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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a quantificacdo residual dos anestésicos 6leo
de cravo, benzocaina e tricaina em filés de duas espécies de peixes, uma espécie
de couro, cachadia (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus), e
uma espécie de escama, tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) utilizando
extracdo solido-liquido (SLE) e em fase sdlida (SPE), seguidas de analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD). Foram avaliadas anestesias em 5 concentracfes, definidas a
partir do tempo de inducéo para cada espécie e 4 tempos de depuragéo (0 h, 12
h, 24 h e 48 h) em 4 repeticdes. A variancia das médias residuais entre
anestésicos, concentragdes e espécies de peixes foi comparada. Apos a anestesia
(0 h), as espécies, tilapia e cachadia, apresentaram residuos de benzocaina de
1,46 pggte 2,6 g g, tricaina 0,397 pg g e 2,17 pg g™ e eugenol 0,514 pg g*
e 0,987 pg g™, respectivamente. Peixes que foram depurados por 12 h, 24 h e 48
h apresentaram valores abaixo dos limites de deteccdo e quantificacdo. A
benzocaina apresentou maior concentracdo residual média para tilapia e a
cachadia (P<0,01) em funcéo de sua baixa solubilidade. A tricaina demonstrou
menor quantidade média residual para tilapia e o eugenol para a cachadia. Entre
as 5 concentracgOes aplicadas ndo houve diferenga significativa (P>0,01), com
excecdo da menor concentracdo de tricaina em tilapia, a qual resultou em maior
concentragdo residual. Por fim, os valores médios de residuos em a cachadia
foram maiores que na tilapia. Assim, quanto a analise residual, a tricaina e 0
eugenol sdo o0s anestésicos mais indicados para tildpias e cachadia,
respectivamente.

Palavras-chave: Anestésicos. Analise residual. Extracdo em fase solida. Filés de
peixe.



ABSTRACT

In this work the residual quantification of the anesthetics clove oil,
benzocaine and tricaine was performed for fillets of two species of fish, one
leather species, “cachadia” (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius
marmoratus), and other scale species, Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
through solid-liquid extraction (SLE) and in solid phase (SPE), followed by
analysis in high performance liquid chromatography with diode arrays detector
(HPLC — DAD). Anesthesia was evaluated in five different contents defined
according to the induction time for each species and four depuration times (0 h,
12 h, 24 h and 48 h) in four repetitions. The variance of residual means among
anesthetics, contents and fish species was compared. After anesthesia (0 h), the
species presented residues of benzocaine corresponding to 1.46 ug g-1 and 2.6
Mg g-1, tricaine 0.397 pg g-1 and 2.17 pg g-1 and eugenol 0.514 pg g-1 and
0.987 ug g-1, respectively. Fishes depurated during 12 h, 24 h and 48 h
presented values below detection and quantification limits. Benzocaine
presented the highest residual mean contents for tilapia and “cachadia” (p<0.01)
in function of its low solubility. Tricaine presented lower residual means for
tilapia and eugenol for “cachadia”. There was no difference among the five
applied contents (p>0.01), except for the lowest content of tricaine in tilapia,
which resulted in higher residual contents. Lastly, mean values of residues in
“cachadia” were higher than tilapia. Thereby, regarding the residual analysis,
tricaine and eugenol are the most indicated anesthetics for tilapia and
“cachadia”, respectively.

Keywords: Anesthetics. Residual analysis. Solid phase extraction. Fish fillets
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1 INTRODUCAO

Os alimentos ndo devem representar riscos a salde mediante sua
exposi¢do em qualquer quantidade. A alta necessidade de disponibilidade aliada
ao desenvolvimento sustentavel tem tornado o uso de agentes bioldgicos, fisicos
e quimicos fatores importantes quanto a inocuidade e seguranca durante toda a
cadeia de producéo do alimento.

Os agentes quimicos empregados na cadeia produtiva dos alimentos
como, por exemplo, fertilizantes e medicamentos veterinarios, podem expor o
alimento a uma contaminacdo tornando necessaria sua aplicacdo de maneira
segura e eficiente, garantindo a qualidade e seguranca do produto final.

O processo de producdo na aquicultura é compreendido por operagcdes
como transporte, medicagdo e vacinagdo e marcacdo de matrizes. Esses
procedimentos provocam reagdes adversas aos animais e por esse motivo tem
crescido nos ultimos anos o uso de anestésicos para reduzir o estresse, facilitar o
manuseio e permitir pequenas intervencgdes cirurgicas.

Os anestésicos mais comuns utilizados na aquicultura sdo a tricaina,
benzocaina, isoeugenol, metomidato, 2-fenoxietanol e quinaldina. Um
anestésico pode ser considerado ideal quando possui tempo de inducdo a
anestesia de aproximadamente 3 minutos e 5 minutos de recuperacdo. Esses
parametros sdo definidos por estudos da eficiéncia destes compostos em
diferentes métodos de aplicacdo, bem como a determinacéo de possiveis tragos
residuais na composicao do pescado. Assim é possivel definir margens seguras
para seu consumo conhecendo o0 tempo necessario para a eliminagcdo destes
anestésicos pelos peixes.

Apesar de sua utilizacdo ja estar bem disseminada entre os produtores, 0
Brasil ainda ndo possui protocolos bem caracterizados para utilizacdo de

anestésicos nas espécies aqui cultivadas e ainda sdo necessarias informacdes
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acerca da eficiéncia dos anestésicos disponiveis no mercado nacional, bem como
a analise residual destes compostos nos peixes aqui cultivados.

Na aquicultura brasileira, a tilapia possui unidades produtivas
distribuidas em quase todo territério nacional, sendo a espécie mais produzida
do setor aquicola. Outras espécies de destaque sdo os hibridos, produzidos por
cruzamentos de espécies, como por exemplo, a cachadia (cruzamento de cachara
com jundid) e o surubim (cruzamento entre pintado e cachara), estes peixes
diferem-se da tilapia por ndo apresentarem escamas, sendo as espécies com pele
de couro mais cultivadas no pais, principalmente na regido centro-oeste.

O Brasil ocupa a 17° posicdo mundial na producdo de pescado, um
aumento de 13,7% entre 2008 e 2009 e de 40% do setor aquicola no mesmo
periodo, reforcando a necessidade da qualidade e seguranca do pescado
produzido no pais (MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA, 2010;
2012).

No Brasil, o Plano Nacional de Controle de Residuos Bioldgicos
(PNCRB) regulamenta o monitoramento em carnes (bovina, aves, suina e
equina), leite, pescado, mel, ovos e avestruz. A Instrugdo Normativa n°11 (IN11)
de 22 de maio de 2012 definiu limites de contaminantes inorganicos,
antimicrobianos, pesticidas, organoclorados, bifenilospoliclorados (PCB’s) e
corantes em pescado, no entanto ainda sdo necessarios estudos e pesquisas
envolvendo o uso de anestésicos no manejo aquicola para que sejam definidos
protocolos de aplicacdo e periodos de depuragdo de peixes submetidos a
anestesia.

Paises como os EUA, Canadd e Reino Unido regulamentaram um
periodo de depuracdo de 21 dias, antes de serem liberadas para o consumo
algumas espécies de peixes anestesiadas com tricaina. Na Noruega este periodo

de depuracdo vale tanto para tricaina quanto para a benzocaina.
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Coreia do Sul, Nova Zelandia, Australia, Costa Rica e Chile possuem
regulamentacdo quanto ao uso de AQUI-S® (anestésicos contendo o principio
ativo isoeugenol). Nesses paises ndo é necessario periodo de depuracdo desde
gue sejam respeitados os parametros indicados pelos fabricantes.

Neste contexto, objetivou-se com este trabalho determinar os
anestésicos residuais benzocaina, tricaina e 6leo de cravo (eugenol) em duas
espécies de peixes, cachadia (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius
marmoratus) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), submetidas a anestesia
em diferentes concentracdes e tempos depuracdo, utilizando metodologias para

extracdo e quantificacdo via cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Seguranca alimentar

A oferta de alimentos de forma globalizada, e a evolugdo da
complexidade da cadeia alimentar, tem chamado atencdo das autoridades quanto
a seguranca alimentar. A satde publica em sua concepcao pode ser influenciada
por doencas transmitidas por alimentos trazendo ameacas a seguranca alimentar,
uma vez que constituem uma fonte difusa potencial de contaminagdo (FAO,
2013).

Agentes bioldgicos, fisicos e quimicos representam fatores importantes
quanto a inocuidade e seguranca durante toda a cadeia de producdo do alimento,
desde a matéria prima ao produto final na mesa do consumidor (SPISSO;
NOBREGA; MARQUES, 2009).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS ou WHO-World Health
Organization) tem como missdo ajudar os paises que a compde a adequarem
seus programas de seguranga dos alimentos, tornando o processo de producéo
seguro até o consumo final. No ano de 2010 foi aprovada uma resolucéo pela
Assembleia Mundial da Salde, direcionando estratégias globais da OMS para a
Segurancga Alimentar (WHO, 2013).

