Oleo de cravo como anestésico em adultos de tilapia-do-nilo
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia do 6leo de cravo como anestésico em adultos de
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) e avaliar, sensorialmente, o aroma e o sabor do filé, apos a anestesia.
No primeiro experimento, os peixes foram expostos a banhos anestésicos em diferentes concentragdes
de oleo de cravo (0, 100, 150, 200, 250 ¢ 350 mg L"). No segundo experimento, avaliaram-se diferentes
tempos (10, 20 e 30 minutos) de exposi¢do a anestesia. Finalmente, o aroma e o sabor dos filés de
tilapia foram testados, em diferentes tempos de exposicdo a concentragdo adequada de dleo de cravo.
A concentragdo de 250 mg L' de 6leo de cravo foi adequada para a indugdo de parada dos batimentos operculares
em adultos de tilapia, e para a anestesia voltada para biometria e breve manejo, a concentra¢ao recomendada é
100 mg L. Os filés de tilapias previamente anestesiadas com 6leo de cravo apresentaram diferenga moderada
no aroma e no sabor logo apos a anestesia. O 6leo de cravo ¢ um anestésico eficaz no manejo de adultos de
tilapia em procedimentos de rotina na piscicultura, porém o abate de tilapias deve ser realizado a partir de
12 horas ap6s a exposicdo a este anestésico, para ndo induzir alteracdo nas caracteristicas organolépticas dos
filés de peixes anestesiados.

Termos para indexacdo: Oreochromis niloticus, analise sensorial, filés, sedag@o.

Clove oil as an anesthetic on Nile tilapia adults

Abstract — The objective of this study was to test the efficiency of clove oil as an anesthetic for adult tilapia
(Oreochromis niloticus) and to evaluate, sensorially, the aroma and taste of fillets after anesthesia. In the first
experiment, fish were exposed to different clove oil concentrations (0, 100, 150, 200, 250 and 350 mg L) of
anesthetic baths. In the second experiment, different times of exposure (10, 20 and 30 minutes) to anesthesia
were evaluated. Finally, the aroma and taste of the tilapia fillets, when exposed to optimal concentration of clove
oil, were tested. The concentration of 250 mg L' of clove oil was adequate to induce lower opercular movement
in adult tilapia, and for anesthesia for biometrics and brief management, the recommended concentration is
100 mg L. Fillets from tilapia anesthetized with clove oil showed a moderate difference in aroma and taste
just after anesthesia. Thus, clove oil is an effective anesthetic for the management of adult tilapia as a routine
procedure in fish farming, however tilapias should be slaughtered 12 hours after exposure to the drug, so as
not to change the organoleptic characteristics of anesthetized fishes.

Index terms: Oreochromis niloticus, sensory analysis, fillets, sedation.

Introducao as excelentes caracteristicas organolépticas

A criagdo de tilapias-do-nilo (Oreochromis
niloticus L., 1758) tem crescido, ¢ esta é, atualmente,
a terceira espécie de maior importdncia econdmica
na aquicultura mundial (Watanabe et al., 2002).
O Brasil ocupa o sexto lugar na produgao de tilapia, e
¢ responsavel por 3,3% do total da producao (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2007).
A tilapicultura é reconhecida como uma importante
atividade agroindustrial, capaz de gerar grande retorno
financeiro para os produtores (Pinheiro et al., 2006).

O aumento na produgdo da tilapia se deve as
caracteristicas da carne, ao elevado valor nutricional,
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auséncia de espinhos intermusculares em forma de Y.
Do ponto de vista da criacdo, ¢ um peixe de rapido
desenvolvimento, facilmente reproduzido em cativeiro,
e que atinge tamanho comercial em poucos meses de
criagdo, o que pode proporcionar mais de um ciclo de
producao por ano (Souza & Maranhao, 2001).

