel na atividade dos processos inflamatório e imunológicos nos tecidos de 

peixes (Silva et al., 1998; Ranzani-Paiva et al., 2004; Tavares-Dias & Moraes, 2004). 

Em relação aos leucócitos foram visualizados linfócitos, neutrófilos, monócitos e 

basófilos, corroborando as análises descritas por Ueda et al. (1997; 2001), em Oreochromis 

niloticus. O critério utilizado para definir a nomenclatura destas células foi baseado nos 

aspectos morfológicos do núcleo e a distribuição padrão dos grânulos citoplasmáticos. 

Os tipos celulares de leucócitos mais abundantes encontrados nos exemplares de 

O. nicoticus, neste trabalho, foram linfócitos e neutrófilos na contagem diferencial de 

leucócitos semelhantes aos observados por Tavares-Dias e Moraes (2004), Azevedo et 
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al. (2005) e Ranzani-Paiva et al. (2005). Contrariamente, Ueda et al. (1997) e Tavares-

Dias et al. (2000a) verificaram predominância de neutrófilos na contagem diferencial. 

Carneiro et al. (2002) estudaram o transporte de matrinxã, Brycon cephalus e 

registraram efeitos negativos dos valores de concentrações altas de benzocaína (10 e 20 

mgL-1), concluindo que essa substância não reduziu o estresse causado pelo transporte. 

Estudos hematológicos mostraram variações de leucopenia e leucocitose após a 

aplicação de estresse em peixes (Pickford et al., 1971). Após 24 horas de injeção de 

cortisol carpas apresentaram leucocitose (Wojtaszek et al., 2002). A leucopenia foi 

constatada após 30 minutos de aplicação do estressor por Benfey & Biron (2000) e 

Pickford et al. (1971) fizeram as mesmas observações após 3 e 30 minutos, fato não 

verificado neste experimento. 

O método analítico do instrumento apresentou para o analito de interesse, faixa 

de linearidade de 0,6 a 5 mg L-1; limite de detecção de 0,3 mg L-1; limites de 

quantificação de 0,6 mg L-1, coeficientes de variação (CV) intra ensaio (precisão) 

inferior a 7% e os valores de recuperação obtidos com amostras de plasma, fígado e 

músculo fortificados com eugenol apresentaram-se entre 70 e 120%, com CV inferior a 

11%. A recuperação do mentol (padrão interno) foi de 81,55±4,35%. 

Os peixes transportados do grupo controle, ou seja, sem anestésico, não 

apresentaram resíduos desse fármaco detectáveis no método CG-DIC. 

Em relação aos demais tratamentos (5 e 10 mg L-1 de eugenol), após análises 

cromatográficas dos plasma sanguíneo, fígado e músculo, resíduos de eugenol foram 

detectados nos tempos amostrados (Figuras 1 e 2). 
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Figura 1: Médias dos valores de resíduos de eugenol em amostras de plasma sanguíneo 
(A), fígado (B) e músculo (C) de tilápias, O. niloticus transportados com 5 mg L-1 do 
fármaco. 
As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes mostram as diferenças significativas entre as 
médias (P<0,05). 
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A concentração dos valores de eugenol no plasma sanguíneo após  transporte com 5 

mg L-1 de eugenol (t=0) foi de 1,51 ± 0,05 µg mL-1. Em seguida, os peixes foram alocados 

em aquários para depuração anestésica. Ocorreu redução contínua da concentração de 

eugenol no plasma de tilápia até atingirem a menor dose de 0,45 ± 0,05 µg mL-1, 24 horas 

após o transporte. Entretanto, este valor não diferiu significativamente com o apresentado 

por 12 horas de depuração anestésica, que foi de 0,72 ± 0,18 µg mL-1. 