O uso de fertilizantes em plantas, bem como a utilizacdo de
medicamentos veterinarios, por exemplo, podem expor o alimento a uma
contaminacdo. Os agentes quimicos sdo largamente empregados na cadeia
produtiva dos alimentos, desde sua aplicagdo nas plantas e animais até o
processamento do produto final. Assim, a aplicagdo desses agentes quimicos
deve ser feita de maneira segura e eficiente, garantindo a qualidade do produto
final (SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009).
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No Brasil, o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) possui normas e regulamentos que funcionam como mecanismos de
seguranca e qualidade para os alimentos de origem animal, as quais sdo
aplicadas por meio de ac¢des de fiscalizacdo, investigacdo e auditorias (MAPA,
2013a).

Em 26 de junho de 2009 a Lei n°® 11.958 criou o Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA), por meio da qual as responsabilidades legais na area de
sanidade pesqueira e aquicola foram transferidas do MAPA para o MPA (MPA,
2012).

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC)
regulamenta o monitoramento em carnes (bovina, aves, suina e equina), leite,
pescado, mel, ovos e avestruz. A Instrucdo Normativa n°11 (IN11) de 22 de
maio de 2012 definiu limites de contaminantes inorganicos, antimicrobianos,
pesticidas, organoclorados, bifenilospoliclorados (PCB’s) e corantes em
pescado, no entanto ainda sdo necessarios estudos e pesquisas envolvendo 0 uso
de anestésicos no manejo aquicola para que sejam definidos protocolos de
aplicacdo e periodos de depuracdo de peixes submetidos a anestesia.

O carimbo do Servico de Inspecdo Federal (SIF) atesta a qualidade
sanitaria, tecnologica e a adequacdo quanto a legislacdo vigente de produtos de
origem animal, desde o ano de 1915, quando foi criado. Atualmente esta
presente em mais de 180 paises, tornando o Brasil um dos grandes exportadores
de alimentos de origem animal do mundo (MAPA, 2013b).

A contribuicdo entre diferentes setores é crucial para a protecdo da
salde humana, além disso, o papel de destaque do Brasil na producdo de
alimentos de origem animal torna necessario o controle de diversos parametros
quanto a seguranca alimentar, garantindo a qualidade do nosso produto frente

aos demais paises.
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2.2 Manejo aquicola

A producdo mundial de pescado atingiu 146 milhGes de toneladas em
2009, sendo 43% (60,5 milhdes) provenientes da China e apenas 0,86% do
Brasil, que ocupa a 172 posicdo mundial de producdo de pescado. O Brasil
produziu no ano de 2010 1.264.765 toneladas, sendo 479.399 (37,9%)
provenientes da producdo aquicola nacional dividida entre aquicultura marinha e
continental, aumento de 2% no total e 15,3% no setor aquicola em relacdo ao
ano de 2009. A pesca extrativa marinha continua como principal modalidade de
producdo de pescado no Brasil (MPA, 2010).

A distribuicdo das unidades produtivas da aquicultura no territério

brasileiro pode ser visualizada na Figura 1.
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Figura 1 Distribuicdo das unidades produtivas de pescado na aquicultura no Brasil
Fonte: Cartilha do Pescador e Aquicultor (MPA, 2013)

A tilapia é a espécie com maior distribuicdo de unidades produtivas
compreendida em quase todo territério nacional. Em sequéncia destaca-se a
produgdo de tambaqui, camardo marinho, surubim/pintado e carpas. Assim, a
aquicultura permite a disponibilidade de pescado em regiGes onde a pesca
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extrativa é inviavel (MPA, 2013). Os hibridos surubim/pintado, cachadia,
hibrido de cachara e jundia, sdo da ordem Siluriformes, 0s peixes desta ordem
ndo apresentam escamas pelo corpo, sendo revestidos apenas de pele espessa,
popularmente chamados peixes de couro, tém apresentado destaque no mercado
pelo sabor do filé e elevada produtividade.

A aquicultura difere-se da pesca extrativa, pois é definida como o
cultivo de animais aquaticos como peixes, moluscos, crustaceos ou qualquer
animal que tenha alguma fase de seu desenvolvimento na agua, ja a pesca
extrativa realiza extracBes controladas de pescado sem, no entanto, realizar
operac0es sistematicas de manejo (MAPA, 2009).

Segundo Vera et al. (2010) durante o processo de producdo de pescado,
0s animais estdo sujeitos a diversas fontes de stress e contaminagdo por agentes
quimicos (antibioticos, desinfetantes, vacinas e anestésicos).

OperacOes de manejo e transporte, marcacdo de matrizes, aplicacdo de
horménios e vacinas, além de coleta de sangue e de tecidos para analise,
imprimem intenso desgaste aos animais (METTAM et al., 2011; SNEDDON,
2009) e neste contexto compostos anestésicos ou analgésicos tém sido
empregados para tentar amenizar o efeito negativo destas praticas (ACERETE et
al., 2004; FRISCH; ANDERSON, 2000; MYLONAS et al., 2005; RUANE;
CARBALLO; KOMEN, 2002; ROSS; ROSS, 2008).

Sneddon (2009; 2012) relata que a relacdo entre parametros
neurobioldgicos e de comportamento sugerem que 0S peixes, assim como 0s
seres humanos, sentem dor. Embora ndo possam comunicar seus sentimentos e
apresentarem estrutura neurolégica diferente, foram desenvolvidos critérios de
avaliacdo e indicadores especificos e de facil identificacdo para o sentimento de

dor.
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Um agente quimico deve ser selecionado para aplicagdo considerando
fatores como a sua disponibilidade no mercado, viabilidade, objetivo, facilidade
e seguranca do uso (CHO; HEAT, 2000; SOTO; BURHANUDDIN, 1995).

Os farmacos na aquicultura sdo administrados geralmente via ingestao
(alimento), injecéo (aplicacdo direta) ou imersdo (solugbes). Com excecdes das
aplicacbes diretas intramusculares e intraperitoneais, outros meétodos de
aplicacdo como o de imersdo podem nao ser tdo eficientes, devido a absor¢do
incompleta por problemas de solubilidade dos farmacos, o que prejudica o
objetivo final (SUN et al., 2010).

O primeiro relato do uso de anestésicos em peixe foi a mais de 40 anos,
deste entdo foram desenvolvidos diversos agentes quimicos e diferentes
procedimentos para a insensibilizacdo de peixes (HOSKONEN; PIRHONEN,
2004).

Atualmente os anestésicos mais utilizados na aquicultura sdo: tricaina,
benzocaina, 6leo de cravo, ou formulagfes contendo seu ingrediente ativo, o
isoeugenol, mentol, quinaldina e metomidato (CCAC, 2011; FDA, 2011,
KIESSLING et al., 2009; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).

A combinacdo de diferentes anestésicos e analgésicos tem sido
encorajada ultimamente, como forma de diminuir efeitos toxicos (HUANG et
al., 2010; METTAM et al., 2011; ZAHL, et al., 2009).

2.3 Cachadia e Tilapia

Na aquicultura a busca por hibridos por meio do cruzamento de espécies
tem aumentado os indices zootécnicos, a produtividade e a facilidade no manejo
de espécies. O surubim, cruzamento de pintado e cachara (& Pseudoplatystoma
corruscans x & Pseudoplatystoma fasciatum), vém ganhando espaco na

aquicultura nacional devido a sua taxa de sobrevivéncia e ganho de peso
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(BIGNOTTO et al., 2009), assim como o cachadia (Figura 2) é um hibrido da
fémea do cachara com o macho do jundia do norte ou amazonico (&

Pseudoplatystoma reticulatum x ¢ Leiarius marmoratus) (FARIA et al., 2011).

Figura 2 Cachadia (9 Pseudoplatystoma reticulatum x & Leiarius marmoratus)

Ambas as espécies deste hibrido sdo animais da ordem Siluriforme e da
familia Pimelodidae, porém de géneros diferentes e apresentam caracteristicas
como a auséncia de escamas e pele espessa, sendo 0s animais deste género
popularmente denominados de “peixes de couro”, além de possuirem pequena
incompatibilidade genética e semelhanca numérica e morfolégica dos
cromossomos (BRITSKI; SILIMON; KEVE, 1999).

O hibrido cachadia surgiu devido a producao de juvenis de cachara ser
dificultada nas fases iniciais durante a alimentacdo dos seus juvenis. O
cruzamento produziu juvenis mais vorazes que os de cachara puro e os hibridos
intragénero, reduzindo também o problema com canibalismo (CAMPOS, 2010).

Faria et al. (2011) em estudos sobre a producdo deste hibrido em
sistemas de recirculacdo, o cachadia atingiu, em média, 1,1 kg de peso vivo em
sete meses de cultivo em sistema de recirculagdo de agua, confirmando seu alto

potencial para a aquicultura, além de apresentarem alta taxa de sobrevivéncia.
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Poucos estudos envolvendo esta espécie sao encontrados na literatura,
visto que se trata de um hibrido recente, sendo necessario, portanto, mais
estudos que envolvam diversos procedimentos desde 0s processos de produgédo
até o processamento do produto final. O desenvolvimento da producdo nacional
de novos hibridos requer um sistema de producdo economicamente mais
rentavel, quando comparada a outras espécies produzidas, além de normas de
manejo e processamento do pescado que contribuam para a seguranca e
qualidade do produto final (OKAMURA, 2009).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Figura 3) pertence & familia
Cichlidae, originaria derios africanos, Jordania e Palestina. Embora seja apta a
viver e reproduzir em ambiente marinho (HILSDORF, 1995).

