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Lethal effect of ammonia and nitrite in the early life stages of Betta splendens. 

 

Resumo 

 

A presença de compostos nitrogenados dentro dos sistemas de produção aquícola tem 

ganhado importância atualmente, a falta de conhecimento dos limites de tolerância da espécie 

produzida a esses compostos pode ocasionar grandes prejuízos ao final do cultivo. Assim, o 

presente estudo objetivou identificar os valores de CL50 (96h) para o peixe ornamental Betta 

splendens em três diferentes idades, 7, 21 e 45 dias de vida, expostos a concentrações 

crescentes de amônia total 0, 35, 42, 50, 65 e 80 mg-L; 0, 50, 65, 80, 87 e 95 mg-L; 0, 125, 

135, 145, 155 e 165 mg-L respectivamente e crescentes concentrações de nitrito, 0, 25, 50, 75, 

100 e 125 mg-L; 0, 50, 75, 100, 125 e 175 mg-L; 0,120, 160, 200, 240 e 280 mg-L 

respectivamente e estimar o nível de segurança dos compostos nitrogenados para esta espécie. 

O experimento foi realizados em sistema semi-estático e cada tratamento foi realizado em 

duplicada. 10 peixes de 7 dias foram mantidos em béqueres de 1 L por 96 h, em temperatura 

aproximada de 28 ± 0,15 °C; pH 7,2 ± 0,2; oxigénio 5,9 ± 0,28 mg-L; alcalinidade 77,5 

±10,60 mg/L. 10 animais nos experimentos com Betta de 21 e 45 dias de vida, onde os 

mesmos foram mantidos em béqueres de 2L por 96 h  temperatura 28,1 ± 0,11°; 28 ± 0,13 ° 

C, pH 6,9 ± 0,4; 6,9 ± 0,1, oxigénio 6,2 ± 0,23; 6,7 ± 0,27 mg/L, alcalinidade 85,7 ±12,0; 79,5 

±9,45 mg/L respectivamente. Para a estimativa das concentrações letais medianas CL50 (96h) 

foi utilizado o programa “Trimmed Spearman Karber method”. Durante o experimento 

animais foram coletados para análise histológica nas diferentes concentrações testadas e 

foram analisados em microscopia ótica e de varredura. As CL´50 para as idades 7, 21 e 45 dias 

foram estimadas para amônia como sendo em, 36,87 mg/L ; 61,19 mg/L ; 132,94 mg/L 

respectivamente e para nitrito como sendo - 141,96 mg/L N-NO2
-
. Foi possível observar 

alterações histológicas nas brânquias dos animais nas diferentes concentrações testadas. O 

estudo histopatológico revelou alterações frequentes nas três diferentes idades da espécie 

estudada. Os danos mais frequentes foram: elevação epitelial, hiperplasia, hipertrofia e fusão 

lamelar das células epiteliais. Por meio dos resultados encontrados pode-se concluir que o 

peixe ornamental Betta splendens é muito tolerante aos compostos nitrogenados e a incidência 

das alterações histopatológicas nas brânquias indicam o comprometimento dos animais 

quando expostos a altas concentrações de compostos nitrogenados na água. 

 

Palavras-chave: Compostos nitrogenados, peixe ornamental, qualidade da água, toxicidade. 
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Lethal effect of ammonia in the early life stages of Betta splendens. 

 

Abstract 

 

The presence of nitrogen compounds within aquaculture production systems has gained 

importance today, the lack of knowledge of the limits of tolerance of the species produced to 

these compounds can cause great damages at the end of the crop. Thus, the present study 

aimed to identify the LC50 values (96h) for ornamental Betta splendens at three different 

ages, 7, 21 and 45 days of life, exposed to increasing concentrations of total ammonia 0, 35, 

42, 50, 65 And 80 mg-L; 0, 50, 65, 80, 87 and 95 mg-L; 0, 125, 135, 145, 155 and 165 mg-L 

respectively and increasing concentrations of nitrite, 0, 25, 50, 75, 100 and 125 mg-L; 0, 50, 

75, 100, 125 and 175 mg-L; 0.120, 160, 200, 240 and 280 mg-L respectively and to estimate 

the safety level of the nitrogen compounds for this species. The experiment was performed in 

a semi-static system and each treatment was performed in duplicate. 10 7-day fish were kept 

in beakers of 1 L for 96 h at a temperature of approximately 28 ± 0.15 ° C; PH 7.2 ± 0.2; 

Oxygen 5.9 ± 0.28 mg-L; Alkalinity 77.5 ± 10.60 mg / L. 10 animals in the Betta experiments 

of 21 and 45 days of life, where they were kept in beakers of 2L for 96 h temperature 28,1 ± 

0,11 °; 28 ± 0.13 ° C, pH 6.9 ± 0.4; 6.9 ± 0.1, oxygen 6.2 ± 0.23; 6.7 ± 0.27 mg / L, alkalinity 

85.7 ± 12.0; 79.5 ± 9.45 mg / L respectively. The "Trimmed Spearman Karber method" 

program was used to estimate the median lethal concentrations LC50 (96h). During the 

experiment animals were collected for histological analysis at the different concentrations 

tested and were analyzed by optical and scanning microscopy. The CL'50 for the ages 7, 21 

and 45 days were estimated for ammonia as being at, 36.87 mg / L; 61.19 mg / L; 132.94 mg / 

L respectively and for nitrite as - 141.96 mg / L N-NO2-. It was possible to observe 

histological changes in the gills of the animals in the different concentrations tested. The 

histopathological study revealed frequent alterations in the three different ages of the studied 

species. The most frequent damages were: epithelial elevation, hyperplasia, hypertrophy and 

lamellar fusion of the epithelial cells. By means of the results, it can be concluded that the 

Betta splendens ornamental fish is very tolerant to the nitrogen compounds and the incidence 

of the histopathological changes in the gills indicate the animals' compromise when exposed 

to high concentrations of nitrogenous compounds in the water. 

 

Keywords: Nitrogen compounds, ornamental fish, water quality, toxicity. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

De acordo com dados do Boletim Estatístico do Ministério da Pesca e Aquicultura 

(MPA, 2010; 2011), o Brasil produziu perto de 1,25 milhões de toneladas de pescado. A 

atividade foi responsável por um PIB de aproximadamente R$ 5 bilhões. 
 

O comércio de peixes ornamentais vem se expandindo rapidamente com o aumento na 

demanda mundial (Lima et al., 2001; Vidal Junior, 2007). De acordo com dados do SEBRAE 

(2015), o Brasil exportou um volume de 74.972 toneladas que representou uma receita de 

US$ 10.813,890 de peixes ornamentais em 2013. 

De acordo com Zuanon (2011) uma das principais causas de doenças e mortalidade 

em sistema de criação de peixes ornamentais é o estresse provocado pela qualidade da água. 

Ainda de acordo com o mesmo autor a maioria dos sistemas de criação de peixes ornamentais 

utilizado no Brasil tem como característica a baixa renovação de água. Esse tipo de sistema 

quando não bem monitorado pode ocasionar variações bruscas na qualidade da água e 

favorecer uma condição de estresse para o animal. 

A sensibilidade a contaminantes existente no meio aquático é diferente para cada 

espécie e para cada fase de desenvolvimento do animal (Ribeiro et al., 2009). Dessa forma, os 

testes de toxicidade e as análises físico químicas se complementam (Costa, 2008). 

Segundo Nakatani et al. (2001) as estratégias de desenvolvimento dos peixes muda   

conforme o meio em que habitam. O peixe Betta splendens é conhecido por tolerar condições 

com baixos teores de oxigênio dissolvido, o órgão responsável por esta característica é 

chamado labirinto e permite que o animal respire o oxigênio atmosférico (Wolfsheimer,2003; 

Boumendjel, 2006; Faria et al., 2006). A formação do labirinto ocorre normalmente entre o 

14° ao 28° dia de vida (Damazio, 1992). Assim, a qualidade da água deve ser monitorada 

diariamente para não comprometer o desenvolvimento do órgão labirinto e o crescimento do 

animal. 

De acordo com o que fora relatado, o objetivo do trabalho foi demonstrar o efeito 

causado sobre a sobrevivência do Betta splendens em três diferentes idades (com o órgão 

labirinto sem formação, em formação e já formado) quando expostos a diferentes 

concentrações de amônia e nitrito, assim como possíveis alterações nos tecidos branquiais dos 

animais utilizados nesse estudo buscando demonstrar o efeito destes compostos na criação 

dessa espécie ornamental. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

        2.1 -  A Espécie estudada _ Betta splendens 
 

Dentre as espécies ornamentais produzidas no Brasil, o Betta splendens conhecido como 

beta ou peixe de briga, e no exterior como “Siamese fighting fish”, destaca-se no mercado de 

peixes ornamentais pela beleza, variedade de cores, fácil reprodução e por sua rusticidade 

(Chapman et al., 1997). O cultivo de beta pelos aquariofilistas no Brasil iniciou a partir da década 

de 1950 no Rio de Janeiro e em São Paulo (Faria et al., 2006). 
 

O beta é produzido em vários estados brasileiros devido ao clima tropical, à 

abundância de água e por ser de custo relativamente baixo (Luz, 2002). A temperatura é 

especialmente importante para a produção de betas (27ºC), construção de ninhos e para o 

comportamento reprodutivo de machos e fêmeas (Gordon e Axelrod, 1968). 

Esta espécie ornamental é uma das cinco mais importadas pelos Estados Unidos da 

América, tanto em número de peixes como em dólares gastos anualmente, o que torna cada 

vez mais necessário o emprego de novas tecnologias de manejo, para aproveitamento deste 

nicho de mercado no Brasil (Ferreira, 2007). 
 
 Segundo Gouveia Jr et al. (2007)  B. splendens é oriundo dos países asiáticos que têm 

como característica plantações de arroz com águas estagnadas e baixo teor de oxigênio 

dissolvido. De acordo com os mesmos autores o B. splendens vive nessas águas e foi 

classificado pelo ictiólogo inglês Charles Tate Regan no ano de 1910. Segundo Monvises et 

al. (2009), B. splendens (O esplêndido combatente) era muito comercializado na Tailândia e 

em outros países vizinhos por causa da natureza competitiva do macho. Existiam nesses 

países muitas apostas entre os admiradores da espécie que assistiam ao combate entre dois 

machos, com lutas muitas vezes resultando em morte. O mercado para esse tipo de peixe 

mudou muito. Entretanto, o destaque da criação na Tailândia e países vizinhos passou a ser o 

comércio ornamental, pois, além das questões éticas, mostrou-se um mercado com margens 

de lucros mais elevadas (Departamento de Pesca da Tailândia, 2000, 2005). Ainda de acordo 

com Monvises et al. (2009), as variedades de Betta selvagens são avidamente procuradas e 

têm preços elevados no mercado, porém os animais criados em cativeiro é que trazem 

variedades comerciais e representam a maior parcela de exportação. 
  

O B. splendens pertence à família Belontiidae e à Subordem Anabantoidei, cuja 

característica principal é a existência de um órgão acessório, localizado na parte superior de 

seu tórax, chamado de labirinto, que permite que o animal respire o oxigênio atmosférico 
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(Faria et al., 2006). Sua principal característica pode ter sido a causa de sua adaptação a 

condições que seriam poucos favoráveis a outras espécies. Essa característica diminui 

possíveis problemas com a falta de oxigenação na água além de facilitar o manejo (Aguire, 

1998). 
 

No período pós-eclosão em que a larva ainda não possui o labirinto 

desenvolvido a oxigenação da água se faz necessária (Damazio, 1992). 

Os betas são sexualmente dimórficos, os machos além de apresentarem muitas cores, 

são maiores e apresentam nadadeiras bem desenvolvidas e coloridas os tornando preferido 

comercialmente (Jaroensutasinee e Jaroensutasinee, 2001a) (Fig 1). O B. splendens é uma 

espécie ovípara, o cuidado parental é realizado pelo macho, e ao final do ritual de 

acasalamento, após a postura dos ovos, a fêmea deve ser retirada, pois o macho se torna 

altamente agressivo podendo até matar sua companheira (Damazio, 1992). Nos dois primeiros 

dias de vida, as larvas não apresentam um bom controle de natação, seja vertical ou 

horizontal, podendo ocorrer o desprendimento do ninho provocando seu afundamento e 

provável mortalidade. Essa é outra responsabilidade do macho, que se encarrega de auxiliar 

na fixação das larvas ao ninho de bolhas (Wolfsheimer, 2003). 

 

   

   

Figura 1. Exemplares adultos de Betta splendens, A, B, C: machos. D, E, F: fêmeas. (Fonte: Próprio 
autor) 

 

 

O labirinto é considerado um órgão respiratório auxiliar, se localiza atrás do opérculo 

e é recoberto por uma membrana muito irrigada de sangue. Quando o beta capta o ar 

A B C 

D E F 
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atmosférico este é imediatamente comprimido no labirinto passando o oxigênio nele contido 

diretamente para a corrente sanguínea, em seguida uma bolha é expulsa com gases como 

resultado da respiração (Damazio, 1992; Nelson, 2006).  

 Mudanças na qualidade da água como a presença de algum contaminante ou poluente 

podem ocasionar a má formação do labirinto (Wolfsheimer, 2003). Dessa forma, o 

monitoramento dos parâmetros de qualidade de água devem ser realizados frequentemente, 

principalmente nas fases iniciais de vida do beta, pois a formação do labirinto ocorre entre o 

14° ao 28° dia portanto, nesse período sua respiração é semelhante à de outros peixes 

(Ramnarine et al., 1987; Damazio, 1992; Phillips et al., 1998). 