Um dos procedimentos mais importantes em
pisciculturas € a anestesia, utilizada para facilitar
0 manejo, evitar a possibilidade de ferimentos e,
possivelmente, reduzir o estresse dos peixes (Small,
2004). A anestesia de adultos de tilapia durante o
manuseio ¢ importante, j4 que os raios duros que
formam a nadadeira dorsal facilmente ocasionam
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ferimentos aos operadores e aos outros peixes, caso
ndo estejam anestesiados (Simdes & Gomes, 2009).

De acordo com Bosworth et al. (2007), o peixe
sedado dentro do processo de captura, antes do abate,
evita o estresse que supostamente ocorreria durante
o manejo ¢ abate, consequentemente, melhorando a
qualidade da carne. Entretanto, existe preocupagao de
que residuos anestésicos possivelmente deixados na
carne possam alterar as caracteristicas organolépticas
—aroma e sabor — naturais do peixe, a ponto de resultar
na rejei¢do do produto pelos consumidores (Olsen
et al., 2006; Ribas et al., 2007).

O oleo de cravo ¢ um produto natural resultante da
destilagdo das folhas, caule, flores e brotos das arvores
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry e
Mpyrcianthes fragrans (Sw.) McVaugh, cujo constituinte
majoritario € o eugenol, que representa de 70 a 90% do
oleo (Mazzafera, 2003). Estudos tém demonstrado a
eficiéncia do 6leo de cravo e do eugenol em anestesiar
peixes de clima tropical, como o tambaqui (Roubach
et al., 2005) e o matrinxa (Vidal et al., 2008), e de
clima temperado, como a truta (Velisek et al., 2005) e
o salmao (Iversen et al., 2003).

Além disso, estudos conduzidos com perca-prateada
[Bidyanus bidyanus (Mitchell, 1838)] demonstraram
que o tempo residual desses produtos no filé do peixe
¢ inferior a 24 horas (Kildea et al., 2004). Essas
caracteristicas fazem com que o isoeugenol, na forma
de AQUI-S, seja liberado para anestesia de peixes em
alguns paises como Australia, Nova Zelandia e Chile
(Bosworth et al., 2007; Ross & Ross, 2008).

O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia do 6leo
de cravo como anestésico em adultos de tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus), durante o manejo e avaliar,
sensorialmente, os parametros organolépticos, aroma e
sabor, do fil¢, apos a anestesia.
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Material e Métodos

Para a determinacdo da concentracdo de anestésico
adequada, adultos de tilapia (n = 70; 670,00+75,28 g
e 28,32+0,92 cm) foram obtidos na Fazenda Barra
do Mangarai, Santa Leopoldina, ES, e transferidos
para a Associagdo dos Agquicultores do Espirito
Santo, Cariacica, ES, onde foram colocados para
aclimatagdo em viveiros de 20 m?, com troca de agua
constante. Nesse local e sob essas condigdes, os peixes
permaneceram por aproximadamente dez dias.

Durante a aclimatacio, a cada trés dias, a qualidade
da agua foi monitorada. Nesse periodo, os peixes
foram alimentados diariamente com ragdo comercial
para peixes contendo 22% de proteina bruta, Propeixe
22% E (Nutriave Alimentos Ltda., Viana, ES, Brasil).
Os ensaios foram realizados em aquarios de plastico de
45 L, contendo 20 L de 4gua e a recuperacdo foi sempre
realizada em aquarios de plastico de 45 L, contendo 25
L de 4gua, com aeragdo constante. A agua do aquario
foi trocada ao término de cada ensaio.

Antes de ser utilizado, o o6leo de cravo (Petite
Marie, Itaquaquecetuba, SP, Brasil), na densidade
de 1,03 g cm?, foi diluido para uma concentracdo de
1 mL por 10 mL em etanol a 95% para o preparo da
solugdo-mae. Foram testadas cinco concentragdes de
6leo de cravo — 100, 150, 200, 250 e 300 mg L. Oito
peixes foram expostos a cada uma das concentragdes
do anestésico, de forma individual, para se observar
a recuperacdo e o tempo de inducdo a cada estagio de
anestesia, reproduzido por eventos comportamentais
(Tabela 1). Ap6s dez minutos de exposi¢do ao dleo
de cravo, cada peixe foi removido para o aquario
de recuperagdo. Os estagios avaliados de indugdo a
anestesia seguiram os critérios propostos por Stoskopf
(1993): perda de reagdo a estimulos, perda parcial

Tabela 1. Tempo, em segundos, de inducdo aos estagios de anestesia de adultos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) expostos

a diferentes concentragdes de 6leo de cravo.