A primeira espécie chegou ao Brasil em 1952, mas a produgdo aquicola
s6 foi introduzida no Brasil pelo Departamento Nacional de Obras contra as
Secas (DENOCS), no Cearad em 1971 (SEBRAE, 2008).

Figura 3 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A producdo de tilapia corresponde a 13% de todo o pescado produzido
no Brasil, totalizando 165.061 toneladas das quais 94% sdo provenientes da
aquicultura, colocando a tilapia como a espécie de peixe mais produzida no pais
(MPA, 2010).
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A qualidade do filé de tilapia faz com que sua producdo aumente
sucessivamente a cada ano. Entre 2008 e 2010 a producdo de tilapia em
aquicultura aumentou em cerca de 40%, indicando um mercado promissor.

As tilapias possuem hébitos lentos e sdo resistentes a enfermidades,
podem tolerar concentracdes de oxigénio dissolvido inferiores a 1,0 mgL™.
Apresentam melhor desempenho produtivo quando sdo mantidas em entre 26 °C
e 28 °C (CASTAGNOLLLI, 1992).

2.4 Anestésicos

Os agentes quimicos denominados compostos anestésicos sao aqueles
que provocam primeiro uma sedacéo primaria e em seguida perda progressiva da
mobilidade, do equilibrio e consciéncia e finalmente o blogueio das a¢des de
reflexo em funcdo do aumento de sua concentracdo ou tempo de exposi¢ao
(WEBER et al., 2009; 2011).

A anestesia consiste em diminuir a niveis seguros fungdes bioldgicas
especificas como a dor (anestesia local) e a consciéncia, ou seja, um sono
artificial e relaxamento muscular (anestesia geral). Os primeiros relatos de
anestésicos aconteceram no século X111 com a descoberta do éter, por Raimundo
Lulio (MASSONE, 2008).

Os anestésicos locais (AL) sdo os mais utilizados devido seu réapido
tempo de acéo, baixas taxas de reagéo alérgica e facil metabolizagdo. No entanto
¢ preciso conhecer sua farmacocinética e farmacodinamica, a fim de se
estabelecerem parametros seguros de aplicacdo baseados no seu mecanismo,
tempo de acéo e eliminacao do organismo (KIESSLING et al., 2009).

A estrutura quimica basica de um AL é composta de uma funcdo
aromatica ou aliciclica, uma cadeia intermediaria de éster (Figura 4a) (derivados
do é&cido p-aminobenzénico, por exemplo) ou amida (Figura 4b) e um
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grupamento amina secundario ou terciario (ARAUJO; DE PAULA; FRACETO,
2008).

g Ri——HN

O——CH,R,
R, O
N\
NH
CHs

Figura 4 Estrutura quimica de anestésico local derivado de um éster (a) e amida (b) onde
R; e R, séo cadeias alifaticas quaisquer.

A presenca de um grupamento amina em R; e/ou R, é responsavel por
seu carater anfifilico, ou seja, mantém-se em equilibrio na forma carregada ou
neutraem funcdo do pH do meio, tornando o composto ibnico ou apolar e
definindo assim a sua solubilidade.

Uma das hipoteses do mecanismo de agdo anestésica dos AL esta
relacionada ao bloqueio dos canais de sddio nas células nervosas, além de sua
distribuicdo em outras areas da membrana celular em virtude de sua estrutura
quimica anfifilica. Ao bloquear os canais de sddio e potassio 0s anestésicos
locais impedem o fluxo do impulso nervoso (ARAUJO; DE PAULA;
FRACETO, 2008).
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O impedimento do impulso nervoso faz com que o cérebro nédo
reconheca as informagfes contidas naquele impulso. Muitas pesquisas Sao
realizadas para esclarecer as etapas de acdo, dosagem correta e tempo de
eliminacdo de anestésicos aplicados tanto na medicina humana quanto
veterinaria, definindo assim margens seguras para a aplicacao destes compostos.

Segundo Keene et al. (1998), Stehly e Gingerich (1999) e Vera et al.
(2010) um anestésico pode ser considerado ideal quando reune algumas
caracteristicas como:

e atuacdo rapida (em torno de 3 minutos);

e curto tempo de recuperacéo (por volta de 5 minutos);

o facilidade na aplicacéo;

e baixo risco para 0s animais e para 0 ser humano;

¢ dosagens utilizadas e contidas em uma larga margem de seguranca;

e ndo deve deixar efeitos persistentes na fisiologia dos peixes e em seu
comportamento quando utilizado de forma continua;

e deve ser rapidamente metabolizado ou excretado, minimizando ou
eliminando residuos do organismo;

e acdo do sedativo deve ser passageira, ndo deve persistir no metabolismo

dos peixes.

2.4.1 Benzocaina e tricaina

A benzocaina (4-aminobenzoato de etila; 165,19 g mol™) e a tricaina
(metanosulfonato 3-aminobenzoato de etila, MS-222; 261,29 g mol™) sdo ésteres
derivados do &cido p-aminobenzéico.

O carater apolar (lipofilico) dos ésteres aminobenzoato de etila podem

provocar acumulo nos tecidos dos peixes destinados ao consumo humano. A
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benzocaina € um AL insollvel o que motivou a sintese de derivados do acido p-
aminobenzoico como a tricaina (Figura 5).

Enquanto a BZ é largamente utilizada no mundo como AL na medicina
veterinaria € humana (STEHLY et al., 2000), a TR é aprovada pela Food and
Drug Administration (FDA) nos EUA para uso na aquicultura, porém, apenas
em peixes das familias: Ictaluridae, Salmonidae, Esocidae e Percidae (FDA,
2011).

i I

COCH,CHj5 COH COCH,CHj,
NH,.HSO3CH3

NH, NH,

(@) (b) (©

Figura 5 Estrutura quimica da benzocaina (a), acido p-aminobenzoico (b) e tricaina (c)

Embora tenha sido aprovada pela FDA (FDA, 2012) em 21 de
novembro de 1997, estudos realizados por Davis et al. (2008) comprovaram a
toxicidade da tricaina quando aplicada em baixa alcalinidade, provocando danos
na pele e corneas dos peixes, sendo necessaria a utilizagdo de um tampéo.

Esses resultados sdo condizentes aos obtidos por Ohr (1976), Bernstein,
Digre e Creel (1997) e Velisek et al. (2011). No entanto, em um trabalho
realizado por Barreto et al. (2007) foi verificado que a tricaina ndo provoca
danos primarios ao DNA, tornando o anestésico seguro do ponto de vista

genotadxico.
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A benzocaina é de facil acesso e baixo custo, e também satisfaz a
maioria das caracteristicas desejadas em um agente quimico ideal (FACANHA;
GOMES, 2005). Possui resposta de acdo para a maioria das espécies e possui
uma ampla margem de seguranca, tanto para os peixes quanto para 0os humanos
durante sua aplicacdo (BURKA et al., 1997).

Devido a sua insolubilidade, a benzocaina apresenta um acimulo maior
em peixes de agua fria quando comparado com peixes tropicais, pois apresentam
um metabolismo menos acelerado e uma propor¢do maior de gordura (WALSH,;
PEASE, 2002).

As propriedades quimicas da benzocaina e tricaina, bem como as
caracteristicas dos peixes e o clima onde sdo criados, tornam necessarios a
definicdo de parametros como tempo de recuperagdo e eliminacdo desses

agentes quimicos pelo organismo do animal tratado.

2.4.2 Oleo de cravo

O 6leo de cravo (OC), também presente no louro e canela, € extraido
principalmente dos botbes das flores, hastes, folhas e brotos da &rvore cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) uma espécie de arvore da familia Myrtaceae, de
origem asiatica (CHAIEB et al, 2007; PALIC et al., 2006; SOTO;
BURHANUDDIN, 1995).

Comercialmente é obtido pela extracdo do botéo floral maduro, o qual
passa primeiramente por um processo de secagem (Figura 6) (OLIVEIRA;
OLIVEIRA; SACRAMENTO, 2007).
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Figura 6 Botdo maduro de cravo-da-india (a) e cravo-da-india comercial (b)

Constitui uma mistura de compostos, tendo como seu composto
majoritario (78-95%) o eugenol (2-met6xi-4-(2-propenil) fenol; 164,20 g mol™).
Além de outros constituintes, apresenta um isdmero, isoeugenol (2-metoxi-4-
propenilfenol; 164,20 g mol™) e em menor quantidade metileugenol (4-alil-1,2-
dimetoxibenzenol; 178,23 g mol™) (Figura 7) (MELTON, 2007).

CH,CHCH, CHCHCH, CH,CHCH,
OCH, OCH; OCH,
OH OH OCH,
(a) (b) (©)

Figura 7 Estrutura quimica do eugenol (a), isoeugenol (b) e metileugenol (c)

A FDA classifica o 6leo de cravo como “Generally Regarded As Safe”,
ou seja, geralmente conhecido como seguro, desde que sua concentragdo nos

alimentos n&o ultrapasse 1500 mg L. No entanto, embora apresente parecer
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seguro e limite para concentracdo em alimentos ainda ndo esta listado como
anestésico para peixes pela FDA, sendo permitido apenas a sua aplicagdo em
estudos cientificos (KILDEA; ALLAN; KEARNY, 2004).