A precocidade sexual é uma característica do beta, os machos estão aptos à 

reprodução com aproximadamente 1 a 2 meses de idade, eles constrõem ninhos de bolhas na 

superfície do aquário. As fêmeas quando maturas sexualmente apresentam o ventre mais 

arredondado e a saída do canal urogenital saliente (James e Sampath 2004; Faria, 2006). 
 

O macho corteja a fêmea durante todo o período de acasalamento, ele nada em torno 

da fêmea exibindo suas nadadeiras e em alguns momentos eles nadam lada a lado quando 

ocorre o chamado abraço nupcial. O processo de desova pode demorar horas (Smith, 2005). 

Quando os filhotes estiverem nadando normalmente, na posição horizontal, em torno de três a 

cinco dias após a eclosão é hora de retirar o macho, pois este irá comer os juvenis e começar a 

oxigenar a água já que os filhotes ainda não possuem o labirinto formado e não conseguem 

ainda aproveitar o oxigênio aéreo (Kim, 2006). 

O B. splendens é uma espécie carnívora com trato digestivo curto, sua alimentação 

deve ser dividida entre várias e pequenas porções diariamente, uma vez  

que possui rápida digestão. Dentre os itens a serem oferecidos, inclui-se o alimento vivo 

como, artêmia, dáfnia, minhocas de jardim cortadas em pequenos pedaços, larvas  de 

Drosofila melanogaster (mosca da fruta), larva de mosquito, entre outros (Viana, 2008). 
 

As características morfológicas desejáveis, como belas nadadeiras e corpo colorido 

com reflexos metálicos e iridescentes são o resultado de uma longa seleção feita por criadores 

(Pamplona et al., 2004; Kim, 2007). Atualmente, além do aquarismo convencional, essa 

espécie tem sido utilizada no Brasil como controle biológico de mosquitos em caixas d’água e 

em outros recipientes, como os das espécies Aedes aegypti, no Ceará, e o da Culex 

quinquefasciatus em Pernambuco (Pamplona et al., 2004). 
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2.2 Compostos nitrogenados e a qualidade da água 

Dentro de um sistema de produção animal, seus variados parâmetros devem se encontrar em 

equilíbrio, a fim  de promover condições que proporcionem o melhor desempenho zootécnico 

dos animais. A homeostase dos seres vivos, pode ser afetada por uma condição de estresse 

fazendo com que os animais tenham que se adaptar a uma nova condição que pode ser 

reversível ou irreversível (Selye, 1950; Esch et al. 1973). 
 

O sucesso da atividade aquícola é limitado por diversos fatores. A qualidade do 

alimento ofertado e a qualidade da água do meio de cultivo são considerados os fatores mais 

relevantes dentro do sistema de produção. O entendimento dos limites de tolerância de uma 

espécie e sua manutenção em relação à qualidade da água são princípios indispensáveis em 

qualquer sistema de criação (Kinne 1976). Segundo Ostrensky e Wasielesky (1992) tais 

fatores influenciam decisivamente no sucesso ou fracasso dessa atividade produtiva. 
 
 A exposição frequente dos peixes em ambientes contaminados pode gerar múltiplas 

alterações no organismo dependendo do grau de contaminação e do tempo de exposição 

(Jesus e Carvalho, 2008).          

 O conhecimento dos limites e concentrações dos compostos nitrogenados dentro de 

um sistema de criação de organismos aquáticos é fundamental para promover a máxima 

potencialidade do animal. Vale ressaltar que o nitrogênio é essencial para os animais, pois sua 

função fisiológica é a formação de proteínas, ácidos nucléicos e coenzimas (Tiago, 2000). 

Sánchez et al. (2012) ressaltaram dois aspectos sobre os quais a qualidade de água é 

primordial à prática do cultivo de organismos aquáticos, o primeiro diz respeito a oferecer 

condições ambientais voltadas à maximização das respostas zootécnicas buscadas nestes 

organismos, tais como, sobrevivência, reprodução e crescimento. O outro se refere à tentativa 

de minimizar os efeitos causados aos corpos receptores do efluente produzido, motivo este 

que pode ser um entrave à instalação de um empreendimento aquícola. 

As intensificações das práticas aquícolas com o aumento das densidades de estocagem 

produzem proporcionalmente aumento dos resíduos nitrogenados. A amônia é o principal 

composto excretado pela maioria dos organismos aquáticos e pode atingir níveis tóxicos 

dentro do sistema e reduzir dessa forma a produtividade e o crescimento dos animais 

cultivados (Miron et al., 2011). 
 

De acordo com Esteves (1998), a formação de compostos nitrogenados também ocorre 

como resultado da decomposição aeróbia e anaeróbia da matéria orgânica. 
 

No ambiente aquático a amônia é oxidada por bactérias nitrificantes do gênero 
 

Nitrossomonas, conforme a reação: 
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NH4+ + 1 ½ O2 → NO2- + 2H+ + H2O 
 

 

 O nitrito, produto desta reação, também é oxidado principalmente por bactérias 

nitrificantes do gênero Nitrobacter a nitrato (NO3-) (Arana ,1997; Oliveira et al., 2006), 

conforme a reação: 

 
 

NO2- + ½ O2 → NO3- 
 

 

 A nitrificação é um processo aeróbio, ocorre somente nas regiões onde há oxigênio 

disponível, já a desnitrificação, transformação do nitrato em nitrogênio molecular, ocorre 

principalmente em condições anaeróbias onde há baixas condições de oxigenação. Os 

processos de nitrificação e desnitrificação são interligados, ou seja, ao final de um período em 

condições anaeróbias, em geral ocorre grande quantidade de nitrogênio amoniacal. Com a 

oxigenação do meio aquático, inicia-se um intenso processo de nitrificação, que resulta no 

consumo de grande parte da amônia acumulada (Pereira e Mercante,2005). 
 

As concentrações de compostos inorgânicos nitrogenados no solo e em águas 

superficiais apresentam um crescente aumento em várias regiões do mundo, contribuindo para 

a degradação de ecossistemas aquáticos marinhos, estuarinos e dulcícolas. Consequentemente, 

os organismos aquáticos sofrem os efeitos tóxicos desse processo de eutrofização (Smith et 

al., 1999; Howarth et al., 2000). 

De acordo com Pillay e Kutty (2005) os níveis de metabólitos dissolvidos (amônia e 

nitrito) no ambiente aquícola são preocupantes e ganham importância principalmente em 

sistemas intensificados de cultivo, em sistemas fechados e durante o transporte de animais 

vivos, pois a presença desses compostos demanda atenção mesmo em baixas concentrações. 
 

Na produção de peixes ornamentais, o principal sistema utilizado no Brasil é o semi-

intensivo, que pode ser caracterizado por baixa renovação de água, pequenos viveiros e 

utilização de alimento vivo. Entretanto, a utilização deste tipo de sistema pode causar rápidas 

flutuações na qualidade da água, expondo os peixes a fatores estressantes. Provavelmente, 

esse estresse é o principal fator causador de doenças e mortalidade nos peixes ornamentais 

(Zuanon, 2007). 
 

Segundo Boyd (1992) os fertilizantes utilizados em viveiros e tanques de criação 

geralmente contêm nitrogênio nas formas de amônia e nitrato. A acumulação dessas formas 

inorgânicas constitui um dos principais obstáculos para o desenvolvimento intensivo de 

peixes. 
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No meio aquoso, a amônia está presente na forma ionizada (NH4

+
) e não ionizada 

(NH3), as quais juntas constituem a amônia total (NH4
+
 + NH3) a forma não ionizada chega a 

ser de 300 a 400 vezes mais tóxica que a forma ionizada da amônia (Thurson et al., 1981). A 

concentração das diferentes formas da amônia vai depender diretamente de fatores como pH, 

temperatura, pressão parcial e da composição iônica da água (Baldisserotto, 2002; Randall e 

Tsui, 2002). 

 A forma química mais tóxica da amônia, á amônia não ionizada, que por ser de 

natureza lipofílica atravessa as membranas celulares por difusão simples. A amônia difunde-

se facilmente através das membranas respiratórias, causando danos ao epitélio branquial e, 

como consequência, dificulta as trocas gasosas entre o animal e a água, desestabilizando 

também o sistema de osmorregulação e ionorregulação (Kormanik e Cameron, 1981; 

Roumieh et al. 2012).  

 A amônia é o principal composto de excreção nitrogenada decorrente do catabolismo 

proteico que ocorre em peixes (Hegazi, 2010), em um processo conhecido por desaminação 

no qual a clivagem do grupo amino resulta em uma fonte de energia e amônia (Dolomatov et 

al., 2011). Nos peixes ósseos, como já relatado, a excreção de amônia ocorre principalmente 

através das brânquias por difusão de acordo com o gradiente de concentração (Evans et al., 

2005). 
  

Dentro de um sistema de produção aquícola, o nitrito encontra-se sob duas formas: o 

ácido nítrico (HNO2) e o nitrito (NO2-), e o equilíbrio entre as duas formas é determinado 

primeiramente pelo pH do meio (Lima, 2005). Um desequilíbrio nos processos de nitrificação 

e desnitrificação bacteriana pode gerar acúmulo de N02- no sistema aquático (Grosell e 

Jensen, 2000). 
 

A acumulação de nitrito em um tanque de piscicultura pode reduzir o crescimento, 

aumentar o consumo de oxigênio e excreção de amônia, além de causar outras alterações 

fisiológicas (Hanson e Grizzle, 1985; Alcaraz e Espina, 1997; Costa, 2002). O nitrito em altas 

concentrações provoca a oxidação do átomo de ferro da molécula da hemoglobina do sangue, 

convertendo-a em metahemoglobina, molécula incapaz de transportar oxigênio, 

estabelecendo-se um quadro de cianose e hipóxia, mesmo havendo oxigênio em abundância 

na água (Duborow et al., 1997). Assim, diminui a quantidade de oxigênio disponível para o 

metabolismo (Tahon et al., 1988). 
 

A formação da metahemoglobina pode ocasionar a morte do peixe como resultado da 

hipóxia por diminuir a quantidade de hemoglobina funcional (oxi-hemoglobina) nos 

eritrócitos e diminuir o hematócrito (Adragna e Lauf, 1998). De acordo com Jensen et al. 
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(1987), a intoxicação por nitrito pode ser responsável pela eliminação de eritrócitos não 

funcionais em decorrência da precipitação da hemoglobina    no interior  dos mesmos. Esta  

precipitação ocorre pela diminuição da solubilidade da hemoglobina quando ocorre a 

diminuição de volume celular dos eritrócitos. 
 
 O nitrito segue a mesma rota fisiológica de entrada do íon cloreto em peixes (Willians 

e Eddy, 1986). Assim, a concentração de nitrito que pode se acumular no plasma dos peixes 

varia entre 10 a 100 vezes a concentração presente no meio (Holt e Arnold, 1996). 
 

Segundo Baldisserotto (2002) uma das formas de eliminar os efeitos causados pela 

ação do nitrito é a renovação do meio. Já no caso de sistemas fechados é importante que os 

filtros biológicos, constituídos por bactérias nitrificantes sejam eficientes e bem 

dimensionados para que não ocorra a acumulação de nitrito dentro do sistema. As bactérias 

nitrificantes apresentam crescimento muito lento e são microrganismos sensíveis e 

extremamente suscetíveis a uma variedade de inibidores como, pH, temperatura, relação 

Carbono:Nitrogênio, alcalinidade e oxigênio dissolvido. Todos fatores descritos podem inibir 

a ação de nitrificação destes microrganismos e por conseguinte a efetividade dos filtros 

biológicos (Metcalf e Eddy, 1991).        

 De acordo com Hanson e Grizzle (1985) algumas espécies de peixes expostas a 

concentrações de nitrito não morrem, mas apresentam sintomas de estresse e aumento da 

susceptibilidade às enfermidades bacterianas, o que pode levar a redução no crescimento e 

ganho de peso. Costa (2002) observou o efeito tóxico do nitrito em tambaqui (Colossoma 

macropomum) em 24 horas de exposição, houve aumento dos níveis de metahemoglobina, 

anemia hemolítica, alteração na coloração da pele e pronunciados inchaços abdominais. Já o 

Matrinxã (Brycon cephalus) expostos a 0,2; 0,4 e 0,6 mg.L de nitrito diminuíram o 

hematócrito, hemoglobina total e o número de células vermelhas do sangue ( Avilez et al., 

2004) 

 
 

2.3 Testes de Toxicidade e estudo histológico 
 

Toxicidade é a característica de uma substância em provocar uma resposta do 

organismo a uma dose superior a uma concentração limiar por um período de exposição 

suficientemente longo. A resposta incorpora a soma de todos os estresses a que o organismo 

é submetido, bem como sua capacidade de compensação. Essas respostas podem ser 

avaliadas por meio de experimentos de laboratório genericamente denominados “testes de 

toxicidade” (Damato, 2011). Também pode ser definida como uma propriedade que reflete o 

potencial de uma substância em causar um efeito danoso a um organismo vivo. Ela depende 
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da concentração e das propriedades da substância química à qual o organismo é exposto e 

também do tempo de exposição (Rand, 1995). 