Oleo de cravo

Evento comportamental (segundos)

(mg L) Perda de reagdo a Perda parcial de Perda total Redugdo dos Parada dos Recuperacao
estimulos equilibrio de equilibrio batimentos operculares ~ batimentos operculares

100 13,1+0,6a 23.9+1,0a 92,1+4 4ab 151,3+7,2a -® 503,9+35,5a

150 14,3+1,0a 27,6£1,2b 68,4+2,9b 100,8+1,7bc 524,0+18,3a 587,4+34,1ab

200 10,1+0,4a 16,8+0,7cd 97,4+9,6a 127,1+8,7ac 229,5+11,8b 580,6+42,2ab

250 8,9+0,4b 14,1+0,6¢ 71,4+8,7ab 94,4+9,9b 192,5+15,6b 653,5+47,5ab

300 10,4+0,8b 18,5+0,9d 67,1£6,5b 81,8+6,7b 134,8+8,7¢c 1.063,3+247,9b

(DMédiasterro-padrdo seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade @Os peixes ndo alcangaram

este estagio de anestesia.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.45, n.12, p.1472-1477, dez. 2010



1474 L.N. Simoes et al.

de equilibrio, perda total de equilibrio, reducdo dos
batimentos operculares e parada dos batimentos
operculares. Foi considerado recuperado o peixe
que retomava totalmente os movimentos e nadava
ativamente no aquario apos o tempo de efeito da
anestesia.

Foi realizado um ensaio para verificar a margem
de seguranca do anestésico. Para isso foi considerado
o resultado do primeiro experimento. Além disso, a
concentragdo de 250 mg L' foi escolhida como a mais
adequada para atingir todos os estagios de anestesia,
pois o tempo para atingir a reducdo dos batimentos
operculares ¢ menor que nas demais concentragoes,
com excecdo da concentragdo de 300 mg L.

Analisou-se o tempo de recuperagdo apos indugdo
a concentragdo de oleo de cravo por 10, 20 e 30
minutos (n=8 para cada tempo de exposi¢cdo) em
aquarios de plastico de 45 L, contendo 20 L de agua.
Apds a exposicao, os peixes foram transferidos para
0 aquario de recuperagdao de 45 L, contendo 25 L
de 4gua, com aeragdo constante. Foram avaliadas a
recuperacdo ¢ a mortalidade.

Na analise sensorial do filé de peixes anestesiados,
42 animais com 515,47£135,21 g e 28,974+3,44 cm,
foram colocados para aclimatagdo em um tanque
de 4 m? com sistema de aeragdo constante, por
aproximadamente dez dias, na Agro Estancia
Lombardi, Ibiragu, ES. A 4gua do tanque foi mantida
estatica e foi inteiramente trocada a cada dois
dias, sempre sifonando o fundo da caixa. Durante
a aclimatagdo, a qualidade da 4gua foi monitorada
a cada dois dias. Neste periodo, os peixes foram
alimentados diariamente com ragdo comercial para
peixes contendo 22% de proteina bruta Propeixe
22% E (Nutriave Alimentos Ltda., Viana, ES, Brasil).

Os peixes foram mantidos sem alimentacdo 24
horas antes do experimento. Antes da anestesia,
foram amostrados seis peixes como controle, nao
anestesiados. Apds amostragem dos peixes controle,
36 peixes foram anestesiados, com 250 mg L' de 6leo
de cravo por dez minutos em aquarios de plastico
de 45 L, contendo 20 L de agua. Apds a anestesia,
os peixes foram transferidos para um tanque de 4 m?
com agua corrente (vazdo = 1 L min'), e abatidos
nos tempos 0, ou logo apds a anestesia, 12, 24, 48,
96 ¢ 168 horas apo6s a anestesia. Em cada tempo,
foram analisados seis peixes.