O o6leo de cravo pode ser classificado, nas doses utilizadas para peixes,
como um anestésico seguro, de baixo custo, grande eficacia, ampla margem de
seguranca para o peixe e auséncia de toxicidade para o operador (KEENE et al.,
1998; PALIC et al., 2006).

Comercialmente é possivel obter o eugenol 100%, e em alguns paises ja
existem formulacdes comerciais contendo apenas isoeugenol (AQUI-S®) (FDA,
2011). A FAO recomenda limites para a ingestdo diaria de eugenol em 2,5 mg
kg™ (mg por kg de peso humano) (FAO, 2013).

Devido a grande disponibilidade e baixo custo, o dleo de cravo tem se
tornado objeto de estudo na aplicagdo como anestésico para peixes (SIMOES et
al., 2012). Além disso, o eugenol apresenta curto tempo de inducgdo a anestesia,
0 que diminui o tempo de exposi¢do ao anestésico, e alto tempo de recuperagdo
anestésica, ideais para procedimentos mais demorados, quando comparado com
a tricaina (KENNE et al., 1998).

2.5 Estudo da farmacocinética dos anestésicos

A farmacocinética dos anestésicos no metabolismo dos animais pode ser
fortemente influenciada por diversos fatores, como temperatura da &gua,
tamanho do animal, espécie, oxigénio disponivel, estado fisiol6gico e gordura
corporal (HANAWA et al., 1998; WOODY; NELSON; RAMSTAD, 2002).

A disponibilidade dos anestésicos muda conforme a regido e no Brasil a
obtencdo de alguns anestésicos pode se tornar inviavel, devido a sua producéo

escassa ou seu preco elevado. Nao existem leis que regulamentam o uso de
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anestésicos para peixes comerciais no Brasil. Desta forma, procura-se seguir as
recomendacdes de paises com regulamentos ja definidos.

Paises como os EUA, Canada, Noruega e Reino Unido regulamentaram
0 uso de tricaina para algumas espécies de peixes e ja possuem produtos
comerciais. Nesses paises, 0s peixes destinados ao consumo humano que tenham
sido anestesiados com tricaina, necessitam passar por um periodo de depuragéo
de 21 dias antes de serem liberados para 0 consumo. A benzocaina possui
regulamentacdo idéntica a tricaina na Noruega (CARTER; WOODLEY;
BROWN, 2011; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).

Coreia do Sul, Nova Zelandia, Australia, Costa Rica e Chile ja possuem
regulamentacdo quanto ao uso de anestésicos contendo o principio ativo
isoeugenol (AQUI-S®). No entanto, nesses paises ndo é necessario periodo de
depuracdo desde que sejam respeitados os pardmetros indicados pelos
fabricantes (TUCKEY; FORGAN, 2012; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING,
2012).

O tempo gasto para que o peixe anestesiado se livre dos residuos de
anestésico depende de fatores como temperatura, espécie, teor de gordura entre
outros (BURKA et al., 1997). Além disso, existem mais de 30.000 espécies de
peixes conhecidas, que possuem habitats diversificados e assim estdo expostas a
propriedades especificas tais como: salinidade, temperatura, profundidade e
composicéo quimica da agua (ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).

Por esse motivo é necessario desenvolver estudos que possibilitem a
regulamentacdo dos anestésicos no Brasil e determinem a eficiéncia,
concentracdo, farmacocinética e pardmetros de inducdo a anestesia destes
compostos, além de avaliar sua persisténcia e o tempo de depuracdo nos tecidos

dos peixes, definindo margens seguras para seu consumo pos-manejo.
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2.6 Analise Residual

Existem diversos estudos que envolvem a farmacocinética e
farmacodinamica dos anestésicos. Em muitos deles sdo avaliados desde os
parametros de aplicacdo dos anestésicos, em funcdo da temperatura, tempo de
anestesia e recuperacdo, dosagem, periodo do dia, tamanho do peixe e, devido a
diferencas de metabolismo espécies de peixes variadas.

Além disso, outro estudo importante é a depuracdo e eliminacdo do
anestésico pelo organismo do peixe. Nesses estudos sdo quantificados residuos
de anestésicos em filés de peixes por meio de procedimentos (preparo das
amostras de peixes anestesiados para que possam ser quantificados residuos de
anestésicos) nos quais se busca maior rendimento de recuperacdo dos analitos de
interesse.

Os estudos sobre pardmetros farmacocinéticos e farmacodindmicos sdo
realizados desde a década de 60 (OHR, 1976). No entanto, foi a partir da década
de 90 que se iniciaram estudos com o intuito de definir tempo de meia vida de
anestésicos no organismo dos peixes, por meio de analises de plasma, tecidos e
visceras (HAYTON et al., 1996).

Trabalhos como o de Stehly, Meinertz e Gingerich (1998; 2000), Stehly
et al. (1995) e Meinertz et al. (1999) visaram incluir para lista de farmacos da
FDA, a benzocaina como potencial anestésico para peixes, nos quais ela
apresentava tempo de eliminag&o de 12 horas.

Kildea, Allan e Kearny (2004) avaliaram o acimulo e a depuracdo dos
anestésicos 6leo de cravo e AQUI-S® (isoeugenol) em filé comestivel de “silver
perch” (Bidyanys Bidyanus). Este trabalho foi realizado na Australia, onde
apenas 0 AQUI-S® havia sido liberado. A extracdo dos anestésicos foi realizada
em um sistema Soxleht e célula de extragdo celulose por 8 horas. Em seguida as
amostras concentradas por meio de destilagdo e quantificadas em GC/MS
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utilizando uma coluna capilar de HP-35 (29 m x 0,25 mm i.d.; 0,25 um), gas de
arraste He e padrdo interno 2,4,6-trimetilpiridina. Os peixes “silver perch”
apresentaram capacidade de depuragdo em sua carne a temperatura mais alta,
atingindo concentracdes de anestésicos em um patamar abaixo do limite de
quantificacio de 0,5 pg ml™ap6s 48 h de recuperacio.

O isoeugenol também foi alvo de pesquisa de Meinertz et al. (2006).
Neste trabalho os autores comparam a aplicacdo do 6leo de cravo natural e o
AQUI-S® em diferentes temperaturas, duracdo e concentracio de anestésico
aplicado aos peixes utilizando a técnica de HPLC. As analises foram realizadas
utilizando uma coluna C18 (250 x 4,6 mm i.d.; 4um) (Phenomenex Sinergy
Max-RP) temperatura de 50 °C, fase mdvel acetonitrila:agua (50:50 v/v) com
vazdo de 1,5 mL min™, o detector UV-Vis em 261 nm. As amostras foram
trituradas homogeneizadas utilizando gelo seco e submetidas a 4 extragOes
seguidas com acetonitrila em agitador wrist-action. Em seguida os extratos
foram agrupados e concentrados por destilacdo até que seu volume tenha
reduzido até 5 mL. Antes de ser analisado por HPLC foi adicionado agua e o
isoeugenol foi isolado via extracdo em fase solida. O procedimento de
amostragem obteve uma média de recuperacdo de 97,1% do anestésico nas
amostras de peixe e limites de deteccdo e quantificagio de 0,03 e 0,09 pg g,
respectivamente.

Com o intuito de caracterizar o perfil dos residuos totais de isoeugenol,
Meinertz e Schreier (2009) avaliaram a depuragdo de trutas expostas ao
isoeugenol com marcadores radioativo *C. Os analitos foram quantificados via
detector de UV-Vis e logo em seguida sua atividade radioativa foi monitorada
por 20 minutos ou até que sua radioatividade tenha atingido patamares abaixo de
2%. As condicbes cromatograficas e o preparo da amostra foram 0s mesmos

propostos por Meinertz et al. (2006). Neste método a recuperagdo dos analitos
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girou em torno de 88-92,5% com limites de deteccdo de 0,007 pg g* e
quantificacio de 0,02 pg g™.

Os anestésicos isoeugenol, benzocaina e tricaina foram analisados por
Kiessling et al. (2009) em amostras de salm&o. A partir da constru¢cdo de um
modelo matematico foi possivel avaliar o tempo de meia vida dos anestésicos no
corpo do peixe e propor taxas de eliminacdo de 8 minutos destes compostos no
organismo do peixe, que variaram em funcdo da solubilidade do anestésico. As
condicOes cromatograficas para analise do isoeugenol sdo as mesmas descritas
por Meinertz et al. (2006; 2009), com excecdo da fase mdvel isocratica que
utiliza metanol. Para a benzocaina e tricaina, o método de analise foi realizado
de acordo com Stehly et al. (2000).