Testes de toxicidade são realizados para medir os efeitos de substâncias químicas 

sobre espécies aquáticas por um período que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do 

organismo-teste. O fato de uma substância química não produzir efeitos tóxicos sobre 

organismos aquáticos em testes de toxidade aguda não indica que ela não seja tóxica para 

eles (Arenzon, 2013). Estes testes permitem avaliar os possíveis efeitos tóxicos de 

substâncias químicas sob condições de exposições prolongadas a concentrações sub-letais, 

ou seja, concentrações que permitem a sobrevivência dos organismos, mas que afetam suas 

funções biológicas, tais como comportamento, reprodução, desenvolvimento de ovos, 

crescimento e maturação, dentre outras (Ronco, 2004; Costa, 2008). 
 

Os testes de toxicidade são desejáveis em piscicultura, pois somente as análises 

químicas e físicas da água não são suficientes para estimar os seus efeitos nos organismos 

aquáticos (Key, 2007). Enquanto as análises físico-químicas identificam e quantificam as 

concentrações das substâncias tóxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas 

substâncias sobre sistemas biológicos. Assim, as análises físico-químicas e os testes de 

toxicidade se complementam (Costa, 2008). Diferentes espécies de organismos aquáticos não 

têm a mesma sensibilidade às mesmas substâncias tóxicas, e podem apresentar variações na 

sensibilidade nos distintos estágios de desenvolvimento (Ribeiro et al., 2009). 

Testes de toxicidade visam estabelecer limites permissíveis de vários poluentes sobre os 

organismos aquáticos. É possível fornecer uma margem de segurança desses poluentes sobre 

a vida dos animais aquáticos (Bertoletti, 1990). Através dos testes de toxicidade, determinam-

se o tempo e as concentrações em que o agente tóxico é potencialmente prejudicial (Fonseca, 

1991). 
 

Atualmente, a padronização de métodos para testes de toxicidade é um esforço da 

comunidade científica. As normas para realização de testes de toxicidade com organismos de 

água doce têm sido amplamente desenvolvidas e implementadas internacionalmente. No 

Brasil, ensaios toxicológicos para avaliar a toxicidade aguda em peixes, são padronizados pela 

Associação Brasileira de Normas Técnicas- ABNT e, estão restritos às espécies Pimephales 

promelas (peixe zebra) e Danio rerio (paulistinha). No entanto, servem de subsídio para a 

realização de testes de toxicidade com outras espécies de peixes.   
  
 Segundo Terra e Feiden (2003) a expressão de muitos agressores ambientais somente 

torna-se visível quando estão presentes em altas doses. Entretanto, quando eles existem em 

concentrações menores seus efeitos na bagagem genética dos indivíduos, podem interferir nas 
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funções fisiológicas, podendo alterar a frequência reprodutiva e/ou a qualidade e quantidade 

de organismos gerados. A curta exposição a contaminantes ambientais no meio aquático pode 

resultar em alterações que, prejudicam a habilidade do peixe em realizar suas funções 

fisiológicas (Rand e Tsui, 1985; Jobling, 1995).       

 Uma das formas de se constatar o efeito tóxico gerado pela exposição a um 

contaminante se dá por meio do estudo com biomarcadores. Segundo Monserrat et al. (2006), 

os biomarcadores são medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou até mesmo parâmetros 

comportamentais que indicam em termos bioquímicos ou celulares, a presença de 

contaminantes. Sendo assim, são tidos como importantes ferramentas de avaliação de 

contaminação em ambientes aquáticos.        

 É considerado como biomarcador, qualquer alteração biológica no animal quando este 

é colocado na presença de um estressor como algum composto químico, poluente ou algum 

tóxico que podem se manifestar de diversas formas incluindo disfunções fisiológicas, 

alterações estruturais em órgãos e tecidos e modificações comportamentais que alterem o 

estado normal do animal causando prejuízo no crescimento (Van Gestel e Van Brummelen, 

1996; Winkaler et al., 2001). 

Estudos histológicos em peixes têm funcionado como um instrumento eficaz para 

identificar efeitos tóxicos de contaminantes na água (Schwaiger et al., 1997). Órgãos como as 

brânquias dos peixes têm sido alvo para muitos poluentes devido ao seu contato direto com o 

meio, sua área em relação ao volume e a sua multifuncionalidade como trocas gasosas, 

osmorregulação, equilíbrio iônico, excreção de compostos nitrogenados entre outros (Kikuchi 

et al., 1978; Wester et al., 2002). Assim, alterações branquiais são reconhecidas como um 

importante biomarcador para determinar os danos causados aos peixes pela exposição a 

diferentes contaminantes (Evans, 1987; Mishra et al. 1985; Arellano et al., 1999; Machado, 

1999). 
 

Ortiz Delgado et al. (2002) relataram indício entre a poluição aquática e as alterações 

histopatológicas em peixes. Estas alterações resultaram em uma variedade de mudanças 

bioquímicas e fisiológicas no organismo, que levaram á formação de lesões nas células, nos 

tecidos ou órgãos (Hinton & Laurén, 1990; Hinton et al., 1992). 
 
 A utilização de biomarcadores permite um exame específico dos órgãos e das células 

alvo, e como eles são afetados sob condições in vivo. Além disso, em avaliação de campo, a 

histopatologia é um método eficaz para detectar os diversos efeitos da exposição aguda ou 

crônica nos vários tecidos e órgãos (Hinton et al., 1992). 
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Os estudos histopatológicos conseguem distinguir se as lesões nos órgãos são 

decorrentes de alguma doença ou pela exposição a contaminantes (Schwaiger et al., 1997). 
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4. OBJETIVOS 
 
 

4.1 Objetivo geral  

Estimar a Concentração Letal Mediana (CL50) dos compostos nitrogenados, amônia 

(na forma total e não ionizada) e nitrito e analisar efeitos histopatológicos gerados no peixe 

ornamental B. splendens em três diferentes idades. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 
 

- Estimar os respectivos níveis de segurança para os compostos nitrogenados amônia  

(total e não ionizada ) e nitrito  em três diferentes idades estudadas. 
 

- Descrever as principais alterações histopatológicas por meio de microscopia ótica e 

eletrônica de varredura, causadas pela exposição às diferentes concentrações de amônia (na 

forma total e não ionizada) e nitrito nas três diferentes idades do B. splendens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

30 
 

ARTIGO 
 

Efeito letal da amônia e do nitrito nas fases iniciais de vida do Betta splendens 
 

Lethal effect of ammonia and nitrite in the early life stages of Betta splendens 

 
Renata Rodrigues Sampaio

a-1
, Daniela Chemim de Melo Hoyos

a
, Raphael Nogueira 

Bahiense
a
, Stella Rubim de Sousa

a
, Franklin Fernando Batista da Costa

a
, Luciano dos Santos 

Rodrigues
b
, Kleber Campos Miranda Filho

a
. 

 
a Departamento de Zootecnia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, 
Brasil.

  

b Departamento de Medicina Veterinária Preventiva, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo 
Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

 

 
 

Resumo 
 

A toxicidade dos compostos nitrogenados para os peixes varia consideravelmente e depende 

de um grande número de fatores externos e internos. Dentre os fatores externos o mais 

importante é a qualidade da água e dos fatores internos a suscetibilidade individual dos 

peixes. A toxicidade aguda da amônia (total e não ionizada) e do nitrito foram estudadas em 

condições semi-estáticas durante um período de 96 h no peixe ornamental Betta splendens. 

Animais de 7, 21 e 45 dias de vida foram expostos a concentrações crescentes de amônia total 

0, 35, 42, 50, 65 e 80 mg-L; 0, 50, 65, 80, 87 e 95 mg-L; 0, 125, 135, 145, 155 e 165 mg-L 

respectivamente e crescentes concentrações de nitrito, 0, 25, 50, 75, 100 e 125 mg-L; 0, 50, 

75, 100, 125 e 175 mg-L; 0,120, 160, 200, 240 e 280 mg-L respectivamente. Os resultados da 

CL50 para animais de 7, 21 e 45 dias, expostos a amônia e nitrito foram 36,87 mg-L (N-NH3 

+ NH4
+
), 61,19 mg-L (N-NH3 + NH4

+
) e 132,94 mg-L (N-NH3 + NH4

+
) e 51,5 mg-L (N-NO2

-

); 82,5 mg-L (N-NO2
-
)

 
 e  141,96 mg-L (N-NO2

-
)

 
respectivamente. De acordo com os 

resultados obtidos foi possível estimar o nível de segurança de amônia e nitrito para B. 

splendens de 7, 21 e 45 dias de vida em 3,69 mg-L, 6,12 e 13,29 mg-L (N-NH3 + NH4
+
) e 

5,15 mg-L, 8,25 e 14,20 mg-L N-NO2 respectivamente. Foram observadas alterações 

histológicas nas brânquias como hiperplasia, fusão lamelar e desprendimento do epitélio 

resultado da exposição aos contaminantes. De acordo com os resultados obtidos o B. 

splendens se mostrou tolerante à altas concentrações de amônia e nitrito no meio aquático.  
Palavras chave: Compostos nitrogenados, peixe ornamental, qualidade da água, toxicidade. 
 
 

Abstract 
 

The toxicity of nitrogen compounds to fish varies considerably and depends on many external 

and internal factors. Among the external factors, the most important is the water quality and 

the internal factors, the individual fish susceptibility. The acute toxicity of ammonia (total and 

non-ionized ammonia) and nitrite in the ornamental fish Betta splendens, were studied in 

semi-static conditions over a period of 96 h. Animals of 7, 21 and 45 days of life were 

exposed to increasing concentrations of total ammonia 0, 35, 42, 50, 65 and 80 mg-L; 0, 50, 

65, 80, 87 and 95 mg-L; 0, 125, 135, 145, 155 and 165 mg-L respectively and increasing 

concentrations of nitrite, 0, 25, 50, 75, 100 and 125 mg-L; 0, 50, 75, 100, 125 and 175 mg-L; 

0.120, 160, 200, 240 and 280 mg-L respectively. The results of LC50 (96h) for ammonia and 

nitrite on animals of 7, 21 and 45 days were 36.87mg/L (N-NH3 + NH4
+
), 61.19 mg-L (N-

NH3 + NH4
+
) and 132.94 mg/L (N-NH3 + NH4

+
) and 51.5; 82.5 and 141.96 mg/L N-NO2

-
, 

respectively. According to the results, it was possible to estimate the safe level of ammonia 

and nitrite for B. splendens of 7, 21 and 45 days of life at: 3.69; 6.12 and 13.29 mg/L (N-NH3 
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+ NH4
+
) and 5.15; 8.25 and 14.20 mg/L N-NO2

-
, respectively. Histological changes were 

observed in the gills as hyperplasia, lamellar fusion and detachment of the epithelium 

resulting from exposure contaminants. According to the results, B. splendens was tolerant to 

high concentrations of ammonia and nitrite in the aquatic environment. 

Key words: Ornamental fish, Nitrogenous compounds, toxicity, water quality. 

 

1. Introdução 
  

A aquicultura ornamental é uma atividade que tem destaque atualmente. É 

considerada uma das atividades mais lucrativas da área, além de receber constante destaque 

internacional pela descoberta e identificação de espécies ornamentais (Rossoni et al. 2014). 
 

O peixe ornamental Betta splendens é mundialmente conhecido devido a sua beleza 

exuberante e é considerado uma das espécies ornamentais de maior produção no mundo. É 

uma espécie de valor econômico notável e muito apreciada pelos produtores por seu sucesso 

reprodutivo (Verbeek et al., 2011). Ribeiro (2008) relata que uma unidade de produção de 

betas pode gerar até R$ 30 mil por hectare. 

No Brasil, a criação de peixes ornamentais tem como característica a baixa renovação 

de água, sendo considerada uma das principais causas de doenças e mortalidade neste tipo de 

criação, que quando não bem monitorado pode ocasionar variações bruscas na qualidade da 

água e favorecer uma condição de estresse para o animal (Zuanon, 2011). 
 

As intensificações das práticas aquícolas com o aumento das densidades de estocagem 

produzem proporcionalmente aumento dos resíduos nitrogenados. A amônia é o principal 

composto nitrogenado excretado pelos peixes e pode acumular-se no meio e reduzir a 

produtividade e o crescimento dos animais cultivados (Miron et al., 2011). 
 
 Em sistema de produção como o sistema de recirculação, o biofiltro é uma ferramenta 

fundamental para garantir a qualidade da água, em relação aos compostos nitrogenados, e o 

sucesso na produção. As bactérias do gênero Nitrosomonas e Nitrobacter colonizadas no 

biofiltro promovem a nitrificação, fazendo com que os compostos nitrogenados não se 

acumulem no sistema e causem prejuízos ao desempenho e a saúde dos peixes. (Kubitza, 

2006; Pedreira et al., 2009; Valenti et al., 2009). 
 

A sensibilidade a poluentes no meio aquático é espécie específica. Diferentes espécies 

de organismos aquáticos não têm a mesma sensibilidade a substâncias tóxicas, e podem 

apresentar alterações na tolerância nas diferentes fases de desenvolvimento (Ribeiro et al., 

2009). Sendo assim, as análises físico-químicas e os testes de toxicidade se complementam 

(Costa, 2008). 
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Os peixes apresentam estratégias de desenvolvimento conforme o meio em que 

habitam (Nakatani et al., 2001). O peixe Betta splendens pode sobreviver em águas com 

baixos níveis de oxigênio dissolvido devido ao órgão chamado labirinto, que permite ao 

animal respirar o oxigênio atmosférico (Wolfsheimer,2003; Boumendjel, 2006; Faria et al., 

2006). Entretanto, a formação do labirinto ocorre normalmente entre o 14° ao 28° dia de vida 

(Damazio, 1992). Dessa forma, a qualidade da água deve ser monitorada diariamente para não 

comprometer o desenvolvimento do órgão labirinto e o crescimento do animal. 
 