Apds a captura, as tilapias foram abatidas por
hipotermia em caixas isotérmicas com gelo e agua
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na razdo 1:1, filetadas e embaladas individualmente
em sacos de plastico transparentes e acondicionadas
em uma caixa isotérmica contendo gelo. Apds esses
procedimentos, as tilapias foram transportadas para
o Complexo Biopraticas do Centro Universitario de
Vila Velha, ES, onde as amostras foram refrigeradas
a -20°C, até o momento da analise sensorial.

Inicialmente, foram selecionadas 20 pessoas, que
foram treinadas para reconhecimento dos diferentes
aromas e sabores a serem avaliados. No treinamento
foi utilizado um peixe de cada tratamento. Na analise
sensorial, foi utilizado o Método de Comparagao
Multipla, conforme Ferreira (2002).

Os filés, depois de descongelados, foram cortados
em pedagos de aproximadamente 3 cm? (10 g),
embrulhados em folha de papel aluminio, submetidos
ao forno convencional a 180°C, por cinco minutos,
sem tempero algum. Na analise do aroma, o embrulho
era aberto e cheirado, e, em seguida, degustado, para
avaliagdo do sabor. As amostras foram apresentadas
simultaneamente, em bandejas de fundo claro e
codificadas, sob condig¢6es laboratoriais e iluminagao
natural, a avaliadores que ndo interagiam entre si.

Os avaliadores foram solicitados a provar as
amostras codificadas ¢ identificar a intensidade
da diferenga do aroma e sabor — 0, nenhuma; 1,
pequena; 2, moderada e 3, grande — em relagdo ao
controle. Cada provador recebeu quatro amostras
(n =5 para cada tratamento) de filé, sendo um controle
e as outras trés com anestésico.

Os parametros fisico-quimicos da agua analisados
apresentaram valores muito similares durante o
periodo de aclimata¢do ¢ os ensaios estdo descritos
como uma média geral: oxigénio dissolvido: 6,5340,92
mg L, temperatura: 26,98+1,41°C; condutividade:
63,3442,87 uS em!; dureza: 20,69+6,43 mg CaCo; L!;
pH: 7,0040,32; ¢ amonia: 0,04+0,01 mg L.

Nas analises estatisticas, os dados foram expressos
em média e erro padrdo. Os tempos para atingir os
diferentes estagios de anestesia para as diferentes
concentracdes de 6leo de cravo, assim como o tempo
de recuperagdo apos a exposicdo a diferentes tempos
de anestesia, e a analise sensorial (aroma e sabor),
foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
No experimento de anélise sensorial, foram seguidos
os critérios conforme Ferreira (2002).
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Resultados e Discussao

Com excecdo da concentragdo de 100 mg L' de
oleo de cravo, todas as demais concentragoes avaliadas
induziram os peixes a todos os estagios de anestesia.
Entretanto, os peixes anestesiados com 250 mg L
alcancaram o estagio de reducdo dos batimentos
operculares em um tempo significativamente menor que
nas demais concentragoes. A excecao foia concentracdo
de 300 mg L' Dessa forma, a concentracdo de
250 mg L' foi considerada adequada para inducéo de
anestesia cirtrgica em adultos de tilapia.

Segundo Vidal et al. (2008), 75 mg L' de eugenol
¢ a concentracdo adequada para induzir a perda total
de movimento em juvenis de tilapia-do-nilo com
peso aproximadamente de 5 g. De acordo com Ross
& Ross (2008), a necessidade de maior concentragao
de anestésico para indugao da anestesia em adultos de
tilapia, como observado neste trabalho, tem relagdo com
o tamanho: peixes menores normalmente necessitam
de uma concentracdo menor de anestésico do que os
maiores, padrao também observado por Woody et al.
(2002) com o salmao-vermelho [Oncorhynchus nerka
(Walbaum, 1792)], anestesiado com o6leo de cravo.
Outra provavel diferenga é o produto utilizado, uma vez
que Vidal et al. (2008) utilizaram eugenol purificado.