Meinertz et al. (1999) e Stehly, Meinertz e Gingerich (1998; 2000)
desenvolveram métodos para determinar benzocaina e N-acetilbenzocaina no
tecido de filé de truta. O método envolve a homogeneizacdo da amostra em filé
com carbonato de sddio e sulfato de so6dio, os quais sdo macerados até a
formacdo de um pé homogéneo. A extracdo dos analitos foi realizada com
acetonitrila em uma coluna de vidro. Os extratos foram concentrados por meio
de destilacdo em rotoevaporador e hexano foi adicionado para remover gorduras
e extrair os analitos para a fase organica. Em seguida adicionou-se agua e
realizou-se 0 processo de pré-concentracdo utilizando a técnica de extracdo em
fase solida. As concentragBes dos analitos foram determinadas utilizando
sistemas e configuragdes cromatograficas similares as condigdes ja descritas. A
recuperacdo dos analitos durante o processo de amostragem foi de 95-98% e 0s
limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,006 e 0,022 pg g
'respectivamente.

Scherpenisse e Bergwerff (2007) determinaram residuos de tricaina em
peixe usando cromatografia liquida acoplada a um espectrometro de massas
(LC/MS). Os residuos foram extraidos utilizando ultrassom e uma mistura de
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solugcdo tampao/metanol. Uma aliquota da amostra foi fortificada com padrédo
interno (benzocaina) e ap6s 15 min colocada em 5 mL de solucdo
tampao:metanol (50:50 v/v) e levada a um agitador. Apos ser centrifugado, o
sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador e ao precipitado novamente
adicionado solucdo tampdo repetindo o processo. Apds essas duas extracdes 0s
dois sobrenadantes foram misturados a 15 mL de solucéo tampéo, filtrados e
submetidos a extracdo em fase solida. Apds a extracdo a amostra foi fortificada
com benzocaina e analisada em um sistema HPLC. As condigdes
cromatograficas foram: coluna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm),
fase movel metanol:agua:acido acético (65:35:1 v/viv) e fluxo de 0,6 mL min™,
As recuperacOes de tricaina foram de 68% para a tilapia, 95% para o salmao
e 92% para a truta. Os limites de detecgdo calculados foram de 0,5, 0,6 e
0,6 ng kg™ em truta, salméo e tilapia, respectivamente. N&o foram encontrados

0s anestésicos nos peixes analisados.
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3 CONCLUSAO

A seguranca alimentar do pescado produzido no Brasil necessita ser
introduzida no Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes —
PNCRC. Este plano contempla leis e regulamentacGes quanto a residuos de
agentes quimicos utilizados no processamento de varios alimentos. Em pescado
ja contemplam contaminantes inorganicos, antimicrobianos, pesticidas,
organoclorados, bifenilospoliclorados (PCB’s) e corantes. Assim, quanto ao uso
de anestésicos é necessario desenvolver estudos nas espécies de peixes de maior
producdo e diversidade produzidos na aquicultura submetidos a compostos
anestésicos durante seu manejo.

O uso de anestésicos na aquicultura é importante, uma vez que reduz o
stress do animal associado ao seu manejo, transporte e produgdo. No entanto, é
preciso definir margens seguras, desde o procedimento de aplicagdo destes
compostos até o periodo de depuracdo dos animais pOs-manejo, garantindo
assim que os animais metabolizem os agentes quimicos aplicados.

A analise residual de compostos anestésicos em peixes, principalmente
na tilapia e cachadia, peixes de maior produtividade e potencial na piscicultura, é
uma ferramenta importante para a definicdo de protocolos que envolvam desde
os parametros de aplicacdo de anestésicos em peixes até o periodo de depuracéo
antes do abate e processamento do pescado, melhorando a qualidade do produto

final.
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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a quantificacdo residual dos anestésicos 6leo
de cravo (eugenol, isoeugenol e metileugenol), benzocaina e tricaina em filés de
duas espécies de peixes tilapiado Nilo (Oreochromis niloticus) e cachadia
(Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus). Foram avaliadas
anestesias em 5 concentracdes, definidas a partir do tempo de indugédo para cada
espécie e 4 tempos de depuracdo (0 h, 12 h, 24 h e 48 h) em 4 repeticGes.
Diferentes metodologias foram testadas e selecionadas, de acordo com a melhor
recuperacdo, a quantificagdo residual dos anestésicos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD). A variancia das médias residuais entre anestésicos,
concentracdes e espécies de peixes foi comparada. ApoOs a anestesia (0 h), as
duas espécies, tilapia e cachadia, apresentaram residuos de benzocaina de 1,46
ug gte 2,6 ug gt tricaina 0,397 pg gt e 2,17 ug g* e eugenol 0,514 pg g e
0,987 g g™ respectivamente. Peixes que foram depurados por 12 h, 24 h e 48 h
ndo apresentaram valores detectaveis, ou seja, abaixo dos limites de deteccdo e
quantificacdo. A benzocaina foi 0 anestésico que apresentou maior concentracao
residual média para tilapia e cachadia (P<0,01), enquanto a tricaina demonstrou
menores quantidades residuais para tilapia e o eugenol para o cachadia, estes
fatos estdo associados a composi¢do da carcaca de cada espécie. Entre as 5
concentragcdes aplicadas ndo houve diferenca significativa (P>0,01), com
excecdo da menor concentracdo de tricaina em tilapia, o que aumentou o tempo
de inducdo, consequentemente o de permanéncia do peixe imerso em anestesia
resultando em maior concentragdo residual. Por fim, os valores médios de
residuos em cachadia foram maiores que na tilapia. Assim, quanto a analise
residual, a tricaina e o eugenol sdo 0s anestésicos mais indicados para tilapias e
cachadia respectivamente.

Palavras-chave: Anestésicos. Analise residual. Filé de tilapia. Filé de cachadia.
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1 INTRODUCAO

Na aquicultura operagdes de manejo e transporte, marcagdo de matrizes,
aplicacdo de horménios e vacinas imprimem intenso desgaste aos animais
(FRISCH; ANDERSON, 2000; ROSS; ROSS, 2008) e neste contexto compostos
anestésicos ou analgésicos tém sido empregados para tentar amenizar o efeito
negativo destas praticas (ACERETE et al., 2004; METTAM et al., 2011;
MYLONAS et al., 2005; RUANE; CARBALLO; KOMEN, 2002; SNEDDON,
2009).

Atualmente os anestésicos mais utilizados na aquicultura sdo: tricaina,
benzocaina, 6leo de cravo, ou formulagdes contendo seu ingrediente ativo, o
isoeugenol, mentol, quinaldina e metomidato (CCAC, 2011; FDA, 2011;
KIESSLING et al., 2009).

No Brasil, onde se destaca a produgdo de tilapia e peixes de “couro”
como o pintado, cachara, jundia e hibridos dessas espécies, estes anestésicos
ainda ndo se encontram listados no Plano Nacional de Controle de Residuos
Bioldgicos (PNCRB) regulamenta o monitoramento em carnes (bovina, aves,
suina e equina), leite, pescado, mel, ovos e avestruz.

A Instrugdo Normativa n°11 (IN11) de 22 de maio de 2012 definiu
limites de contaminantes inorganicos, antimicrobianos, pesticidas,
organoclorados, bifenilospoliclorados (PCB’s) e corantes em pescado, bem
como parametros de validagdo de metodologias para anélise de contaminantes,
no entanto ainda sdo necessarios estudos e pesquisas envolvendo o uso de
anestésicos no manejo aquicola para que sejam definidos protocolos de
aplicacdo e periodos de depuracdo de peixes submetidos a anestesia, definindo
assim limites destes compostos, adicionando os anestésicos aos contaminantes
em pescado.
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Paises como os EUA, Canada, Noruega e Reino Unido regulamentaram
0 uso de tricaina para algumas espécies de peixes e ja possuem produtos
comerciais (Tricaine-S, Finquel®, MS-222). Nesses paises, 0s peixes destinados
ao consumo humano que tenham sido anestesiados com tricaina, necessitam
passar por um periodo de depuracdo de 21 dias antes de serem liberados para o
consumo. A benzocaina possui regulamentacdo idéntica a tricaina na Noruega
(CARTER; WOODLEY; BROWN, 2011; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING,
2012).

Coreia do Sul, Nova Zelandia, Australia, Costa Rica e Chile ja possuem
regulamentacdo quanto ao uso de anestésicos contendo o principio ativo
isoeugenol (AQUI-S®). No entanto, nesses paises ndo é necessario periodo de
depuracdo desde que sejam respeitados os pardmetros indicados pelos
fabricantes (TUCKEY; FORGAN, 2012; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING,
2012).

O tempo gasto para que o peixe anestesiado se livre dos residuos de
anestésico depende de fatores como temperatura, espécie, teor de gordura entre
outros (BURKA et al., 1997). Além disso, existem mais de 30.000 espécies de
peixes conhecidas que vivem em habitats diversificados e assim estdo expostas a
propriedades especificas tais como: salinidade, temperatura, profundidade e
composicao quimica da agua (ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).

A quantificacdo residual de compostos anestésicos em filés de peixe
iniciou-se na década de 90 (BURKA et al., 1997; HAYTON et al., 1996;
STEHLY; MEINERTZ; GINGERICH, 1995; STEHLY et al., 1998; 2000;
SZOKE; HAYTON; SCHULTZ, 1997), por meio de técnicas de
homogeneizacdo, extracdo e quantificagdo de amostras de filé de peixes via
HPLC (MEINERTZ et al., 1999; 2006; MEINERTZ; SCHREIER, 2009).