Os testes de toxicidade são desejáveis em atividades aquícolas, pois somente as 

análises químicas e físicas da água não são suficientes para estimar os seus efeitos nos 

organismos aquáticos (Key, 2007). Os testes de curta duração utilizam a mortalidade como 

observação final para determinação dos efeitos deletérios dos diferentes agentes tóxicos. 

Como produto final temos a estimativa da concentração que causa letalidade a 50% dos 

organismos testados em determinado tempo de observação (concentração letal mediana ou 

CL50). Estes testes também são empregados para indicar uma faixa adequada de concentração 

tóxica para testes de médio e longo prazo (APHA, 1992). 

 A histopatologia associada aos testes de toxicidade podem ser considerados um 

excelente método de comprovação de danos causados por estressores existentes no meio 

ambiente (Marcon et al., 2015). As análises histológicas e as análises realizadas por meio da 

microscopia eletrônica de varredura atuam como uma importante ferramenta para estimar o 

dano causado nas brânquias dos animais expostos as crescentes concentrações de amônia e 

nitrito. 

 O efeito tóxico agudo dos compostos nitrogenados, amônia e nitrito permanece 

desconhecido para o peixe ornamental B. splendens. Dessa forma, o presente estudo teve 

como objetivo estimar a concentração letal mediana (CL50) dos compostos nitrogenados, 

amônia e nitrito na produção do peixe ornamental B. splendens em três diferentes idades (com 

o órgão labirinto sem formação, em formação e já formado), assim como estimar os 

respectivos níveis de segurança e descrever as principais alterações histopatológicas visando o 

estabelecimento de valores máximos permitidos dos diferentes compostos nitrogenados no 

ambiente de produção da espécie. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

   2.1. Instalações e Condições Experimentais 

O trabalho foi desenvolvido no setor de maricultura do laboratório de aquacultura da 

Escola de Veterinária da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais utilizados no 
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experimento foram reproduzidos no laboratório de peixes ornamentais da mesma unidade e 

mantidos no laboratório de maricultura em caixas de polietileno de 100 litros (Fig.2), até 

atingirem a idade necessária para o estudo. As caixas foram abastecidas com água 

proveniente de poço artesiano, fotoperíodo de 12 horas, adaptadas com aeração por meio de 

difusores de ar. 
 

Os animais foram alimentados com artêmia recém-eclodida até o sétimo dia de vida, 

após este período a alimentação foi intercalada entre artêmia e ração comercial (Alcon Mini 

Beta - 45% proteína) 3 vezes ao dia. 

 

Figura 2. Caixas de manutenção dos animais. (Fonte: Próprio autor) 

 

 

2.2 Teste de alimentação com Betta splendens 

O objetivo do teste foi identificar se os animais permaneceriam vivos sem alimentação 

durante o teste agudo de 96 horas. Os testes foram realizados com 10 animais em béqueres de 

1 litro (animais com 7 dias de vida) e béqueres de 2 litros (animais de 21 e 45 dias de vida).  

A partir dos testes de alimentação, foi identificado que larvas de B. splendens com sete 

dias de vida sem alimentação por um período de 3 dias leva a 100% de mortalidade. Os 

animais de 21 dias de vida sem alimentação apresentaram 30% de mortalidade durante 96 

horas e os animais sobreviventes se apresentaram menos ativos quando comparado aos que se 

alimentaram uma vez ao dia. Já os animais de 45 dias de vida sobreviveram durante o teste de 

96 horas e se apresentaram mais ativos que os animais de 21 dias no mesmo teste e menos 

ativos em relação ao grupo que se alimentou uma vez ao dia.  

Sendo assim, para que o efeito do jejum não interferisse no resultado dos testes de 

toxicidade aguda com os compostos nitrogenados, foi elaborado um protocolo alimentar (Tab. 

1), onde os animais do experimento eram alimentados uma vez ao dia às 12:00 h, três horas 

antes da renovação do meio experimental (Fig. 3). 
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Tabela 1. Alimentação fornecida às formas jovens de Betta splendens diariamente durante os testes de 

toxicidade aguda com compostos nitrogenados.  Adaptado de Lombardi e Gomes (2008); Schütz et al. 

(2008). 

 Idade dos animais (mL) Náuplios de artêmia 

   (Unidades) 
    

 7 dias 3 156 

 21 dias 8 416 

 45 dias 15 780 

    

 

 

 
Figura 3. Animal de sete dias alimentado uma vez ao dia. (Fonte: Próprio autor) 

 

 

2.3. Testes de toxicidade aguda – CL50 

O experimento foi apresentado e aprovado pelo CEUA de acordo com o protocolo 

de nº 335/2016. 

 As concentrações de amônia e nitrito foram preparadas a partir de soluções estoque de 

amônia e nitrito, utilizando cloreto de amônio P.A. (Merck
®
) e o nitrito de sódio P.A. 

(Merck
®

), respectivamente. As concentrações definitivas de amônia e de nitrito (Tab.2) 

foram definidas por meio de testes toxicológicos agudos preliminares. 
 

Antes de dar início aos experimentos, os animais de cada idade foram aclimatados 

por 5 dias às condições do teste, quais sejam: temperatura (28°C), oxigênio dissolvido 

(6,12), pH (7,01), alcalinidade (90 mg-L CaCO3) e salinidade (0,09 ‰ ).  
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Tabela 2. Concentrações de amônia e nitrito utilizadas durante os experimentos de toxicidade aguda. 
Idade 

 

            

7d. 

 
 

0                                                  

(A1) 

35 

(A2) 

42 

(A3) 

50 

(A4) 

65 

(A5) 

80 

(A6) 

0 

(N19) 

25 

(N20) 

50 

(N21) 

75 

(N22) 

100 

(N23) 

125  

(N24) 

21d. 

 

0 

(A7) 

50 

(A8) 

65 

(A9) 

80 

(A10) 

87 

(A11) 

95 

(A12) 

0 

(N25) 

50 

(N26) 

75 

(N27) 

100 

(N28) 

125 

(N29) 

175  

(N30) 

45 d. 0                                       

(A13) 

125 

(A14) 

135 

(A15) 

145 

(A16) 

155 

(A17) 

165 

(A18) 

0 

(N31) 

120 

(N32) 

160 

(N33) 

200 

(N34) 

240 

(N35) 

280  

(N36) 

 

2.3.1 Teste de toxicidade aguda com amônia e nitrito- animais de 7, 21 e 45 dias 

de vida 

 Os testes de toxicidade aguda com peixes de 7 dias de idade, peso médio 0,036g  

foram realizados em béqueres de vidro com capacidade para 1 L. Para os animais de 21 e 45 

dias de vida foram utilizados béqueres de vidro com capacidade para 2 L, animais com peso 

médio de 0,0208g e 0,687g respectivamente.  Foram utilizados 10 peixes em cada unidade 

experimental, seguindo as normas da OECD (1992). Cinco concentrações crescentes de 

amônia e nitrito, mais o tratamento controle (sem adição do tóxico), todos em duplicata. Os 

testes de toxicidade foram realizados em três diferentes estufas de DBO (Fig. 4), uma para 

cada idade. Os valores médios das variáveis físico-químicas dos meios experimentais no 

início do experimento para os animas de 7, 21 e 45 dias de vida foram: temperatura 28 ± 

0,15°C; 28 ± 0,11°C; 28 ± 0,13°C;  pH 7,2 ± 0,2; 6,9 ± 0,4; 6,9 ± 0,1 oxigênio dissolvido 5,9 

± 0,28 mg/L; 6,2 ± 0,23 mg/L; 6,7 ± 0,27 mg/L e alcalinidade 77,5 ± 10,60 mg/L; 85,7 ± 12,0 

mg/L; 79,5 ± 9,45 mg/L. 

 

Figura 4: Estufas de DBO utilizadas durante o experimento. (Fonte: Próprio autor) 

Amônia Total mg-L Nitrito mg-L 
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 A mortalidade foi observada como parâmetro para avaliar a toxicidade dos 

nitrogenados. Nas primeiras 12 horas a mortalidade foi observada a cada 15 minutos, nas 12 

horas seguintes a cada 30 minutos. Após as primeiras 24 horas a mortalidade foi monitorada a 

cada hora. A mortalidade foi avaliada quando os animais não respondiam mais a estímulos 

realizados com a ponta de uma pipeta de Pasteur e permaneciam inertes no fundo do béquer 

sem movimento observável. Além disso, alterações comportamentais como, natação lateral e 

em espiral, dificuldades em buscar o ar atmosférico e perda de apetite também foram 

registradas ao longo do experimento. As mortalidades e as alterações comportamentais foram 

registradas em planilha. 

 

2.4.  Análise da água 

A cada 24 horas foram registrados de todas as unidades experimentais, os dados de 

pH, temperatura, salinidade, condutividade com pHmetro COMBO portátil (Hanna, modelo 

HI 98130) e  oxigênio dissolvido (OD) com o oxímetro portátil (Hanna, modelo HI 9146). 

Para as análises de amônia e nitrito foi coletada uma alíquota de 10 mL para análise no 

espectrofotômetro mono-feixe (HACH, modelo DR/2010) com a finalidade de verificar se as 

concentrações nominais (concentração desejada no estudo) não diferiram das concentrações 

reais (concentração realmente testada) dos tóxicos em virtude da precisão da preparação. Para 

análise da alcalinidade dos meios experimentais foi empregado o método descrito em APHA 

(2008). 

 

2.5. Cálculo da amônia não ionizada 
 

Para calcular a amônia não ionizada a partir das concentrações de amônia total, 

utilizou-se a equação de Emerson et al. (1975) baseada na temperatura e valores de pH obtida 

em cada experimento. 

 

 

 
 

 

Onde: 
 

T = Temperatura do meio (Cº)  

pH = pH do meio 
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2.6.  Estudo histológico 

 A análise histológica foi utilizada como ferramenta para detecção do efeito deletério 

causado às formas jovens de B. splendens expostos de forma aguda à amônia. 

Para o referido estudo foram coletados seis animais de cada idade nas diferentes 

concentrações testadas ao longo das 96 h de exposição aguda à amônia e ao nitrito (Fig.5). 

Foram coletados preferencialmente os animais que se apresentavam moribundos e nas 

concentrações onde não houve mortalidade de pelo menos 6 animais, foram feitas 

amostragens aleatórias para a realização do estudo histológico. 
 

Para o tratamento do material biológico foi utilizada a metodologia descrita por Luna 

(1968). De maneira resumida, os animais foram fixados inteiros em solução de Bouin (12 h) e 

transferidos para álcool 70%. Posteriormente, foi realizado o processamento histológico de 

rotina envolvendo os processos de desidratação, diafanização, inclusão dos animais inteiros 

em parafina, microtomia a 5 μm, montagem 

e a coloração dos cortes em lâmina de vidro por meio da técnica hematoxilina-eosina, 

possibilitando a diferenciação dos componentes teciduais e celulares. 
 
 Para a microscópia eletrônica de varredura os animais foram fixados em fixador de 

Karnovsky (modificado) por 12 horas. Após o período de fixação, os animais foram inseridos 

em solução tampão fosfato a 4°C. Posteriormente as amostras foram pós-fixadas em 1% de 

tetróxido de ósmio durante 2 h e lavadas em solução tampão de fosfato para dar início a 

desidratação em série graduada de etanol a 30, 50, 70, 80, 90% e mais três lavagens a 100% 

(10 min cada). Após a desidratação as amostras foram levadas ao secador de CO2 líquido, e 

em seguida montadas no stubs (suporte que leva as amostras ao microscópio eletrônico de 

varredura) e levadas para processo de metalização. Com as amostras preparadas foram 

iniciadas as análises no microscópio eletrônico de varredura. 

 

Figura 5. Animais coletados e preparados para histologia em microscopia ótica. (Fonte: próprio autor) 
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As alterações histopatológicas foram observadas qualitativamente de acordo com os 

estágios descritos por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994): 
 
 

 Estágio I, que não comprometem o funcionamento do órgão.   

 Estágio II, alterações severas e que prejudicam o funcionamento normal do órgão. 

 Estágio III, alterações muito severas e irreversíveis 

 
Tabela 3. Classificação das alterações histopatológicas das brânquias quanto ao tipo das lesões e dos  

estágios em que se inserem. Adaptada de Poleksic & Mitrovic-Tutundžic (1994). 
 

 Alterações branquiais Estágio 

   
 Hiperplasia do epitélio lamelar I 

 Fusão incompleta de várias lamelas I 

 Fusão completa de todas de várias lamelas II 

 Fusão completa de todas as lamelas I 

 Aneurisma lamelar II 

 Hipertrofia do epitélio lamelar I 

 Desprendimento epitelial I 

 Dilatação do seio sanguíneo I 

 Necrose III 

   

 

 

 

 

2.7 Análise Estatística   

Valores médios das variáveis físico-químicas da água foram comparados por ANOVA 

seguida pelo teste de Tukey utilizando o software Past. Versão 3.14. Os valores das CL50, em 

24, 48, 72 e 96h, e seus respectivos intervalos de confiança (95%), foram estimados com a 

utilização do “programa” Trimmed Spearman Karber method (Hamilton et al. 1977). Os 

níevis de segurança foram estimados de acordo com Sprague (1971). 

 

3.  RESULTADOS 
 

Não foram observadas diferenças significativas (p>0,05) em relação às variáveis 

físico-químicas da água (temperatura, oxigênio, alcalinidade, pH) quando comparados os 

tratamentos contendo amônia e nitrito em relação ao tratamento controle (Tab. 4) . 
 