Na primeira coleta de amostras do fígado (T=0) , a concentração de eugenol foi 

28,70 ± 0,56 µg g-1. Esta concentração só reduziu após 12 horas de depuração, atingindo 

valores de 25,28 ± 0,78 µg g-1. Após 24 horas de transporte, a dose de eugenol em 

fígado mostrou-se significativamente mais baixa, com taxa de 12,62 ± 1,63 µg g-1.  

A concentração de eugenol no tecido muscular de O. niloticus, logo após o 

transporte anestésico com 5 mg L-1 do produto foi de 32,15 ± 0,07 µg g-1. Após esta 

verificação, os peixes ficaram em aquários de depuração e, de acordo com análises 

cromatográficas, houve redução significativa na concentração de eugenol no músculo 

após 6 horas de depuração, cujos valores atingiram 24,04 ± 2,55 µg g-1, não diferindo 

dos outros tempos de amostragens. 
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Figura 2: Médias dos valores de resíduos de eugenol em amostras de plasma sanguíneo 
(A), fígado (B) e músculo (C) de tilápias, O. niloticus transportados com 10 mg L-1 do 
fármaco.  
As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes mostram as diferenças significativas entre as 
médias (P<0,05). 
  

Nos peixes transportados na dose de 10 mg L-1 de eugenol, no tempo zero, os 

resíduos de eugenol no plasma sanguíneo foram de 1,76 ± 0,05 µg mL-1. Nas amostras 

dos demais tempos, nota-se a redução nas concentrações do produto até o tempo de 12 
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horas, cujos valores foram de 0,35 ± 0,09 µg mL-1. Estes valores não diferiram 

significativamente com o apresentado por 24 horas de depuração anestésica, que foram 

de 0,34 ± 0,04 µg mL-1. 

Em relação às amostras do fígado, no tempo zero, a concentração de eugenol foi 

de 49,17 ± 1,55 µg g-1. A diminuição dos valores da concentração foram até o tempo de 

6 horas (20,74 ± 0,35 µg g-1) não diferindo significativamente dos valores dos outros 

tempos de amostragem. 

Os valores de concentração de eugenol no músculo de tilápias, O. niloticus, logo 

após o transporte anestésico com 10 mg L-1 de eugenol foi de 75,31 ± 0,87 µg g-1. 

Ocorreu redução contínua na concentração do anestésico nesse órgão, até o tempo de 24 

horas de depuração anestésica, sendo o valor de 15,72 ± 0,30 µg g-1. 

Segundo Gomes et al. (2001), não há legislação no Brasil quanto à utilização de 

anestésicos em peixes para consumo humano. Porém, países desenvolvidos como, 

Estados Unidos e Nova Zelândia possuem regulamentação quanto ao uso do MS-222, 

benzocaína e Aqui-STM.  

Nos EUA, os animais anestesiados com MS-222 e benzocaína devem ser 

depurados por 21 dias; na Nova Zelândia, para o MS-222 são necessários 10 dias de 

depuração entretanto, não existe período específico para a benzocaína. Os peixes 

anestesiados com Aqui-STM, cujo principio ativo é o eugenol, não necessitam de 

depuração (Ross & Ross, 2008). 

A depuração é utilizada para reduzir ou eliminar esses resíduos e garantir que 

não ocorram concentrações ilegais. A duração da depuração depende do tipo de droga, 

as espécies-alvo, a concentração e via de administração, podendo variar horas a vários 

dias ou semanas (Booth, 1988).  
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Nesse estudo, nas duas doses de eugenol testadas para transporte, as 

concentrações do produto no plasma sanguíneo de O. niloticus diminuíram 

continuamente, até 24 horas de depuração anestésica. Esse dado corrobora com os de 

Guenette et al. (2007), estudando resíduos anestésicos em trutas arco-íris, também 

observaram rápida redução da concentração de eugenol no plasma sanguíneo. 

Além das amostragens de fluídos corpóreos, outros órgãos foram utilizados para 

determinação de resíduos de eugenol, como o fígado e músculo. De acordo com o 

World Health Organization, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, o 

eugenol é rapidamente absorvido no trato digestivo e, a seguir, metabolizado no fígado.  