O preparo da amostra geralmente demanda 75% do tempo de uma

andlise e consiste em um importante passo para o desenvolvimento de métodos
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analiticos, em cromatografia liquida e gasosa, que consigam isolar os analitos de
interesse melhorando a seletividade, detectabilidade, confiabilidade, preciséo e
repetibilidade das analises. A complexidade da matriz envolvida na analise
residual de anestésicos em peixes tornanecessaria a combinacdo de
procedimentos de extragdo com procedimentos de purificacdo e pré-
concentragdo como a extragdo em fase solida (SPE- Solid-Phase Extraction)
que, juntamente com a extracdo liquido-liquido sdo as mais importantes na
determinacdo de anestésicos em amostras bioldgicas (BANICERU; MANDA,;
POPESCU, 2011).

Neste contexto, objetivou-se com este trabalho determinar os
anestésicos residuais benzocaina, tricaina e 6leo de cravo em duas espécies de
peixes, em filés de duas espécies de peixes tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) e cachadia (Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus),
submetidas a anestesia em diferentes concentragcdes e tempos de depuracao,
utilizando metodologias para extracdo e quantificacdo via HPLC-DAD.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

Os solventes metanol e acetonitrila grau HPLC foram obtidos da Sigma-
Aldrich. Os padrdes de isoeugenol 98% (2-metdxi-4-propenilfenol),
metileugenol 99% (4-alil-1,2-dimetdxibenzenol), benzocaina 299% (4-
aminobenzoato de etila) e tricaina 98% (metanosulfonato 3-aminobenzoato de
etila) foram adquiridos da Sigma-Aldrich e eugenol PESTANAL® (2-metdxi-4-
(2-propenilfenol)) proveniente da Fluka. Acido acético grau ACS > 99,7%,
acido citrico monoidratado 299,5%, fosfato dissodicodibasicodiidratado >
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98,5% obtidos da Sigma-Aldrich. Agua tipo 1 (resisténcia > 18,2MQ) obtida de
um sistema de purificagdo Sinergy® Milli-Q (Millipore).

2.2 Amostras

Para a analise residual dos anestésicos 6leo de cravo (OC), benzocaina
(BZ) e tricaina (TR) foram utilizados tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
espécie mais produzida na aquicultura brasileira, e o0 cachadia
(Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus), hibrido de cachara e
jundia, espécie que ndo apresenta escamas pelo corpo, apenas pele espessa
popularmente chamados peixes de couro. Os peixes foram fornecidos pelo
Laborat6rio de Metabolismo de Peixes, Departamento de Zootecnia - Setor de
Piscicultura da Universidade Federal de Lavras, responsavel pelo procedimento
de anestesia aos peixes.

As 5 concentracfes dos anestésicos (Tabela 1) foram aplicadas em 4
grupos compostos de 4 peixes em cada uma das espécies. Cada grupo foi
coletado apds um periodo (0, 12, 24 e 48 h) de depuracdo apds a anestesia, 0S
peixes foram abatidos e os filés congelados (-20 °C) até o procedimento de

preparo da amostra.

Tabela 1 Concentracdes (mg L™) dos anestésicos utilizados nos peixes

. Tildpia Cachadia
Concentrac6es

ocC Bz TR oC BZ TR
[1] 70 60 140 30 60 90
[2] 100 100 170 60 110 110
[3] 130 140 200 90 160 130
[4] 160 180 230 120 210 150
[5] 190 220 260 150 260 170

OC: 6leo de cravo BZ: benzocaina TR: tricaina
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2.3 Extragao

Os filés de cada amostra analisada foram descongelados e macerados
para a completa homogeneizacéo.

Para a BZ e TR foi utilizado um método adaptado de Scherpenisse e
Bergwerff (2007). 5 g do filé foram colocados em um recipiente (200 mL) e com
0 auxilio de um agitador mecanico (Quimis - 2501) equipado com pas (4 cm
didmetro) utilizando 5 mL de solucdo extratora (50:50 v/v metanol:tampéao
Mclllvaine pH 4,4 preparado utilizando 11,823 g de &cido citrico monoidratado
e 16,4312 g de fosfato dissédico dibasico diidratado em 1 litro de agua tipo 1)
foram agitados por 10 minutos, em seguida centrifugados a 3.400 rpm por 5
min.

O sobrenadante foi reservado e o precipitado foi submetido novamente
ao processo descrito anteriormente por mais 3 vezes, a pa e o recipiente de vidro
foram lavados com 5 mL de solucdo extratora. As aliquotas foram agrupadas e
submetidas a rotoevaporagdo a 50 °C (-600 mmHg) até metade do volume
(~12,5 mL). O volume das amostras foi ajustado a 25 mL com agua tipo 1 e em
seguida realizou-se o procedimento de extracao em fase solida.

Para a extragdo das amostras contendo OC foi realizado um
procedimento adaptado de Meinertz et al. (2006; 2009). 5 g de filés macerados
foram colocados em tubos de ensaio de plastico (50 mL) com fundo cénico e
tampa rosqueado e acrescentado 5 mL de acetonitrila. Em seguida foram
agitados em um Vortex Mixer (Vixar®) por 5 minutos e o extrato foi
centrifugado a 3.400 rpm por 5 min.

O sobrenadante foi reservado e o precipitado foi submetido a 3
extracOes sucessivas conforme descrito inicialmente. As aliquotas de 5 mL

foram agrupadas e rotoevaporadas a 50 °C (-600 mmHg) até metade do volume
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(~10 mL). O volume das amostras foi ajustado a 25 mL com agua tipo 1 e em

seguida foi realizado o procedimento de extracdo em fase sdlida.

2.3.1 Extragdo em fase sélida

O procedimento de extragdo em fase solida foi realizado em Manifold
Vac Elut 12 (Agilent®) acoplado a uma bomba a vacuo (Prismatec) utilizando
cartuchos SPE Discovery® DSC-18 (3 mL; 500 mg). Os cartuchos foram
previamente condicionados com 6 mL de metanol para as amostras de OC e com
3 mL de metanol seguidos de 3 mL de tampdo Mclllvaine para amostras
contendo BZe TR.

Apos o condicionamento as amostras foram submetidas a extragéo sob
um fluxo de 2 gotas por segundo. Os analitos foram eluidos dos cartuchos
adicionando 1 mL de &cido acético (1%) seguido de 1 mL de metanol. As
aliquotas (2,5 mL) foram filtradas em membrana PTFE (13 mm d; 0,45 um;
Millex, Millipore).

2.4Andlises cromatogréaficas

Aliquotas de 20 pL foram injetadas com o auxilio de um injetor
automatico com autoamostrador (SIL-10AF) em um sistema HPLC (Shimadzu)
e interface CBM-20A, equipado com duas bombas de alta pressédo (LC-6AD) em
um fluxo 0,8 mL min™de metanol:4cido acético 1% (60:40 v/v). O detector de
arranjo de diodos (DAD) (SPD-M20A) foi configurado na faixa de 200-700 nm.
As separagOes foram realizadas em coluna Ascentis® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um,
Supelco), pré-coluna Ascentis® C18 Supelguard™ C18(25 x 4,6 mm; 5 um). O
sistema HPLC-DAD foi controlado usando software ChemStation.



53

2.5 Seletividade e linearidade

A seletividade do método foi avaliada por meio da analise de uma
amostra isenta dos analitos de interesse e fortificada com os padrdes (0,13 mg L
) (RIBANI et al., 2004).

Os comprimentos de onda selecionados para a analise foram: BZ 280
nm, TR 315 nm, isoeugenol (ISO) 261 nm e eugenol (EUG) e metileugenol
(MET) em 275 nm. A curva analitica foi preparada a partir de diluicdes da
solucéo estoque (1 g L™) em metanol.

2.6 Limites de Detecc¢éo e Quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para cada um dos
compostos foram obtidos a partir dos parametros da curva analitica e das
equacdes (1) e (2). O software MicrocalOrigin 7.0® foi utilizado para estimar os

parametros da curva analitica.
LD =3,3 x (s/S) (1)

LQ =10 x (s/S) 2)
onde, s é a estimativa do desvio-padrao da equacdo da linha de regressdoe S é a
inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica (SNYDER; KIRKLAND;
GLAJCH, 1997).

2.7 Exatid&o e recuperacao

A exatiddo do método foi determinada por meio de testes de recuperacédo
nos quais amostras aleatorias dos analitos foram fortificadas com 3
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concentracdes diferentes dos compostos (10, 100 e 500 pL de padrdo 8x10° mol

LY. A recuperacdo (R) foi calculada de acordo com a equagéo (3):

R (%) = (resposta obtida) / (resposta esperada) *100 3)

2.8 Analise estatistica

As médias residuais obtidas nas repeticdes de cada tratamento foram
submetidas a analise de varidncia com auxilio do software SISVAR verséo 5.1
(Build 72).

As diferencas significativas das analises de variancia das concentracdes
médias residuais entre os 3 anestésicos, as 5 concentracbes aplicadas e as 2
espécies de peixes foram avaliadas pelo teste de Student-Newman-Keuls SNK
(Student-Newman-Keuls) com 1% de probabilidade (P<0,01) (FERREIRA,
2011; SPIEGEL, 1993).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a quantificacdo residual dos anestésicos em filés de peixes, foram
avaliadas diferentes metodologias para a extracao e purificacdo dos compostos,
quanto a recuperacéo dos analitos.