A concentragdo adequada com finalidade de um
breve manejo ndo necessita induzir a todos os estagios
de anestesia, sendo necessario alcancar apenas a perda
total de equilibrio. A concentragdo de 100 mg L foi
escolhidaporinduzir os peixes a perda total de equilibrio
ao mesmo tempo que as demais concentragdes, de
modo a possibilitar o efeito desejado com a menor
concentracao possivel (Tabela 1).

Em nenhuma das concentragdes avaliadas foi
observada mortalidade dos peixes, de maneira
semelhante ao relatado por Inoue et al. (2003), que
ndo observaram mortalidade de juvenis de matrinxa
[Brycon cephalus (Gunther, 1869)], submetidos a até
70 mg L' de dleo de cravo. Esses resultados diferem
dos que foram obtidos por Woody et al. (2002) com
adultos de salmao [Oncorhynchus nerka (Walbaum,
1792)], que nao recuperaram equilibrio e morreram com
concentragdes de 110 mg L' de 6leo de cravo-da-india.
A maior resisténcia de adultos de peixes tropicais ao
anestésico pode estar relacionada a maior capacidade
desses peixes em metabolizar os componentes do
oleo de cravo, proporcionado pela maior temperatura
corporal. De acordo com Baldisserotto (2009), a

temperatura corporal afeta a fisiologia e a velocidade
das reagdes quimicas, havendo maior taxa metabolica
em peixes de clima tropical, como a tilapia, e menor
taxa metabodlica em peixes de clima temperado, como
o salmao.

O tempo de recuperagao apos a exposicdo por 10
min (616,1+£26,1 s), a 250 mg L' de dleo de cravo
foi significativamente menor do que a recuperacao
dos peixes expostos ao anestésico por 30 min
(2.070,0£229,9 s). Os peixes anestesiados por
20 min (918,4+32,6 s) ndo apresentaram diferenca
significativa dos demais tempos de anestesia. Nao
foi observada mortalidade dos peixes expostos ao
anestésico, em nenhum dos tempos avaliados, o que
corrobora o estudo de Roubach et al. (2005), em que
adultos de tambaqui [ Colossoma macropomum (Cuvier,
1818)], expostos a concentragdes de até 100 mg L' de
eugenol, nao apresentaram mortalidade em contagens
até¢ 30 min de exposicao.

Ross & Ross (2008) relataram que 10 min deve ser
0 tempo maximo de anestesia em peixes. Entretanto,
estudos com adultos de algumas espécies de peixes
tropicais como o tambaqui (Roubach et al., 2005) e a
tildpia demonstram que o 6leo de cravo ¢ seguro se
usado em um tempo de até 30 min de anestesia. Esse
tempo de anestesia, porém, deve ser evitado, pois
a recuperacdo dos peixes € muito lenta, e chega a
demorar trés vezes mais do que em peixes anestesiados
por 10 min.

Na analise de variancia do ensaio sensorial dos filés,
o F calculado — razdo de variancia — foi maior que o F
tabelado aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, o que,
conforme Ferreira (2002), determina que ha diferenca
significativa entre as amostras tanto no aroma quanto
no sabor (Tabela 2). As caracteristicas organolépticas,
aroma ¢ sabor, de filés de tilapias expostas a
250 mg L' de dleo de cravo foram significativamente
diferentes apenas logo apos a anestesia (tempo de zero
hora), sendo considerada moderadamente diferente
pelos avaliadores. A partir de 12 horas ap0s a anestesia,
ndo se observou mais diferenca significativa com
relacdo a nenhuma das caracteristicas avaliadas, o
que indica que a partir deste tempo ndo ha nenhuma
diferenga no aroma ¢ no sabor dos filés, em relagdo a
peixes ndo anestesiados. Cunha et al. (2010) também
observaram aroma e sabor do eugenol em filé-de-jundia
[Rhamdia quelen (Qouy & Gaimard, 1824)], abatido
logo apos a anestesia com 50 mg L' de eugenol. Porém,
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Kildea et al. (2004) relataram a eliminag@o do 6leo de
cravo do tecido de perca-prateada, 12 horas apos a
exposi¢do a 50 mg L' desse anestésico. Os resultados
obtidos no presente trabalho corroboram os dos autores
ja citados.

