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Resumo
Visando auxiliar o manejo reprodutivo de machos de tambaqui (Colossoma macropomum) em piscicultura de laboratório e
comercial, obteve-se um modelo de regressão linear a partir de curvas de concentração por método espectrofotométrico.
Foram selecionados 22 machos de tambaqui com idade média de três anos. Eles foram divididos em dois grupos contendo
11 animais cada. Ambos os grupos receberam alternadamente uma única dose de extrato de hipófise de carpa (EHC; 2,0
mg/kg de peso corporal, intracelomático). O esperma foi coletado 14 horas após o tratamento hormonal e diluído (1:4000;
esperma: solução salina formaldeído). A concentração foi estimada por contagem de espermatozoides em câmara de
Neubauer e por espectrofotômetro (λ=540 nm). A concentração espermática individual variou de 11,40 a 71,13 × 109
espermatozoides/mL. O grau de transmitância variou de 62,1 a 95,0%. Houve correlação significativa (r2 = 0,966; p <
0,0001) entre a concentração espermática analisada em câmara de Neubauer e a transmitância em 540 nm. A análise por
espectrofotometria e a predição pela equação Y=100,293 – 0,509X mostrou ser um método eficiente e rápido para estimar
a concentração espermática de tambaqui, podendo ser utilizado em procedimentos de rotina em laboratórios de reprodução
artificial de peixes.
Palavras-chave: peixes; reprodução; sêmen.

Abstract
To assist the reproductive management of tambaqui (Colossoma macropomum) males in laboratory and commercial fish
farming, a linear regression model was obtained from concentration curves using the spectrophotometric method. Twenty-
two tambaqui males with an average age of three years old were selected and divided into two groups containing 11 animals
each. Both groups alternately received a single dose of carp pituitary extract (CPE; 2.0 mg/kg body weight, intracoelomic).
Sperm was collected 14 h after hormonal treatment and diluted (1:4000; sperm:formaldehyde saline). The concentration was
estimated by counting spermatozoa in a Neubauer chamber and by using a spectrophotometer (λ=540 nm). Individual sperm
concentration ranged from 11.40 to 71.13 × 109 sperm/mL. The degree of transmittance ranged from 62.1% to 95.0%. There
was a significant correlation (r2 = 0.966; p < 0.0001) between sperm concentration analyzed in a Neubauer chamber and
transmittance at 540 nm. Analysis by spectrophotometry and the prediction provided by the equation Y=100.293 – 0.509X
proved to be an efficient and fast method for estimating sperm concentration in tambaqui and can be used in routine
procedures in artificial fish reproduction laboratories.
Keywords: fish; reproduction; semen.
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1. Introdução
A concentração espermática é uma importante

variável na análise de sêmen de peixe (1). Monitorar e
controlar essa variável é crucial para garantir resultados
consistentes em relação à criopreservação de
espermatozoides e inseminação artificial (2). Além disso, é
considerado um indicador crucial para determinar a

qualidade do sêmen em termos de motilidade e
morfologia (3, 4, 5). A concentração espermática pode ser
usada para avaliar o volume de sêmen fresco ou pós-
aquecimento que serão direcionados para procedimentos
de fertilização artificial, ajudando a determinar a dose de
inseminação mais adequada (6, 7). Também pode ser
empregado para identificar a faixa de produção de sêmen

https://doi.org/10.1590/1809-6891v24e-74695P
https://revistas.ufg.br/vet/index
https://orcid.org/0000-0003-1189-0937
https://orcid.org/0000-0001-7848-6184
https://orcid.org/0000-0003-0071-4030
https://orcid.org/0000-0002-7286-1788
https://orcid.org/0000-0003-2648-2936
https://orcid.org/0000-0002-4587-8509
https://orcid.org/0000-0002-2011-2021
mailto:sandra.salmito@uece.br


Salmito-Vanderley C S B et al. 2023, Cienc. Anim. Bras., V24, e-74695PSalmito-Vanderley C S B et al. 2023, Cienc. Anim. Bras., V24, e-74695P

durante a estação reprodutiva (8, 9), a resposta ao
tratamento hormonal (10) e as diferenças entre machos
criados e selvagens (4).

A concentração espermática pode ser estimada por
(a) contagem de espermatozoides usando um
hemocitômetro, (b) leitura de espermatócrito, (c)
citometria de fluxo e (d) densidade óptica por
espectrofotometria. O primeiro método (a) é preciso, mas
requer muita prática e tempo para ser executado, o que
pode levar à perda da qualidade do sêmen em
procedimentos de criopreservação e fertilização artificial,
pois essas biotécnicas exigem um manuseio rápido entre
a coleta do sêmen e sua manipulação (11, 12). O segundo
método (b) é uma abordagem rápida e prática que é
facilmente implementada no campo; no entanto, os
resultados às vezes não mostram correlações lineares com
os obtidos pelo hemocitômetro ou espectrofotômetro (13,

14). O método (c) consiste na análise indireta da
concentração celular usando comparações de
fluorescência, mas esta técnica está sujeita a críticas, pois
pode superestimar a concentração espermática devido a
diferentes padrões de fluorescência causados por artefatos
também encontrados no sêmen (15, 16). O último método (d)
avalia a relação linear entre concentração de partículas e
absorção de luz (17). Requer calibração inicial com leitura
por hemocitômetro e fornece índices precisos de
correlação com a concentração espermática (18).