As metodologias propostas por Scherpenisse e Bergwerff (2007) e
Meinertz et al. (2006; 2009) envolvem a homogeneizacdo dos filés utilizando
um moedor e gelo seco, respectivamente. Neste trabalho foram adaptadas estas
metodologias realizando a homogeneizacdo da amostra por maceragédo, a qual
resultou em uma diminuigdo do custo com reagentes e equipamentos, além do
tempo gasto por anélise, totalizando 30 amostras por dia frente as 17 realizadas
por Meinertz et al. (1999).
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Segundo Baniceru, Manda e Popescu (2011) o procedimento de preparo
da amostra demanda 75% do tempo total da andlise, tornando a maceragdo
viavel em uma rotina de analises.

Outras metodologias como as de Kildea, Allan e Kearny (2004) e
Meinertz et al. (1999) foram avaliadas, no entanto estes procedimentos
apresentaram baixas recuperagdes dos compostos estudados.

As solugbes extratoras (metanol:tampdo Mclllvaine 50:50 viv e
acetonitrila) foram avaliadas para todos o0s anestésicos nas duas metodologias
adaptadas, sendo que para a BZ e TR a solucdo contendo tampdo foi mais
eficiente, assim como para 0 OC a acetonitrila. Por esse motivo foi aplicada nas
amostras que continham BZ e TR a metodologia adaptada de Scherpenisse e
para as amostras contendo OC a metodologia adaptada de Meinertz.

O procedimento de extracdo em fase s6lida (SPE) foi otimizado para as
condi¢cbes e volume dos extratos. A adi¢cdo da &gua aos extratos evaporados
favoreceu a retencao dos analitos nos cartuchos, ja a solugdo tampao Mclllvaine
(pH 4,4) adicionada durante o condicionamento contribuiu para a extragdo dos
analitos BZ e TR.
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A Figura 1 apresenta o cromatograma da seletividade do método
proposto para quantificacdo residual dos anestésicos BZ, TR e OC em peixes.
Para a analise de OC foram injetados padrdes de eugenol (EUG), isoeugenol
(ISO) e metileugenol (MET).

400000 +
350000 -

300000

— Branco 261nm
250000 - —— 0OC 261nm
—— OC 275nm
— BZ 280nm
—— TR 318nm

200000

mAU

150000
100000

B OO | O ¥
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0 5 10 15 20 25 30
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Figura 1 Cromatograma de uma amostra peixe isenta dos compostos (0) e fortificada
com solugdo padrdo 0,13 mg L™* de: 1 - tricaina (tg=7,53 min), 2 - benzocaina
(tr=8,12 min), 3 - eugenol (tg=16,34 min), 4 - isoeugenol (tz=18,22 min), 5 -
metileugenol (tg=25,55 min)

O OC possui dois cromatogramas, pois seus constituintes absorvem em
comprimentos de onda diferentes. A diferenga entre os tempos de retencdo
favoreceu a separacdo dos compostos, sem a necessidade de uma fase mdvel
com gradiente. A TR e seu isbmero BZ demonstraram boa separa¢cdo mesmo em
uma fase movel isocrética, devido a diferenca de solubilidade entre os dois
compostos.

A combinacdo de diferentes anestésicos e analgésicos tem sido

encorajada ultimamente, como forma de diminuir efeitos toxicos, e a
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seletividade deste método permite sua aplicacdo em analises residuais nas quais
foram empregadas combinacbes dos anestésicos estudados (METTAM et al.,
2011; HUANG et al., 2010; ZAHL et al., 2009).

A curva analitica foi construida a partir da diluicdo de uma solucao
estoque (1 g L™) em metanol, e os parametros analiticos obtidos para 0 método

proposto estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2 Parametros analiticos para a quantificacéo dos anestésicos

Rec.
- Linearidade LD L 0
Anestésicos mg L R ug g Ivlgg'l . (%) .
BZ 0,013-13,21 0,99997 0,06 0,1819 94,02 90,66
TR 0,013-13,21 0,99998 0,0446 0,1352 95,58 92,91
ISO 0,013-0,33 0,99987 0,0146 0,0441 94,68 96,72
EUG 0,013-13,33 0,99999 0,0414 0,1255 90,84 92,86
MET 0,014-14,26 0,99987 0,1515 0,4590 85,61 83,46

BZ: benzocaina TR: tricaina ISO: isoeugenol EUG: eugenol MET: metileugenol
LD: limite de deteccéo LQ: limite de quantificacdo C: cachadia T: tilapia

A linearidade corresponde a faixa de concentragdo aplicada para a
quantificacdo das amostras e 0 R indica o coeficiente de correlacdo linear. Os
valores de R para o isoeugenol e metileugenol foram inferiores aos demais em
funcdo da absortividade molar de cada um deles.

A recuperacdo das amostras foi de 94,02% e 90,66% para BZ e 95,58%
e 92,91% para TR, em cachadia e til&pia respectivamente. A metodologia
adaptada aplicada a esses compostos apresentou recuperacdo 23% maior do que
0 trabalho de Scherpenisse e Bergwerff (2007) e similar a recuperacéo
encontrada por Meinertz et al. (1999; 2009).

Para o ISO a recuperagdo foi de 94,68% em cachadia e 96,72% em
tilapia, valores proximos de Meinertz e Schreier (2009) (88,8-95,8%) para truta

arco-iris.
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Os valores de recuperagdo encontrados para a tilapia e cachadia foram
proximos aos encontrados por Meinertz et al. (2006), porém neste trabalho é
possivel realizar uma andlise residual em uma faixa mais baixa de concentracao
para esse analito, uma vez que os LD e LQ s&o inferiores aos de Meinertz.

Ao considerar a matriz e os compostos analisados, bem como a
metodologia de extracdo e purificacdo empregada, a recuperagdo obteve um
valor significativo dentro das margens esperadas pra esse tipo de procedimento
(BANICERU; MANDA; POPESCU, 2011).

A quantificacdo dos anestésicos foi realizada comparando o tempo de
retencdo dos compostos na amostra fortificada com os valores obtidos nas
amostras de peixes anestesiados. As concentracdes residuais médias encontradas

nos filés de cachadia e tilapia estéo listadas na Tabela 3.
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Tabela 3 Valores obtidos a partir da analise residual dos peixes (em g g*)

Tempo TILAPIA CACHADIA
de Dosagem
depuracio BZ TR I1SO EUG MET BZ TR ISO EUG MET

[1] 1,9979 0,9884a ND 0,5512 ND 3,5107 29155 ND 12298 ND
[2] 1,4102 0,1985b <LQ 0,4310 ND 22712 16383 ND 0,7210 ND
[3] 2,1334 0,2479b ND 0,5194 ND 19682 2,7520 <LQ 0,8032 ND

0Oh [4] 1,0179 0,2328b ND 05121 ND 23067 17324 <LQ 14743 ND
[5] 0,7425 0,3201b ND 0,5543 ND 29486 1,8295 ND 0,7075 ND
Média 1,4604A 0,3975B - 0,5136B - 2,6011A 2,173A -  0987B -
cV* 46,84 24,85
[1] <LQ ND ND ND ND 0,2568 ND ND ND ND
[2] ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
[3] ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
12h [4] ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
[5] ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Média - - - - - - - - - - -
cV! - -

Médias seguidas de diferentes letras maiusculas na linha e mindsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Student-Newman-
Keuls (P<0,01).<LQ = valores detectados mas abaixo do Limite de Quantificacdo

ND: amostra ndo apresentou valores detectaveis (<LD).

'Coeficiente de variacio da ANAVA (Analise de Variancia)
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Analisando a Tabela 3, o eugenol foi o Unico composto do OC
quantificavel em ambas as espécies de peixes, enquanto o isoeugenol foi
detectado, porém ndo quantificado. Isto se deve a composicdo média do OC
(~85% eugenol), fazendo com que outros constituintes em menor propor¢ao nao
atinjam valores quantificaveis e detectaveis.

Apos a anestesia (0 h) a média de residuos das 5 concentragdes de BZ
totalizaram 1,46 pg g™'na tilapia, apresentando valor superior e com diferenca
significativa (P<0,01) frente ao eugenol (0,514 ug g*) e TR (0,397 pg g%). No
cachadia 2,6 pg g* de BZ 2,17 pg g* de TR ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, porém foram superiores ao valor médio de 0,987 pg g*
encontrado para o eugenol.

A BZ foi o anestésico que proporcionou maiores valores residuais logo
apos a anestesia, tanto para a tilapia quanto para o cachadia, provavelmente
devido a rapida absorcéo pelo animal e baixa solubilidade em &gua (cerca de 250
vezes menor que a TR), justificando o fato de ser proibidapela FDA que libera o
uso de seu isdbmero a TR (BURKA et al., 1997; FDA, 2012).

Comparando as médias residuais entre as 5 concentra¢des aplicadas dos
anestésicos, ndo houve diferenca significativa (P>0,01) para a maioria dos
tratamentos, com excecdao da tilapia, onde a menor concentragéo de TR resultou
em maior concentracao residual. Este fato esta associado ao tempo de exposicao
do peixe ao anestésico, uma vez que menores concentracdes elevam o tempo
necessario para que o peixe seja induzido a anestesia.