Não foram observadas mortalidades em nenhum dos tratamentos controles. As 

concentrações reais de amônia e nitrito nas soluções testes não diferiram em mais de 5% das 

concentrações nominais utilizadas no estudo de toxicidade (Tab. 5, 6 e 7). 
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Tabela 4. Médias de temperatura, oxigênio dissolvido, potencial hidrogeniônico (pH) e 
alcalinidade (mg. L-1 de Ca CO3) nos tratamento de toxicidade aguda da amônia e do nitrito em 
Betta splendens durante 96h de teste. 
Tratamentos T(ºC) OD (mg/L) pH Alcalinidade.  

      

7 (A 1)
 ns

 27,8  5,88   6,83   70    

7(A 2)
 ns

 28,2  6,12   6,74   76    

7 (A 3)
 ns

 28,1   5,98   6,98   77    

7 (A 4)
 ns

 27,4   6,02   6,88   85    

7 (A 5)
 ns

 27,5   6,11   7,01   90    

7 (A 5)
 ns

 26,9   5,89   7,12   75   

21 (A 7)
 ns

 27,7   6,02   6,82   97    

21 (A 8)
 ns

 28,2   6,06   6,95   85   

21 (A 9)
 ns

 27,8  6,04   6,78   90    

21 (A 10)
 ns

 28,2   5,91   7,01   95    

21 (A 11)
 ns

 27,1   5,96   7,02   93    

21 (A 12)
 ns

 28,0   6,12   6,88   88    

45 (A 13)
 ns

 27,4   6,11   7,12   85    

45 (A 14)
 ns

 27,5   6,06   7,08   80    

45 (A 15)
 ns

 27,8   5,95   6,78  95    

45 (A 16)
 ns

 27,3   5,89   7,09   90    

45 (A 17)
 ns

 27,9   6,01   6,77   75   

45 (A 18)
 ns

 28,2   6,03   6,82   60    
      

Tratamentos T(ºC) O2(mg/L) pH Alcalinidade (N-NH3 + NH4
+
) mg-L 

       

7 (N 19)
 ns

 28,3  5,98   6,75   94   0,042   

7 (N 20)
 ns

 28,0   5,86   7,02   85  0,037   

7 (N 21)
 ns

 28,1   6,13   7,13   100   0,040   

7 (N 22)
 ns

 27,8   5,97   6,78   109   0,038   

7 (N 23)
 ns

 28,1   6,10   6,56   103   0,034   

7 (N 24)
 ns

 27,6   6,09   6,78   85   0,028   

21 (N 25)
 ns

 28,2   6,02   6,46   98   0,037   

21 (N 26)
 ns

 28,0   5,89   6,91   111  0,028   

21 (N 27)
 ns

 27,7   6,04   6,76   105   0,062   

21 (N 28)
 ns

 27,9   5,98   7,01   98  0,041   

21 (N 29)
 ns

 27,6   6,16   6,55   87   0,031  

21 (N 30)
 ns

 27,8   6,17   6,84   95   0,029   

45 (N 31)
 ns

 27,9   5,97   6,76   92  0,029   

45 (N 32)
 ns

 27,8   6,03   6,73   95   0,027  

45 (N 33)
 ns

 28,1   6,04   6,43   107   0,033   

45 (N 34)
 ns

 28,2   5,87   7,07   105   0,025   

45 (N 35)
 ns

 28,0   6,11  6,96   120   0,037   

45 (N 36 )
 ns

 27,9   6,10   6,82  a 110   0,035   

ns
 – Não significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 
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Tabela 5 – Valores médios da concentração nominal e real para a amônia total (N-NH3 + NH4
+
) e nitrito 

(N-NO2) durante 96h de experimento de toxicidade aguda com Betta splendens com sete dias de vida . 

Contaminantes    Concentrações    

Amônia Total     

(mg-L) 

 

Nominal 

Real 

0 

0 

35 

36,710,84 

a 

42 

43,360,33 b 

50 

47,111,01 

c 

65 

63,100,91 d 

80 

81,910,58 e 

Nitrito              

( mg-L) 

Nominal 
Real 

0 

0 

25 

26,130,23 a 

50 

52,130,81 b 

75 

71,240,76 

c 

100 

101,110,84 

d  

125 

127,871,15 

e 

Médias ± desvio-padrão seguidas de letras iguais, nas linhas, não diferem entre si a 5% de probabilidade. 

 

 
Tabela 6– Valores médios da concentração nominal e real para amônia total (N-NH3 + NH4

+
) e nitrito (N-

NO2) durante 96h de experimento de toxicidade aguda com Betta splendens com 21 dias de vida .  
Contaminantes    Concentrações    

Amônia Total 

(mg-L) 

 

Nominal 

Real 

0 

0 

50 

47,270,73 a 

65 

68,230,82 b 

80 

76,871,33 c 

87 

89,10,59 d 

95 

99,730,91 e 

Nitrito (mg-L) Nominal 

Real 

0 

0 

50 

51,720,25 a 

75 

72,480,46 b 

100 

97,770,77 c 

125 

127,231,25 

d 

175 

170,411,03 e 

Médias ± desvio-padrão seguidas de letras iguais, nas linhas, não diferem entre si a 5% de probabilidade. 

 

 
Tabela 7 – Valores médios da concentração nominal e real para a amônia total (N-NH3 + NH4

+
) e nitrito 

(N-NO2) durante 96h de experimento de toxicidade aguda com Betta splendens com 45 dias de vida. 
Contaminantes    Concentrações    

Amônia Total 
(mg-L) 

 

Nominal 
Real 

0 
0 

125 

122,341,10 a 

135 

140,10,76 b 

145 

144,321,51 c 

155 

159,340,65 d 

165 

162,980,52 e 

Nitrito (mg-L) Nominal 

Real 

0 

0,01 

120 

119,400,38 a 

160 

156,460,93 b 

200 

202,311,04 c 

240 

238,790,99 d 

280 

277,450,86 e 

Médias ± desvio-padrão seguidas de letras iguais, nas linhas, não diferem entre si a 5% de probabilidade. 

   

        Foi possível observar o efeito da toxicidade da amônia e do nitrito já nas primeiras 24 h 

de exposição. Os animais de sete dias de vida expostos à amônia apresentaram 15% de 

mortalidade na concentração de 35 mg-L, 60% de mortalidade na concentração de 65 mg-L e 

100% de mortalidade na concentração de 80 mg-L, ao final do teste os animais expostos a 35 

mg-L apresentaram 70% de sobrevivência. Os animais da mesma idade expostos ao nitrito 

apresentaram mortalidade de 85% na concentração de 125 mg-L e apresentaram 40 % de 

sobrevivência ao final das 96h de teste aguda na concentração de 35 mg-L (Tab. 8 e 9). Já 

para os animais de 21 dias de vida a mortalidade total em 24 horas foi observada na maior 

concentração 95 mg-L (N-NH3 + NH4
+
) e para o nitrito a mortalidade total em 24 horas 
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ocorreu na concentração de 100 mg-L (Tab. 10 e 11). Similar aos animais de 7 dias de vida 

expostos à amônia, os animais de 45 dias de vida apresentaram 15% de mortalidade na 

concentração de 135 mg-L, 60% na concentração de 155 mg-L e  100% de mortalidade na 

concentração de 165 mg-L, já os animais da mesma idade expostos ao nitrito apresentaram 

100% de mortalidade em 24h de teste na maior concentração 280 mg-L (Tab. 12 e 13).  As 

concentrações letais medianas foram estimadas a partir das mortalidades observadas para cada 

tratamento testado durante 96h de teste, foram estimadas a CL50 para 24, 48, 72 e 96 horas  e 

o nível de segurança para cada idade do peixe ornamental B. splendens de acordo com 

Sprague (1971) (tab.14). 

 

Tabela 8. Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 7 dias de vida expostos a várias concentrações 
de amônia durante 96 h e valores de CL50 de amônia total e gasosa e seus respectivos intervalos de confiança 
entre parênteses. 
Tempo de Exposição 

(h)  

      CL50  amônia           

(N-NH3 + NH4
+) 

CL50 amônia       

(N-NH3) 

 0.0 35 42 50 65 80 (mg-L)           (mg-L) 

24 0 15 0 0 60 100 55,54 (50,44 – 61,16) 0,61 (0,55 – 0,67) 

48 0 30 30 95 100 100 44,32 (42,62 – 46,07) 0,49 (0,47 – 0,51) 

72 0 30 100 100 100 100 36,87 (35,54 – 38,56) 0,41 (0,39 – 0,42) 

96 0 30 100 100 100 100 36,87 (35,54 – 38,56) 0,41 (0,39 – 0,42) 

 
 
Tabela 9. Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 7 dias de vida expostos a várias concentrações de 
nitrito durante 96 h e valores de CL50 de nitrito e seus respectivos intervalos de confiança entre parênteses. 

 Tempo de Exposição       CL50 nitrito 
 

(h) 
     

(N-NO2)         

  0.0 35 50 75 100 125  (mg-L) 

 
         

 24 0 0 0 0 0 85  114,03 (111,25 - 116,87) 

 48 0 0 10 85 100 100  61,06 (55,68 - 66,95) 

 72 0 25 35 100 100 100  51,55 (39,78 -  66,79) 

 96 0 60 100 100 100 100  Não calculado 
          

 

Tabela 10.Percentual de mortalidade (%) de Betta splendens com 21 dias de vida expostos a várias 
concentrações de amônia durante 96 h e valores de CL50 de amônia total e gasosa e seus respectivos intervalos 
de confiança entre parênteses. 
Tempo de Exposição 

(h)  

      CL50  amônia           

(N-NH3 + NH4
+) 

CL50 mônia   (N-

NH3) 

 0.0 50 65 80 87 95 (mg-L) (mg-L) 

24 0 0 0 0 0 100 90,91 (87,77– 91,28) 1,001(0,97 - 1,004) 

48 0 5 5 85 35 100 73,89 (71,52 – 76,34) 0,81 (0,79- 0,84) 

72 0 20 20 85 100 100 67,54 (66,67 – 68,78) 0,74 (0,67 - 0,76) 

96 0 40 50 85 100 100 61,19 (49,08 – 76,28) 0,67 (0,54 - 0,42) 

 

 

Amônia (N-NH3 + NH4
+)  mg-L 

Nitrito (N-NO2) mg-L 
 

Amônia (N-NH3 + NH4
+)  mg-L 
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Tabela 11. Percentual de mortalidade (%) de  Betta splendens com 21 dias  de vida  expostos  a várias  

concentrações de nitrito durante 96 h e valores de CL50 de nitrito e seus respectivos intervalos de confiança entre 

parênteses. 

Tempo de Exposição 

(h)  

      CL50  nitrito                   

(N-NO2) 

 0.0 50 75 100 125 175 (mg-L) 

24 0 0 0 40 10 100 129,85 (121,39 - 138,90) 

48 0 0 0 65 100 100 94,70 (89,68 - 100,00) 

72 0 35 25 100 100 100 82,55 (71,74 - 91,98) 

96 0 70 100 100 100 100 Não calculado 

 
Tabela 12.  Percentual de  mortalidade  (%)  de  Betta  splendens com 45 dias de vida expostos a várias 
concentrações de   amônia durante 96 h e valores de CL50 de nitrito e seus respectivos intervalos de confiança 
entre parênteses. 

Tempo de Exposição 

(h)  

      CL50  amônia 

(N-NH3 + NH4
+
) 

CL50 mônia      

(N-NH3) 

 0.0 125 135 145 155 165 (mg-L) (mg-L) 

24 0 0 15 0 60 100 152,88 (151,98 - 153,79) 1,69 (1,67– 1,69) 

48 0 35 40 10 100 100 152,48 (152,34 - 152,88) 1,68 (1,67 – 1,69) 

72 0 40 45 40 100 100 152,04 (151,55 - 152,79) 1,67 (1,66 – 1,68) 

96 0 40 50 60 100 100 132,94 (126,88 - 139,39) 1,46 (1,40 – 1,53) 

 
Tabela 13. Percentual de mortalidade (%) do Betta splendens com 45 dias de vida exposta a várias 

concentrações de nitrito (N-NO2) durante 96 h e valores de CL50 do nitrito e seus respectivos intervalos de 

confiança entre parênteses. 
Tempo de Exposição 

(h)  

      CL50  nitrito                   

(N-NO2) 

 0.0 120 160 200 240 280 (mg-L) 

24 0 0 0 0 0 100 259,23 (252,88 – 261,31) 

48 0 0 0 0 95 100 220,94 (217,35 – 224,59) 

72 0 0 35 85 100 100 166,94(157,08 – 177,92) 

96 0 5 75 100 100 100 141,96 (135,60 – 148,62) 

 

 
Tabela 14 – Níveis de Segurança de amônia (total, não ionizada) e nitrito para Betta splendens em 
três diferentes idades. 

Nível de segurança Animais (7 dias) Animais ( 21 dias) Animais (45 dias) 

Amônia Total (mg/L) 3,69 6,12 13,29 

Amônia Gasosa (mg/L) 0,04 0,07 0,15 

Nitrito (mg/L) 5,15 8,25 14,20 

 

As lesões observadas durante o teste agudo de amônia e nitrito e a frequência em 

que ocorreram foram mostradas nas tabelas 15 e 16.