Segundo Wagner et al. (2002), o eugenol é metabolizado e excretado 

rapidamente no organismo do animal, não necessitando tempo de carência. 

Contradizendo os autores, nesse estudo, ao longo de 24 horas de depuração anestésica, 

houve redução significativa do fármaco nas amostras testadas, entretanto, não ocorreu 

eliminação total do produto.  

Guenette et al. (2006), registraram recirculação enterohepática após 

administração de eugenol em ratos. Esta recirculação é uma característica de compostos 

fenólicos submetidos à conjugação (Marier et al., 2002), o que pode contribuir com o 

longo tempo de eliminação do eugenol em órgãos de peixe, como por exemplo, o 

fígado. 

Meinertz et al. (2009), anestesiando trutas arco-íris na concentração de 17,70 mg 

L-1 de AQUI-S por 60 minutos, determinaram, por cromatografia líquida, concentrações 

de eugenol nas amostras do tecido muscular nos tempos de 0 e 4 horas. As 

concentrações de isoeugenol variaram entre 45,00 a 69,90 µg g-1 no tempo 0 e 2,80 a 

6,70 µg g-1 no tempo 4 horas. 
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Na figura 3 encontram-se os dados comparando os resíduos do plasma 

sanguíneo, fígado e músculo de tilápias, O. niloticus nos tempo zero (antes da 

depuração) e no último tempo de amostragem (24 horas de depuração). 

 

  

 

 

 

 
 
Figura 3 : Médias dos valores de resíduos de eugenol em amostras do plasma sanguíneo 
(A), fígado (B) e músculo (C) de tilápias, O. niloticus, nos tempos 0 e 24 horas após 5 
horas de transporte anestésico nas concentrações de 5 e 10 mg L-1 de eugenol.  
As barras verticais indicam o erro padrão e letras diferentes mostram as diferenças significativas entre as 
médias (P<0,05). 
NS: não significativo. 
 

Na figura 3 é possivel visualizar que o plasma sanguíneo, fígado e músculo de 

tilápias transportadas nas menores concentrações de eugenol (5 mg L-1) absorveram 

significativamente menores quantidades do anestésico, quando comparados com os 

peixes tratados na maior concentração (10 mg L-1). Este resultado contradiz aquele 

apresentado por Meinertz et al. (2006). Os autores descreveram que as menores 

concentrações de isoeugenol (isômero do eugenol) no tecido muscular de trutas arco-

íris, Oncorhynchus mykiss obtiveram valores significativamente superiores comparados 

com as maiores concentrações, independentes da temperatura da água. 
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Após 24 horas de depuração anestésica, as amostras do plasma sanguíneo e 

fígado não diferiram significativamente nas quantidades de resíduo de eugenol, em 

relação às concentrações de eugenol para o transporte anestésico. Em amostras do 

músculo de tilápias, os peixes amostrados nas maiores concentrações de eugenol (10 mg 

L-1) apresentaram, significativamente, menores concentrações de resíduos desse 

fármaco em relação aos transportados com 5 mg L-1. 

Além da recirculação do eugenol no organismo dos peixes, as altas 

concentrações de eugenol nos órgãos dos juvenis de tilápia, mesmo após 24 horas de 

depuração anestésica, podem estar relacionada com a alta quantidade de gordura desses 

peixes. Segundo Hamelink & Spacie. (1999), o conteúdo lipídico desses animais são 

fatores determinantes das bioconcentrações. 

A bioconcentração é o processo de acumulação de xenobióticos presentes na 

água pelos peixes e outros organismos aquáticos através de rotas não alimentares 

(Barron, 1990).  