Segundo Gomes et al. (2001), ndo ha legislagdo no
Brasil sobre a utilizagdo de anestésicos em peixes para
consumo humano. Porém, paises como os Estados
Unidos ja possuem regulamentagdo para o uso do
MS-222 e benzocaina ¢ a Nova Zelandia para o uso do
Aqui-S e MS-222. Nos EUA, os animais anestesiados
com MS-222 e benzocaina devem ser depurados
por 21 dias; na Nova Zelandia, para o MS-222, sdo
necessarios dez dias de depuragdo e nio existe periodo
especifico para a benzocaina. Os peixes anestesiados
com Aqui-S, cujo principio ativo é o isoeugenol,
nao necessitam de depuragdo (Ross & Ross, 2008).
Os resultados obtidos neste e em outros estudos com
espécies criadas no Brasil, como o matrinxa, lambari e
apropria tilapia (Inoue et al., 2003; Oliveira et al., 2009;
Pereira-da-Silva et al., 2009) indicam que o 6leo de
cravo e seus derivados sdo candidatos a liberacao para
uso em peixes; entretanto, deve haver rigor em relagao
ao tempo de abate ap6s exposicdo ao anestésico.

Apesar de ser amplamente conhecido que o tempo
residual do anestésico no tecido animal é baixo, o
resultado obtido neste trabalho mostra que a anestesia
com 6leo de cravo altera a palatabilidade dos filés logo
apos a anestesia. De acordo com Santos et al. (2007), a
palatabilidade do filé também ¢ de extrema importancia
para que os consumidores fiquem satisfeitos com
o produto. Ribas et al. (2007) relatam que o dleo

Tabela 2. Analise de variancia para o aroma e o sabor de filés
de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) ap6s a anestesia
com 250 mg L de 6leo de cravo®V.

Fonte de variagdo GL SQ QM Fcal
Aroma
Avaliador 9 4,15 0,46
Amostra 5 14,28 2,86 6,93%*
Residuo 45 18,55 0,41
Total 59 36,98
Sabor
Avaliador 9 1,44 0,16
Amostra 5 14,80 2,96 8,67**
Residuo 45 15,36 0,34
Total 59 31,60

GL, grau de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, quadrados
médios; Fcal, razdo de variancia calculado. **Significativo a 1% de
probabilidade.
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de cravo ¢ o melhor método de atordoamento para
linguado-senegalés [Solea senegalensis (Kaup, 1858)],
porque nao so garante boa qualidade final do produto,
mas também é aceitavel para o consumo humano
direto. Dessa forma, recomenda-se, com base em
critérios sensoriais, que adultos de tilapia destinados a
filetagem, que foram anestesiados com a concentragao
adequada (250 mg L), s6 sejam abatidos 12 horas
apos a exposi¢do ao oleo de cravo.

Conclusoes

1. O dleo de cravo ¢ um anestésico eficaz para o
manejo de adultos de tilapia em procedimentos de
rotina na piscicultura.

2. As concentragdes de 250 mg L' e 100 mg L' de
6leo de cravo sdo adequadas para a indug@o de anestesia
cirargica e de anestesia voltada para biometria e breve
manejo, respectivamente.

3. A partir de 12 horas apods a exposicao de tilapias
ao oleo de cravo, os peixes ndo apresentam aroma
ou sabor diferenciado e, portanto, o abate pode ser
realizado.
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