Nitrito (N-NO2) mg-L 

 

Amônia (N-NH3 + NH4
+)  mg-L 

Nitrito (N-NO2) mg-L 
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Tabela 15. Alterações histológicas encontradas nas brânquias de Betta splendens expostas as crescentes concentrações de Amônia 
 

 

      Concentração (N-NH3 + NH4
+
)  mg-L       

   7 dias     
21 
dias     

45 
dias   

                

Lesão nas brânquias 35 42 50 65 80 50 65 80 87 95 125 135 145 155 165 
                

Hiperplasia do epitélio lamelar 0 + + + 0+ 0 0+ 0+ + + 0+ + + + + 

Fusão incompleta de várias lamelas + ++ ++ ++ +++ + ++ + + + ++ +++ + + +++ 

Fusão completa de todas as lamelas 0 0 0 0 + 0 0 0 0 + 0 0 0+ 0+ + 

Fusão completa de várias lamelas + + 0 0 ++ 0 0 0+ + 0+ 0 0 0+ + ++ 

Aneurisma lamelar 0 0 0 0 0 0 0 0 0+ 0 0 0 0 0 0 

Hipertrofia do epitélio lamelar 0 0 + + + 0 0 0+ 0+ 0+ 0+ + 0+ + + 

Desprendimento epitelial ++ ++ ++ +++ ++ 0+ ++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++ 

Dilatação do seio sanguíneo 0+ 0 0 0+ + + 0+ + ++ 0+ 0+ 0+ 0+ + + 

Necrose 0 0 0 0 0+ 0 0 0 0 0+ 0 0 0+ 0+ 0+ 

                

0= ausente; 0+ = raro; + pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente 
 

* Brânquias de cinco animais de cada concentração foram escolhidas aleatoriamente. As lesões foram contadas e a média de cada lesão foi 

usada como parâmetro para explicar a frequência das alterações. (0-5) raro; (5-10) pouco frequente; (10-15) frequente; > 15 muito frequente. 
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Tabela 16. Alterações histológicas encontradas nas brânquias de Betta splendens expostas as crescentes concentrações de nitrito. 
 

       Concentração (N-NO2) mg-L      

   7 dias     21 dias     45 dias   

                

Lesão nas brânquias 25 50 75 100 125 50 75 100 125 175 120 160 200 240 280 
                

Hiperplasia do epitélio lamelar 0 0 0+ + 0+ 0 0+ 0+ + + 0+ + + + + 

Fusão incompleta de várias lamelas ++ ++ ++ ++ ++ 0+ + + + + ++ +++ + + ++ 

Fusão completa de todas as lamelas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0+ 0 0 0+ 0+ + 

Fusão completa de várias lamelas +++ + 0 0 ++ 0 0 0 0+ 0+ 0 0 0+ + + 

Aneurisma lamelar 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Hipertrofia do epitélio lamelar 0 0 + + + 0 0 0+ 0+ 0+ 0+ + 0+ 0+ + 

Desprendimento epitelial ++ ++ ++ +++ ++ + ++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ 

Dilatação do seio sanguíneo 0+ 0 0 0+ + 0 0 0+ 0 0+ 0+ 0+ 0+ + + 

Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

                

0= ausente; 0+ = raro; + pouco frequente; ++ = frequente; +++ = muito frequente 
 

* Brânquias de cinco animais de cada concentração foram escolhidas aleatoriamente. As lesões foram contadas e a média de cada lesão foi 

usada como parâmetro para explicar a frequência das alterações. (0-5) raro; (5-10) pouco frequente; (10-15) frequente; > 15 muito frequente.
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 No presente estudo não foram observadas alterações nas brânquias dos animais 

expostos ao tratamento controle (Fig 6. A,C,E). Já nos animais de sete dias exposto a 80 mg-L 

N-NH3+NH4
+
 foi observado hiperplasia e fusão lamelar (Fig 6. B). Foi observado elevação 

epitelial nos animais de 21 dias de vida a partir da concentração de 50 mg-L N-NH3+NH4
+
 e a 

partir de 135 mg-L de amônia total nos animais de 45 dias. Entretanto, essas alterações foram 

observadas em maior quantidade nas maiores concentrações conforme figura 6 D e 6 F.  

  Alterações histológicas como aneurisma, proliferação celular, destacamento do 

epitélio, edema intersticial, dilatação capilar, perda da integridade da lamela, necrose, 

hiperplasia também foram encontradas neste estudo (Fig.6).  

 

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

 

Controle     Tratadas 

7 dias 

21 dias 

45 dias 

A B 

C D 

E F 



 
 

46 
 

Figura 6. Fotomicrografias de brânquia de juvenis de Betta splendens expostos a concentrações 

agudas de amônia de 24 a 96 h. Coloração hematoxilina, eosina. A, C e E Brânquias de peixe do 

grupo controle com 7, 21 e 45 dias de vida respectivamente exibindo brânquias em formação, lamela 

primária (LP) e lamela secundária (LS). B,D e F Brânquias de betta com sete dias de vida exposto a 80 

mg-L N-NH3 + NH4
+
, brânquias de betta com 21 dias de vida exposto a 95 mg-L N-NH3 + NH4

+
 e 

brânquias de betta com 45 dias de vida exposto a 165 mg-L N-NH3 + NH4
+
  respectivamente. Observe 

as alterações branquiais dos animais expostos à amônia, fusão lamelar (seta preta), aneurisma (círculo 

preto), desprendimento epitelial (cabeça de seta preta),  dilatação capilar (traço), aumento da célula de 

cloreto (seta branca), perda da integridade da lamela e necrose (seta branca). Barras: 50 µm. Aumento: 

A, C -10x; B - 20x; D, E,F - 40x. 

 

 Os animais de 21 dias do tratamento controle apresentaram brânquias com lamelas 

primárias e secundárias bem definidas e a superfície epitelial bem organizada (Fig. 7A e 7B). 

Na figura 2B observam-se células pavimentosas com aspecto mais homogêneo e alguns 

limites celulares visíveis, enquanto que em outras regiões da brânquia, animais expostos a 95 

mg-L N-NH3 + NH4
+
  (Fig. 7D) esses limites celulares são poucos definidos por depressões 

entre as células, os filamentos branquiais primários e secundários tem um aspecto mais rugoso 

e apresentam descamação nas lamelas devido a fragilidade do tecido quando comparado ao 

grupo controle (Fig. 7C). 

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

  

 

 

 

 

 



 
 

47 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Micrografia eletrônica de varredura da superfície do epitélio branquial do peixe Betta 

splendens. Animais de 21 dias A e B tratamento controle. C e D animais expostos ao tratamento com 

95 mg-L N-NH3 + NH4
+
 (amônia total). Células pavimentosas bem definidas nas lamelas primárias e 

secundárias (setas). (CP) células pavimentosas. A e C aumento x260, barra 43 μm. B e D aumento 
x2000, barra 6 μm. 

 

 As brânquias nos indivíduos de 45 dias de vida do tratamento controle (Fig. 8A e B) 

seguiram a morfologia padrão para espécies de teleósteos, o que demonstra uso de indivíduos 

sadios e sem registro de qualquer alteração morfológica. Já as análises histológicas dos 

indivíduos expostos à 165 mg-L N-NH3 + NH4
+
 (Fig 8 C e D) apresentaram uma 

desorganização nas lamelas secundárias, com bordas irregulares e aumento de volume quando 

comparado ao grupo controle.         
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 Figura 08: Micrografia eletrônica de varredura da superfície do epitélio branquial do peixe 

Betta splendens animais de 45 dias de vida. A e B grupo controle. C e D animais tratados com 165 

mg-L N-NH3 + NH4
+
.  B as células pavimentosas das lamelas primárias (seta) e lamelas secundárias 

(setas claras) apresentam suave delimitação sem micropregas o que é evidente em D nas lamelas 

secundárias (setas claras) as lamelas primárias apresentam as células pavimentosas bem delimitadas. A 

e C aumento x260, barra 43 μm. B e D aumento x2000, barra 6 μm    

            

 Em relação ao comportamento os animais expostos as crescentes concentrações de 

nitrito se apresentaram mais debilitados nas primeiras 24 horas em relação ao grupo controle, 

os animais apresentaram natação erradica, lentidão para capturar o ar atmosférico, respiração 

ofegante, não se alimentaram e permaneceram inertes no fundo dos béqueres. No referido 

estudo entre 24 e 48 horas os animais expostos nas concentrações de 50 mg-L N-NO2 animais 

de sete dias, 75 e 100 mg-L N-NO2 animais de 21 dias e 160 e 200 mg-L N-NO2 animais de 

45 dias apresentaram mudanças comportamentais comparadas ao comportamento observado 
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no inicio do experimento, os animais começaram a se alimentar e a nadar normalmente. Já 

após 24 horas, nas concentrações de 125mg-L animais de 7 dias, 175 mg-L animais de 21 dias 

e 280 mg-L animais de 45 dias apresentaram taxa de mortalidade de 75%, 100%, 100% 

respectivamente. 

Não foram observadas alterações nas brânquias dos animais expostos ao tratamento 

controle (Fig 9. A,C,E).  

As alterações observadas nos animais expostos as crescentes concentrações de nitrito 

foram fusão lamelar, hiperplasia, proliferação celular e desprendimento do epitélio (Fig 9). 

Desprendimento do epitélio, fusão lamelar e hiperplasia foram as lesões mais encontradas nos 

animais amostrados em todas as concentrações. Menos frequente nos animais expostos às 

menores concentrações e mais frequente com o aumento das concentrações de nitrito para as 

três idades. 
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Figura 9. Brânquias de peixes Betta splendens expostas a diferentes concentrações de N-NO2 durante 

96h de teste agudo. Coloração hematoxilina, eosina. A, C e E Brânquias  de peixe  do grupo controle 

com 7, 21 e 45 dias de vida respectivamente exibindo brânquias em  formação, lamela primária (LP) e 

lamela secundária (LS). B Brânquias de B. splendens com  sete dias de vida exposto a 125 mg/L N-

NO2. C brânquias de B. splendens  com 21 dias de vida exposto  a 175 mg/L N-NO2. D brânquias de 

B. splendens com 45 dias de vida exposto a mg/L 280  de N-NO2. Observe  as  alterações  branquiais 

dos  animais expostos a nitrito,  fusão lamelar total  e hiperplasia (seta branca), desprendimento 

epitelial (cabeça de seta preta),  proliferação celular (círculo branco). A,B,C,E, F barras: 50 µm. D 

barra 50 µm. Aumento: A, B- 10x; C, E – 20x; D, F – 40x        

        

 Na (Fig. 10) é possível observar as células pavimentosas bem delimitadas. Na (Fig. 10 

A e 10 B) as células pavimentosas possuem aspecto mais homogêneo quando comparada as 

Controle     Tratadas 

7 dias 

21 dias 

45 dias 

A B 

C D 

E F 
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células pavimentosas das brânquias dos animais expostos a 280mg/L N-NO2., que além de 

apresentar a superfície mais enrugada  apresenta também células sanguíneas protuberantes na 

superfície das lamelas (Fig. 10C, 10D, 11A e 11B). 

 

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

Figura 10: Micrografia eletrônica de varredura da superfície do epitélio branquial do peixe Betta 
splendens animais de 45 dias de vida. A e B grupo controle, (sem adição de nitrito). C e D animais 
tratados com 280 mg/L N-NO2. Em A e B é possível observar o nítido contorno das células 
pavimentosas (CP) com poucas micropregas dando um aspecto mais liso a membrana e a presença de 
uma célula de cloreto (CC, seta preta). Em C e D as células pavimentosas também apresentam 
contorno nítido com liberação de células sanguíneas, presença de saliências nas células pavimentosas 
(setas claras). A e C aumento x1000, barra 12 μm. B e D aumento x2000, barra 6 μm   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

52 
 

 
 
            
            
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Micrografia eletrônica de varredura da superfície do epitélio branquial do peixe Betta 

splendens animais de 45 dias de vida. A e B animais tratados com 280 mg/L N-NO2. É possível 

observar contorno das células pavimentosas (CP) com maior protuberância (seta), células com aspecto 
mais rugoso (cabeça de seta clara), células pavimentosas com liberação de células sanguíneas (círculo 
branco), espaço interlamelar pouco visível (traço preto). A aumento x3000, barra 3,75 μm. B aumento 
x1000, barra 12 μm. 

        

4. DISCUSSÃO 

 

 Os parâmetros de qualidade de água analisados neste estudo se encontravam em 

conformidade com as condições de cultivo e criação de peixes tropicais em geral (Huet, 

1983). Os valores de temperatura ficaram entre os desejados para cultivo de B. splendens, que 

varia entre 23ºC a 34ºC (Sugai, 1993). Da mesma forma o valor de pH  estava dentro dos 

limites ideais para a produção do beta que é de 6,8 a 7,2 (Parisi, 2017). Já os valores de 

oxigênio estiveram quase em sua maioria superiores a 6mg-L, ideais para garantir um bom 

desenvolvimento dos peixes (Cyrino et al., 2012).   

 Os compostos nitrogenados são considerados compostos tóxicos sendo encontrados 

naturalmente em ambientes aquáticos. Podem ter sua concentração aumentada pela 

decomposição de matéria orgânica, pela adição de fontes antropogênicas como despejo de 

efluentes, excesso de ração (aquicultura) e pela rota metabólica dos animais aquáticos. A 

amônia é o principal produto nitrogenado excretado pela maioria dos organismos aquáticos. 

De acordo com Handy e Poxton (1993), a amônia representa geralmente 75-90% da excreção 

nitrogenada. 