Ao contrario da maioria dos estudos envolvendo analise residual, os
peixes avaliados neste trabalho permaneceram menos de 3 minutos imersos em
banhos de anestésicos. As concentraces foram definidas para que o tempo
necessario para indugdo a anestesia respeitasse 0s parametros de um anestésico
ideal (KEENE et al.,1998; ROSS; ROSS, 2008; VERA et al., 2010).
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Se compararmos 0s valores médios de residuos entre as espécies, 0
cachadia reteve maiores concentragdes que a tilapia. Este fato esta associado as
caracteristicas da espécie, 0s habitos alimentares, 0 metabolismo dos peixes, a
composicao do filé, que dificultam a eliminagéo dos residuos.

A depuracdo depois de 12 horas ndo apresentou valores quantificaveis
pelo método proposto, com excecdo da concentracdo [2] de eugenol em tilapia e
[1] de BZ em cachadia. Essas concentracfes podem ter elevado a média residual
em virtude do tempo de inducéo a anestesia ser maior, quando 0s peixes estdo
imersos em anestésicos de baixa concentracdo, aumentando o tempo de
permanéncia do peixe em contato com o anestésico.

A partir de 24 horas de depuragdo, nenhum analito foi detectado nas
amostras, periodo de depuracdo recomendado por Stehly, Meinertz e Gingerich
(2000) para BZ em truta arco-iris, por exemplo.

Kildea, Allan e Kearny (2004) também ndo observaram niveis
detectaveis de OC em “silver perch” apdés 48 h. Tuckey e Forgan (2012)
observaram que residuos de isoeugenol em dourada australiana passam de 22,15
ug g imediatamente ap6s o abate para 1,3 pg g™ ap6s 7 horas de depuracio, o
que indica uma possivel depuracdo total a partir de 24 horas.

Gueénette et al. (2007) mediu o tempo de meia vida de residuos de OC
(eugenol) em truta arco-iris obtendo 12,14 horas. No entanto, todos estes estudos
foram realizados apds 15 ou 30 minutos de exposicdo aos anestésicos, sem
considerar os estagios de inducdo e recuperacdo em um procedimento de
anestesia recomendado para um anestésico ideal: 3 minutos de inducdo e 5
minutos de recuperacdo (KEENE et al.,1998; ROSS; ROSS, 2008; VERA et al.,
2010).
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4 CONCLUSAO

O Brasil ainda ndo possui leis que regulamentam o tempo de depuragédo
necessario para peixes que foram anestesiados na aquicultura. No entanto, €
preciso cuidado ao utilizar pardmetros internacionais que nao atendem as
demandas especificas do mercado brasileiro. Por esse motivo € importante
conhecer o tempo de depuracdo de peixes submetidos a anestesia padrao,
podendo assim definir um protocolo operacional que garanta a seguranca do
Aquicultor e de seu pescado.

O método proposto neste trabalho indicou a BZ como o anestésico de
maior valor médio residual para cachadia e tilapia. As concentragdes aplicadas
ndo apresentaram diferenca significativa no valor residual, sendo a concentracéo
[4] de BZ com menor valor médio residual para tilapia e [3] para o cachadia.
Tanto a tilapia quanto o cachadia apresentaram menores valores residuais nas
concentragdes [2] de TR e OC. Assim, quanto a analise residual, a TR e OC
(EUG) sdo os anestésicos mais indicados para tilapias e cachadia,
respectivamente.

, a partir do qual ndo sdo detectados mais residuos dos anestésicos
Considerando a aplicacdo destes anestésicos em peixes por um periodo menor
ou igual a 3 minutos, valor consideravelmente menor frente aos demais trabalhos
encontrados na literatura, e valores ndo detectaveis a partir de 12 horas, peixes
submetidos a procedimentos de anestesia ideal precisam de um periodo de

depuracdo de 24 horas aplicados nas condic¢des descritas.
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Andlises de Variancia e teste de Student-Newman-Keuls SNK (Student-

Newman-Keuls):

ANESTESICOS

Arquivo analisado:

C:\Documents and Settings\XPMUser\Desktop\Estatistica robson\dados

tabulados\ANAVA ANESTESICOS.dbf

Variadvel analisada:

TILAPIA

Opcédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

ANESTES.
0.0002
erro

Ccv (%) =

GL SQ oM
2 13.597010 6.798505
57 38.330453 0.672464
59 51.927463

33.74

0.7905067 Numero de observacdes:

Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 20
Erro padrdo: 0,183366313061558
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Médias Resultados do teste

0.397535 al
0.513595 al
1.460390 az

Teste SNK para a FV ANESTES.

Médias DMS
NMS: 0,05

3 0,624215563492988

2 0,519277594382615

Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 20

Erro padrdo: 0,183366313061558

0.397535 al
0.513595 al
1.460390 a2

Variavel analisada: CACHADIA

Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

SQ oM
27.967978 13.983989
117.716594 2.065203
145.684571

FV GL
Pr>Fc

ANESTES. 2
0.0023

erro 57
Total corrigido 59

Cv (%) = 24.83

Média geral: 1.9205883



DMS: 1,09390966045008 NMS: 0,05

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 20
Erro padrdo: 0,32134120485031

Tratamentos Médias Resultados do teste
EUGEN 0.987140 al

TRI 2.173525 az

BENZ 2.601100 az

Teste SNK para a FV ANESTES.

Médias DMS
NMS: 0,05

3 1,09390966045008

2 0,910010595973872

Média harmonica do numero de repeticdes (r): 20
Erro padrdo: 0,32134120485031

Tratamentos Médias Resultados do teste
EUGEN 0.987140 az2
TRI 2.173525 al

BENZ 2.601100 al
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CONCENTRACOES

Arquivo analisado:

C:\Documents and Settings\XPMUser\Desktop\Estatistica robson\dados
tabulados\ANAVA CONCENTRCOES.dbf

Variavel analisada: TILAPIA BE

Opcédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )

FvV GL SQ oM Fc
Pr>Fc

CONCENT . 4 5.821854 1.455463 0.788
0.5509

erro 15 27.717284 1.847819

Total corrigido 19 33.539138

Ccv (%) = 93.08

Média geral: 1.4603900 Nimero de observacdes: 20

Variavel analisada: TILAPIA TR

Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc
Pr>Fc

CONCENT. 4 1.777189 0.444297 12.815
0.0001

erro 15 0.520055 0.034670

Total corrigido 19 2.297245

cvV (%) = 46.84

Média geral: 0.3975350 Numero de observacdes: 20
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Média harmonica do numero de repeticdes
Erro padrao: 0,0930998686447337

(r): 4

Médias

Resultados do teste

.198500
.232825
.247875
.320050
.988425

Teste SNK para a FV CONCENT.
Médias DMS
NMS: 0,05

5 0,406691219620847
4 0,379598232344006
3 0,342173683240406
2 0,280633256784518

Média harmonica do numero de repeticgdes
Erro padrdo: 0,0930998686447337

.198500
.232825
.247875
.320050
.988425

Variavel analisada: TILAPIA EU

Opg¢do de transformacdo: Varidvel sem transformacédo

(

)
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TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc
Pr>Fc

CONCENT. 4 0.039683 0.009921 0.061
0.9925

erro 15 2.454388 0.163626

Total corrigido 19 2.494071

CvV (%) = 78.76

Média geral: 0.5135950 Numero de observacdes: 20

Variavel analisada: CACHADIA BE

Opc¢do de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc
Pr>Fc

CONCENT . 4 6.176949 1.544237 0.644
0.6397

erro 15 35.986163 2.399078

Total corrigido 19 42.163112

CvV (%) = 59.55

Média geral: 2.6011000 Numero de observacdes: 20

Variavel analisada: CACHADIA TR

Opcédo de transformacdo: Variavel sem transformacdo ( Y )



CONCENT .
0.8076
erro

75

0.397

5.938315 1.484579
56.069451 3.737963
62.007766

Ccv (%) =

88.95

Variavel analisada: CACHADIA EU

Opcédo de transformacédo:

Variadvel sem transformacdo ( Y )

CONCENT .
0.6565
erro

SQ oM
1.916505 0.479126
11.629211 0.775281
13.54571¢6

Cv (%) =
Média geral:

89.20



ESPECIES

Arquivo analisado:
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C:\Documents and Settings\XPMUser\Desktop\Estatistica robson\dados

tabulados\DADOS TABULADOS.dbf

Variavel analisada: UG.G_TILAP

Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
FV GL SQ oM Fc
Pr>Fc
ESPECIE 1 38.312537 38.312537 22.878
0.0000
erro 118 197.612034 1.674678
Total corrigido 119 235.924572
Cv (%) = 45.47
Média geral: 1.3555475 Numero de observacdes: 120

Teste SNK para a FV ESPECIE

Médias DMS
NMS: 0,05
2 0,467875134548467
Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 60

Erro padrdo: 0,167066765950601

Tratamentos Médias
TILPPIA 0.790507 al
CACHADIA 1.920588
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Média harmonica do numero de repeticgdes (r): 60
Erro padrao: 0,167066765950601

TILpPIA 0.790507 al
CACHADIA 1.920588 az