Neste estudo evidenciaram-se, nas concentrações aplicadas de eugenol, os peixes 

não apresentaram sinais de estresse, visto que, não ocorreram diferenças significativas 

no número médio de células do sistema leucocitário. Os dados apresentados estão de 

acordo com os de Oliveira et al. (2009), que aplicaram óleo de cravo na água de 

transporte de O. niloticus, por Cooke et al. (2004), Inoue et al. (2005), Iversen & 

Eliassen (2009) que utilizaram o produto para anestesiar diferentes espécies de peixes 

dulcícolas. 

As concentrações de 5 e 10 mg L-1 de eugenol podem ser utilizadas para o 

transporte de tilápias sem causarem alterações nos parâmetros hematológicos. Esses 

dados corroboram com os apresentados por Iversen et al. (2003) e Cooke et al. (2004). 
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O comitê da FAO / WHO (Expert Committee on Food Additives, dos EUA) 

prescreve como ingestão diária aceitável (IDA) de 2,5 mg kg-1 de eugenol, de peso 

corporal. Neste trabalho, os peixes que obtiveram as maiores concentrações do 

anestésico, após 24 horas de depuração anestésica, foram aqueles transportados a 5 mg 

L-1 , com 23,59±0,12 µg g-1 de eugenol no tecido muscular. 

Dado que o limite aceitável de consumo de eugenol por seres humanos é de 2,5 

mg kg-1 por peso corporal, pessoas em uma faixa de peso de 70 kg podem ingerir, com 

segurança, 175 mg de eugenol. Por conseguinte, uma pessoa que pesa 70 kg teria que 

consumir mais de 7 kg de juvenis de O. niloticus, na maior concentração, para 

ultrapassar o limite aceitação de eugenol, determinada pela WHO (2006).  

Apesar de não ocorrer eliminação das concentrações de eugenol no tecido 

muscular de tilápias, O. niloticus, as concentrações determinadas nos tempos de 

depuração anestésica não apresentam risco para o consumidor se estes se alimentarem 

de até 7 kg de filé de pescado por dia. 

 

Conclusão 

Os valores de concentrações de 5 e 10 mg L-1 de eugenol foram consideradas 

ideais para o transporte de tilápias, visto que, não ocorreram alterações nos parâmetros 

hematológicos dos peixes testados. O período de 24 horas de depuração não foi 

suficiente para eliminar o eugenol das amostras de plasma sanguíneo, fígado e músculo 

de tilápias, O. niloticus,.  
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5. Conclusões gerais 

Pode-se concluir que, para tilápias do Nilo, O. niloticus: 

◘ Os valores de concentrações testadas foram capazes de induzir os peixes aos 

estágios de anestesia e apresentaram relação inversa entre os tempos de indução e o 

aumento das concentrações. A concentração ideal de eugenol, considerada mínima 

necessária para produzir anestesia profunda, foi de 100 mg L-1; 

◘ O método estudado e validado para determinação de eugenol, por 

cromatografia em fase gasosa com detector de ionização de chama, utilizando a análise 

do headspace das amostras de tilápia, mostrou ser prático, rápido e eficiente, podendo 

ser aplicado ao estudo de resíduos de eugenol, empregado como anestésico, no plasma 

sanguíneo, fígado e músculo; 

◘ A concentração de 100 mg L-1 do anestésico eugenol não interferiu nos 

parâmetros hematológicos. Avaliando-se a eliminação do resíduo anestésico, por 

cromatografia gasosa, após 24 horas de depuração anestésica, não ocorreram eliminação 

total do fármaco nas amostras testadas (plasma sanguíneo, fígado e músculo). 

◘ As concentrações 5 e 10 mg L-1 de eugenol testadas para o transporte 

anestésico não alteraram os parâmetros hematológicos dos peixes testados, sendo 

consideradas ideais para o transporte de exemplares de tilápia. 

◘ Nas concentrações anestésicas aplicadas (5 e 10 mg L-1 de eugenol), o período 

de 24 horas de depuração anestésica não foi suficiente para a eliminação total do 

eugenol das amostras de exemplares de tilápia.  
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