 Numerosos estudos relatam os efeitos da toxicidade de compostos nitrogenados em 

peixes de água doce (Arillo et al., 1984; Hilmy et al., 1987; Knudsen e Jensen, 1997; Alcaraz 
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e Espina, 1997; Vedel et al., 1998; Huang e Chen, 2002; Huertas et al., 2002; Grosell e 

Jensen, 1999; Lin e Chen, 2003, Kroupova et al., 2008; Miron et al., 2008).  No entanto, a 

carência de conhecimento da toxicidade gerada por compostos nitrogenados em peixes 

ornamentais é preocupante. Os valores de CL50 são empregados para comparar a tolerância 

das diferentes espécies frente a intoxicação por elementos e compostos químicos. As tabelas 

17 e 18 mostram o efeito letal causado pela amônia e pelo nitrito sobre peixes em diferentes 

fases de desenvolvimento. 

 

Tabela 17. Diferentes resultados de CL50 ( nitrito)  de acordo com os parâmetros, peso, tamanho, 

temperatura e pH. 

Espécie Tamanho 

(cm) 

Peso 

(g) 

Temp 

 (C
0
) 

pH CL50 

mg/L NO2 

Autor 

Brycon cephalu  

(matrinxã) 

- 90±5 25 6,8 0,86 Avilez et al. 

(2004) 

Betta splendens 

(betta) 

0,4 0,036 28 7,2 51,55 Presente estudo 

Betta splendens 

(betta) 

0,8 0,208 28 7,2 82,55 Presente estudo 

Betta splendens 

(betta) 

2,1 0,687 28 7,2 166,94 Presente estudo 

Ctenopharyngodon idella 

(Carpa capim) 

- 0,045 22 8,4 10,6 Alcaraz e Espina 

(1997) 

Oreochromis niloticus 

(Tilápia) 

4,9 1,8 25 7,94 28.18 Yanbo et al. 

(2006) 

 Siganus rivulatus 

(Macua) 

8,6 8,1 27 8,02 105 Saoud (2014) 

 

A toxicidade da amônia para peixes depende em grande parte da concentração de 

amônia não ionizada no meio aquático.  Em elevadas temperaturas e com o pH mais alto, a 

fração de amônia não ionizada ou gasosa (NH3)  aumenta causando toxicidade aos peixes 

(Arana, 1997).  A forma não ionizada da amônia é de natureza lipofílica. Tal característica 

permite que ela se difunda por meio do epitélio branquial causando uma série de lesões que 

podem levar a morte do animal (Roumieh et al., 2012).  

 Tabela 18. Diferentes resultados de CL50 (amônia) de acordo com os parâmetros, peso, 

tamanho, temperatura e pH. 
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Espécie Tamanho 

(cm) 

Peso 

(g) 

Temp 

 (C
0
) 

pH CL 50 

mg/L N-NH3 

Autor 

Abramis brama 

(brema) 

11,1 15,8 12,6 7,75 0,41 Ball (1987) 

Betta splendens 

(betta) 

0,4 0,036 28 7,2 0,41 Presente estudo 

Betta splendens 

(betta) 

0,8 0,208 28 7,2 0,67 Presente estudo 

Betta splendens 

(betta) 

2,1 0,687 28 7,2 1,46 Presente estudo 

Oreochromis niloticus 

(tilápia) 

- 12,6 30 7,58 0,98 Evans et al. (2006) 

Oncorhynchus mykiss 

(truta-arco-íris) 

- 10,9 3,6 7,7 0,26 Athur et al. (1987) 

Oreochromis niloticus 

(tilápia) 

- 10,11 23 7,2 7,39 Benli  e Köksal  

(2005) 

Perca Fluviatilis 

(Perca) 

10,1 14,0 10.1 7,75 0,29 Ball (1987) 

Piaractus mesopotamicus 

(pacu) 

1,6 1,2 15 7,0 0,009 Barbieri e Doi. 

(2013) 

Piaractus mesopotamicus 

(pacu) 

1,6 1,2 20 7,0 0,012 Barbieri e Doi 

(2013) 

Piaractus mesopotamicus 

(pacu) 

1,6 1,2 25 7,0 0,014 Barbieri e Doi 

(2013) 

Rhamdia quelen 

(jundiá) 

- 11,04 24 6,0 0,44 Miron et al. (2008) 

Rhamdia quelen 

(jundiá) 

- 11,07 24 7,0 1,45 Miron et al. (2008) 

Rhamdia quelen 

(jundiá) 

- 11,04 24 8,2 2,09 Miron et al. (2008) 

Rutilus rutilus 

(pardelha) 

8,8 8,6 11,9 7,86 0,35 Ball (1987) 

 

 

De acordo com Pillay e Kutty (2005) os níveis de metabólitos dissolvidos (amônia e 

nitrito) no ambiente aquícola são preocupantes e possuem importância principalmente em 

sistemas intensificados de cultivo, em sistemas fechados e durante o transporte de animais 

vivos, pois a presença desses compostos demanda atenção mesmo em baixas concentrações. 

Assim, concentrações inferiores a 0,5 mg-L de amônia não ionizada, 1 mg-L de nitrito para 
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peixes marinhos e 0,1 mg-L de nitrito para peixes de água doce podem interferir no cultivo de 

animais aquáticos. 

 De acordo com Martinez et al. (2006), a concentração de 0,16 mg-L de amônia não 

ionizada podem afetar o desenvolvimento, reprodução e crescimento de espécies neotropicais.  

Já Boyd e Tucker (1998) estabeleceram limites de amônia total para viveiros entre 2,0 a 3,0 

mg-L e de 0,4 a 2,0 mg-L de amônia não ionizada (NH3) para a maioria dos peixes e 

crustáceos de águas quentes. 

Muitos autores têm estudado a toxicidade da amônia em peixes teleósteos. Ostrensky  

e  Brugger  (1992) encontraram o valor de 0,80 mg-L de N-NH3 para alevinos de Odontesthes 

argentinensis (peixe rei). Sampaio e Minillo (2000) também estudaram larvas de Odontesthes 

argentinensis de 15 dias de idade, estes autores determinaram a CL50 entre 0,73 e 0,96 mg-L 

de N-NH3. Já Pietras (2006) avaliou a toxicidade da amônia não ionizada em alevinos de cará 

(Cichlasoma facetum) com peso médio de 1,56 g e comprimento médio de 4,29 cm. O 

referido autor estimou uma CL50 (96 h) de 2,95 mg-L N-NH3. 

 Martinez  et  al.  (2006)  estimaram a  CL50 (24h) N-NH3 para  lambari do  rabo  

amarelo (Astyanax bimaculatus) de 11,83g, Pacu (Colossoma macropomus) de 22,93g e 

Curimba (Prochilodus lineatus) de 13,15g. Os autores encontraram como resultado os valores 

de 0,66 mg-L, 0,85 mg-L e 0,74 mg-L N-NH3 respectivamente. Comparando esses valores 

com os resultados de CL50 (24H) encontrados no estudo, 1,69 mg-L N-NH3 (animais 45 dias), 

1,00 mg-L N-NH3 (animais 21 dias) e 0,61 mg-l NH3 (animais de sete dias) evidenciam maior 

tolerância da espécie B. splendens frente a exposição à amônia não ionizada. 

  Miron et al. (2008) trabalharam om juvenis de jundiá, Rhamdia quelen e estimaram a 

concentração de 0,01mg-L N-NH3 segura para o crescimento e desenvolvimento do animal. 

De acordo com os autores concentrações de 0,22 e 0,42 mg-L N-NH3 em pH 8,2 apresentam 

uma relação negativa significativa entre sobrevivência, comprimento, ganho de peso diário, 

taxa de crescimento padrão e biomassa por tanque de juvenis de jundiá. Oliveira et. al. (2008) 

trabalharam com o peixe ornamental do Amazonas cardinal tetra (Paracheirodon axelrodi) 

com peso de 0.07 ± 0.002 g e estimaram a CL 50 de N-NH3 em 0,36 mg/L N-NH3.  

Os resultados de CL50 (96h) estimados no presente estudo para animais de 7, 21 e 45 

dias foi de 0,41; 0,67; 1,46 mg-L de N-NH3, respectivamente. Estes valores diferem do valor 

relatado por Ruffier et al. ( 1981) que sugere um valor próximo de 0,82 mg-L de CL50 (96h) 

de N-NH3 para os teleósteos dulcícolas em geral. Entretanto, os valores encontrados no 
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estudo para as idades de 21 e 45 dias de vida estão dentro da faixa de amônia tóxica relatadas 

por Queiroz et al. (2007), entre 0,6 e 2,0 mg-L N-NH3, para a maioria das espécies cultivadas. 

Comparando todos os valores já apresentados de CL50 ao obtido no presente estudo (B. 

splendens com 7 dias vida, 0,036g = 0,41 mg-L N-NH3). Pode-se dizer que apesar do menor 

tamanho, a tolerância do beta à intoxicação causada pela amônia é considerada elevada 

mesmo nos primeiros dias de vida. O tamanho pode influenciar a tolerância do peixe à 

amônia, já que peixes menores são expostos a uma dosagem mais elevada por unidade de 

peso corporal do que peixes maiores, possuem uma maior relação superfície:volume e os 

peixes nas primeiras fases de desenvolvimento são normalmente mais suscetíveis à 

intoxicação por poluentes (Piedras et al., 2006). O estudo com as diferentes idades de  B. 

splendens corrobora o que fora descrito, tanto para a intoxicação por amônia quanto para 

nitrito.  

O estudo do comportamento animal frente a intoxicação aos compostos nitrogenados 

foi realizado por observações diárias. 

A alimentação foi o primeiro parâmetro comprometido observado neste estudo, tanto 

para amônia quanto para nitrito. Em seguida, os peixes perderam o equilíbrio e o 

comportamento de natação tornou-se errático. Os movimentos natatórios dos animais de sete 

dias ficaram lentos, já os animais de 21 e 45 dias apresentaram natação lateral, natação espiral 

e esforço para capturar o ar da superfície da água. O comportamento observado nos animais 

de 7 dias pode ser atribuído ao não desenvolvimento do labirinto, já que nesta fase da vida do 

animal sua respiração é totalmente branquial, os animais de 21 dias (labirinto em formação) e 

45 dias de vida (labirinto formado) não utilizam só as brânquias como aparelho respiratório. 

Segundo Pereira e Mercante (2005) uma alta exposição à amônia não ionizada pode causar 

intensa irritação e inflamação nas brânquias além de ser a principal condição para o 

estabelecimento da Doença Ambiental das Brânquias (DAB), autointoxicação dos peixes que 

quando expostos a altas concentrações de amônia não conseguem excretar a amônia interna 

para o meio externo, esta doença geralmente causa grande mortalidade de peixes em 

piscicultura.  

De acordo com Randall e Tsui (2002) a toxicidade dos compostos nitrogenados pode 

causar uma variedade de sinais clínicos (natação em espiral, dificuldade respiratória, 

nadadeiras estendidas entre outras). Pesquisas revelam que contaminantes na água são 

considerados agentes estressores e capazes de perturbar o equilíbrio do organismo, 

desencadeando respostas teciduais e celulares (Donaldson, 1981; Wendelaar Bonga, 1997; 

Lappivaara e Oikari, 1999).  
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Saoud et al. (2014) observaram os mesmos sintomas encontrados no presente  trabalho 

para o peixe spinefoot rabbitfish ou marmoreado (Siganus rivulatus) expostos a diferentes 

concentrações de nitrito. O autor relatou natação errática e falta de orientação dos animais. 

Ainda de acordo com o mesmo autor a natação errática pode ser consequência do aumento de 

metahemoglobina no sangue provocando uma diminuição do O2 disponível para os tecidos. 

De acordo com o que fora relatado, compostos nitrogenados mesmo em baixas 

concentrações podem ser considerados um entrave na produção aquícola. Por isso a 

importância dos estudos de toxicidade aguda dentro dos sistemas de produção com o objetivo 

de obter o melhor desempenho zootécnico do animal e evitar prejuízos para o produtor 

causados por má formação das características ornamentais, baixo crescimento, 

susceptibilidade a enfermidades e até mesmo massiva mortalidade. 

Não foram observadas alterações histológicas nos peixes de 7 dias na concentração de 

35 mg-L (N-NH3 + NH4
+
), a partir da concentração de 42 mg-L (N-NH3 + NH4

+
) foi possível 

observar alterações como fusão lamelar e hiperplasia. O número de alterações nas brânquias 

foi proporcional ao aumento das concentrações. Os animais de 7 dias expostos as 

concentrações de NO2 apresentaram alterações a partir da concentração de 25 mg-L N-NO2
-
. 

Nos animais de 21 dias as alterações foram observadas a partir da concentração de 50 mg-L, 

foram observadas nesta concentração fusão parcial das lamelas, desprendimento epitelial foi 

observado a partir de 80 mg-L. Nos animais da mesma idade expostos ao nitrito as 

modificações foram constatadas a partir de 75 mg-L. Já os animais de 45 dias de vida 

apresentou deformações nas brânquias a partir das menores concentrações de amônia total e 

nitrito.            

 As brânquias foram utilizadas como biomarcadores no teste de toxicidade utilizado no 

presente trabalho. Os peixes expostos à amônia e nitrito na água apresentaram alterações 

histológicas como o desprendimento epitelial. Essa alteração tem como finalidade reduzir a 

funcionalmente do órgão atingido, e desta forma, diminuir a contaminação do animal pela 

substância tóxica (Bernet et al., 1999). Conforme WInkaler et al. (2001) o desprendimento 

epitelial é uma das primeiras alterações que ocorrem quando o animal está sob algum tipo de 

estresse. Esta lesão se caracteriza pela elevação do epitélio lamelar que acarreta no aumento 

da distância de difusão entre a água e o sangue, prejudicando a eficiência das trocas gasosas e 

o transporte iônico. As lesões encontradas no referido estudo comprovam que à amônia e o 

nitrito interferiram de forma degenerativa na estrutura do epitélio lamelar, podendo 

comprometer o sistema respiratório dos peixes.  
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Células de cloreto participam no processo de osmorregulação e também apresentam 

modificações no tamanho, forma, número e estrutura quando expostas a poluentes (Pereira e 

Caetano 2009). No presente estudo, foi observado aumento de tamanho nas células de cloreto 

nos animais de 21 e 45 dias expostos as concentrações de amônia. Entretanto, essa lesão teve 

maior incidência nos animais de 21 dias, presumimos que essa lesão foi devido ao animal 

apresentar o labirinto em formação, parte da respiração do animal ainda é realizada nas 

brânquias. Geralmente, as células de cloreto se localizam nas lamelas primárias. Porém, na 

presença de um estressor as células de cloreto, além de ter aumento de volume podem ser 

encontradas entre as lamelas e na lamela secundária como forma de aumentar a absorção de 

íons e manter a homeostase iônica e osmótica do animal (Fracácio et al., 2003; Fernandes e 

Mazon, 2003).         

Lesões celulares podem ser desencadeadas pela ação de algum tóxico considerado 

como agente agressor. A severidade da lesão vai depender de fatores como a intensidade, 

duração da agressão e o tipo celular. Esses fatores serão determinantes se inibida a ação do 

tóxico, o órgão acometido irá se recuperar e voltar à normalidade (Bogliolo, 2009). 

Os animais de sete dias de vida tiveram como a principal lesão observada no presente 

estudo a fusão lamelar.  De acordo com Bernet et al. (1999) esse tipo de lesão é considerada 

regressiva, ou seja, reduzem ou levam a perda do orgão comprometendo sua função.  Como 

os animais de sete dias ainda não tem o labirinto formado, segundo Damazio (1992) a 

respiração nessa fase da vida do beta é totalmente branquial, o que pode ser uma das causas 

da ocorrência deste tipo de lesão nas brânquias. 

Já na fase adulta, o peixe-beta apresenta alta tolerância à condições de hipóxia a partir 

do desenvolvimento do labirinto (Wolfsheimer, 2003).  Animais de 21 dias de vida, labirinto 

em formação, e os animais de 45 dias de vida, labirinto já formado, apresentaram em sua 

maioria lesões como desprendimento do epitélio e hiperplasia. Segundo Poleksic e Mitrovic-

Tutundžic (1994) as lesões citadas são consideradas como primeiro estágio, podem ser 

reversíveis se o agente estressor for retirado. Aneurisma ou congestão vascular pode estar 

associado a este tipo de lesão, já que ocorre a paralização do sangue em razão do pequeno 

diâmetro desses capilares causado pelo desprendimento do epitélio (Meletti et al., 2003). 

Aneurismas ou congestão vascular foram poucos numerosos nas brânquias amostradas no 

estudo.  
 

 As análises histopatológicas realizadas nas brânquias dos peixes amostrados 

indicaram a presença de diferentes tipos de alterações morfológicas nos tecidos. As principais 

lesões observadas foram descolamento do epitélio, fusão de lamelas e hiperplasia. Benli e 
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Köksal (2005) estudaram efeito da intoxicação por amônia em tilápias, e afirmaram que a 

hiperplasia do epitélio está entre uma das primeiras alterações sofridas pelo animal. Thophon 

et al. (2003) observaram o desenvolvimento de edema das células epiteliais, aneurismas com 

algumas rupturas, hipertrofia e hiperplasia de células epiteliais e de cloreto com uso de outras 

substâncias intoxicante. A severidade das alterações nas brânquias variou de acordo com o 

espécime químico e o tempo de exposição (Van der Heuvel et al., 2000; Schwaiger et al., 

2004; Garcia Santos et al., 2006). Heath (1987) destaca que a hiperplasia é o aumento da 

proliferação celular e pode levar a fusão das lamelas. Essas alterações acarretaram aumento da 

espessura da lamela. Segundo Koca et al., (2005) lesões dessa natureza diminuem o espaço 

para a passagem da água, aumenta a distância da barreira água/sangue dificultando assim o 

consumo de oxigênio como resposta de defesa do animal. 
 

A desorganização das lamelas, associada às lesões causadas pela exposição aguda à 

amônia constituem danos que certamente irão afetar o funcionamento normal do órgão, 

diminuindo a eficiência dos importantes mecanismos da brânquia para os peixes. Park et al. 

(2007) trabalharam com  Bodião poleiro do mar ou Japanese red rockfish (Sebastes inermis) 

83,3g e estimaram a CL50 (96h) em 700 mg-L de N-NO2. No presente estudo o valor da CL50 

(96h) para animais de 45 dias foi de 141,96 mg-L N-NO2. Comparando os dois valores de 

CL50 estimados, a diferença pode ser atribuída a uma espécie ser marinha e a outra de água 

doce. Yanbo et al. (2006) constataram que animais mantidos em maiores salinidades tendem a 

ter maior tolerância à toxicidade do nitrito. Concentrações elevadas de íons cloreto podem 

reduzir a toxicidade de nitrito, isso ocorre porque o nitrito e o íon cloreto competem pelo 

mesmo transportador nas células de cloreto das brânquias (Williams e Eddy, 1986). 

Costa et al. (2008) estudaram a a CL50 (96h) N-NO2
- 
em diferentes salinidades para 

juvenis de pampo (Trachinotus marginatus) (0.86 ± 0.21 g). Os autores estimaram as CL50-

96h em 39,94; 116,68 e 37,55 mg-L N-NO2
-
 para 5, 10 e 30‰, respectivamente. O valor da 

CL50-96h para a enguia (Anguilla anguilla) foi estimado em 812 mg-L N-NO2
-
 em água 

marinha (36‰) e 84 mg-L N-NO2
-
  em água doce (Saroglia et al., 1981). Conforme o 

resultado alcançado pelos autores, a salinidade foi responsável pela maior tolerância dos 

animais quando expostos ao nitrito.   

Park et al. (2007) também relataram alterações histopatológicas similares as 

encontradas no presentes estudo em Japanese red rockfish (Sebastes inermis), expostos a 700 

mg/L NO2-. Os autores observaram fusão lamelar, hiperplasia, necrose, aneurisma e 

desprendimento do epitélio lamelar. Lesões celulares podem ser desencadeadas pela ação de 

algum tóxico considerado como agente agressor. A severidade da lesão vai depender de 
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fatores como a intensidade, duração da agressão e o tipo celular. Esses fatores serão 

determinantes se inibida a ação do tóxico o órgão acometido irá se recuperar e voltar a 

normalidade (Bogliolo, 2009). 

Os animais de 21 e 45 dias de vida expostos nas maiores concentrações de nitrito 175 

mg-L N-NO2 e 280 mg-L N-NO2 respectivamente, além de apesentarem alterações como 

hiperplasia, fusão lamelar, desprendimento do epitélio, proliferação celular observadas pela 

histologia, apresentaram também dilatação de vasos sanguíneos nas células pavimentosas 

observadas por meio da microscopia eletrônica de varredura. Se o agente estressor 

permanecer em contato com o animal, ele pode levar à ruptura dos vasos sanguíneos e à 

formação de pequenos focos hemorrágicos (Jiraungkoorskul et al., 2002). Lesões como a 

dilatação dos vasos sanguíneos pode levar a danos como aneurisma e a ruptura do epitélio 

(Fernandes e Mazon). 

As células pavimentosas são importantes na proteção contra alterações ambientais. 

Conforme a permanência e a intensidade do agressor no meio aquático, as células 

pavimentosas perdem seu contorno, chamado de cristas, podendo se romper causando 

hemorragia. Essa característica é um mecanismo de defesa para diminuir a contaminação pelo 

agente tóxico (Bernet et al., 1999 
 

Costa et al. (2008) estudaram a CL50 (96h) N-NO2 em diferentes salinidades para 

juvenis de pampo (Trachinotus marginatus) (0.86 ± 0.21 g). Os autores estimaram as CL’s50 

(96h) em 39,94; 116,68 e 37,55  mg-L N- NO2 para 5, 10 e 30‰ respectivamente. O valor da 

CL50(96h) N-NO2 para a enguia Anguilla anguilla foi estimado em 812 mg-L em água 

marinha (36‰) e 84 mg-L em água doce (Saroglia et al., 1981). Conforme o resultado 

alcançado pelos autores, a salinidade foi responsável pela maior tolerância dos animais 

quando expostos ao nitrito. 

 No referido estudo o valor da CL50 para o B. splendens de 45 dias foi de 141,96 mg-L 

de N-NO2. Costa et al. (2004) estimaram a CL50-96h em 1,82 mg-L N-NO2 para juvenis de 

tambaqui (Colossoma macropomum) 65.7±3.0 g. Avilez et al. (2004) encontraram a CL50-

96h de 0,86 mg-L N-NO2 em juvenis de matrinxã (Brycon cephalus) 45,0 ± 11,85g. A 

tolerância das diferentes espécies quando expostas ao nitrito podem ter influência 

interespecífica, isso faz com que algumas espécies de peixes sejam mais sensíveis ao nitrito.  

 Os níveis de segurança para amônia e nitrito encontrados no referido estudo são 

espécie-específicas, ou seja, são limites estimados para a espécie B. splendens nas condições 

propostas durante o experimento de toxicidade aguda. Os valores encontrados não foram 

testados no estudo, mas revelam a importância de estimar limites de tolerância para as 

espécies nas diferentes condições de produção, considerando as interações da biologia dos 
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animais com as variações abióticas do meio. O conhecimento disponível sobre as muitas 

espécies de peixes produzidas comercialmente no mundo é ainda incipiente em relação aos 

limites de tolerância dos compostos nitrogenados, já que os sistemas de produção de peixe, 

nos diferentes regimes de exploração, estão implantados em todas as condições ecológicas 

possíveis. Assim sendo, os níveis de segurança para compostos nitrogenados devem ser 

investigados individualmente pelos produtores, em seus diferentes sistemas de produção 

aquícola considerando as variáveis limnológicas existentes. 

 A alta tolerância do Betta splendens à amônia ao nitrito e á condições de hipóxia 

podem ser atribuída a questões evolutivas, o beta é oriundo dos países asiáticos e encontrado 

naturalmente nas lâminas de água das plantações de arroz, que tem como característica águas 

estagnadas com baixo teor de oxigênio dissolvido e ricas em matéria orgânica. Tais  

características são favoráveis para produtores ornamentais. Os animais podem ser produzidos 

em águas com baixo teor de oxigênio dissolvido e necessitam de pouca renovação de água 

tornando esses peixes adaptados a condições que seriam extremamente indesejáveis para 

outras espécies.  A altura da coluna de água também é importante em seu cultivo, já que o 

beta precisa buscar o ar atmosférico para respirar, se existir algum obstáculo que o impeça de 

subir à superfície para respirar o animal pode morrer, mesmo que exista oxigênio dissolvido 

em abundancia na água. Mesmo sendo tolerante aos compostos nitrogenados, estes não devem 

se acumular dentro do sistema, pois conforme relatado no trabalho os nitrogenados interferem 

no crescimento e desenvolvimento saudável da espécie, e das características ornamentais 

como corrosão das nadadeiras e coloração pálida, o que seria causa de elevados prejuízos para 

o produtor. 

 Os danos e lesões observadas no presente estudo demonstram efeitos adversos nas 

brânquias do Betta splendens expostos a crescentes concentrações de amônia e nitrito. Esses 

danos podem afetar o funcionamento normal das brânquias e resultar em mortalidade, redução 

no crescimento, desenvolvimento, reprodução e acarretar prejuízos dentro de um sistema de 

produção. 

 

 

5. CONCLUSÃO 
 

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que o peixe ornamental 

Betta splendens é tolerante a altas concentrações de amônia e também de nitrito. Entretanto, 

os valores obtidos nesta pesquisa fornecem informações individuais do limite de toxicidade 

agudo para cada idade estudada, não pode ser utilizado como base para peixes de água doce 
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em geral, já que o limite de segurança dos compostos nitrogenados amônia e nitrito para cada 

espécie deverá ser estudado levando em consideração as condições do ambiente e a tolerância 

da espécie cultivada. 

As análises histopatológicas e a microscopia eletrônica de varredura das brânquias 

foram essenciais para estimar as concentrações que podem afetar a integridade das lamelas e 

causar prejuízo econômico ao produtor. Além de se mostrar uma importante ferramenta para 

investigar biomarcadores de contaminação aquática. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Os resultados dos testes de toxicidade e as alterações histopatológicas identificadas nas 

brânquias dos peixes estudos indicam a necessidade de mais atenção para o estabelecimento 

de critérios para a qualidade da água. Os valores dos níveis de segurança encontrados no 

presente trabalho não devem ser utilizados para teleósteos em geral. A determinação dos 

limites de tolerância aos compostos nitrogenados deve ser investigada de acordo com a 

espécie trabalhada levando em consideração as condições ambientais. Futuros trabalhos 

deverão ser realizados para investigar de forma mais precisa os efeitos crônicos dos 

compostos nitrogenados no crescimento e desenvolvimento do peixe ornamental Betta 

splendens. 

,  
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