Embora o uso do espectrofotômetro seja limitado
devido ao seu alto custo, este método tem sido empregado
experimentalmente para auxiliar análises relacionadas à
criopreservação de espermatozoides de espécies
cultivadas ou ameaçadas de extinção, pois é capaz de
determinar rapidamente a concentração espermática (19, 20).

Durante os procedimentos de fertilização artificial,
algumas fazendas comerciais de peixes podem não
verificar a qualidade reprodutiva dos machos por meio da
análise de sêmen. Geralmente o sêmen é simplesmente
coletado e adicionado sobre os ovócitos sem avaliação
prévia de sua motilidade ou concentração, ou mesmo
definição da dose adequada de inseminação. No entanto,
essas variáveis são essenciais para selecionar machos que
produzam espermatozoides de maior qualidade, além de
permitir um maior aproveitamento do volume de sêmen
de um único macho para obter ummaior número de doses,
podendo inseminar mais ovócitos. Para o tambaqui
(Colossoma macropomum), apesar de sua importância
econômica, social e ecológica (21), existem poucas
informações sobre as características espermáticas,
principalmente sobre a concentração (5). Tais medidas são
importantes para garantir o abastecimento constante de
pescado a este mercado em ascensão, onde o tambaqui se
destaca pela sua valorização dos consumidores.

A análise de concentração espermática, com o
método espectrofotométrico, é uma alternativa confiável.
Usando dados brutos, pode-se obter uma equação

preditiva que permite uma manipulação mais rápida e
eficiente de sêmen fresco ou congelado.

Além disso, esta técnica pode fornecer uma
seleção rápida de machos com características
reprodutivas adequadas. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar a concentração espermática de machos de
tambaqui induzidos hormonalmente para (1) determinar
valores de transmitância por espectrofotometria e
correlacionar com os resultados obtidos por análise em
câmara de Neubauer (hemocitômetro), (2) calcular curvas
de calibração e (3) gerar um modelo matemático capaz de
prever a concentração de espermática.

2. Material e métodos
O sêmen foi coletado mensalmente, durante um

ano, no Centro de Pesquisa em Aquicultura (CPAq) do
DNOCS, localizado em Pentecoste - CE, Brasil,
(003°45'00” S; 39°10'24” W). A temperatura ambiente
média na região foi de 26,8 °C, com máxima de 34,0 °C e
mínima de 20,6 °C. A precipitação média anual foi de 860
mm (22). As análises espermáticas foram realizadas no
laboratório do Núcleo Integrado de Biotecnologia (NIB)
da Universidade Estadual do Ceará (UECE), em Fortaleza
- CE, Brasil.

Vinte e dois (n=22) tambaqui (Colossoma
macropomum; Cuvier, 1818) machos com idade média de
três anos (5.431,00 ± 29,70 g; 68,00 ± 4,25 cm),
apresentando características indicativas de maturidade
reprodutiva, como papila urogenital hiperêmica e fácil
liberação de sêmen por pressão abdominal suave, foram
selecionados. Os peixes foram identificados pela leitura
de seus chips eletrônicos e distribuídos aleatoriamente em
dois tanques de terra de 350 m2, representando dois
grupos experimentais (controle e tratamento), com 11
machos cada. Durante todo o experimento, os machos
foram alimentados com ração comercial (fase de
terminação, contendo 32% de proteína bruta, a 5% do
peso corporal) duas vezes ao dia.

Os animais do grupo de tratamento (11 machos)
foram induzidos com uma única injeção intracelômica de
extrato de hipófise de carpa (CPE; Cyprinus carpio, 2,0
mg/kg de peso corporal) e seus espermatozoides foram
coletados 14 h após a indução. Os machos do grupo
controle não foram tratados com nenhum tipo de indução
hormonal. As coletas de sêmen foram realizadas
mensalmente em ambos os grupos por 12 meses.

Antes das coletas de sêmen, os machos foram
sedados com uma solução de eugenol na proporção de
1:10:10.000 (eugenol:álcool:água do tanque) para
minimizar o estresse. Em seguida, cada macho foi
colocado sobre uma esponja com os olhos e região caudal
envoltos em um pano úmido para facilitar sua contenção
e diminuir os estímulos visuais. A região genital foi limpa
com uma toalha de papel para evitar a contaminação do
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sêmen com sangue, fezes, urina ou água. Uma leve
pressão abdominal foi aplicada para liberar o sêmen (23),
que foi coletado em tubos Eppendorf de 1,5 mL.
Posteriormente, os espermatozoides de cada macho foram
fixados em solução salina fisiológica com formaldeído a
1%, na proporção de 1:4000 (espermatozoide:fixador).

Desta amostra fixada, 10 µL foram colocados em
uma câmara de Neubauer sob um microscópio de
contraste de fase com ampliação de 400x. A contagem de
espermatozoides foi realizada em cinco quadrantes, em
ambas as grades, 15 min após a sedimentação. Três
réplicas foram feitas por amostra. Em seguida, as médias
obtidas das contagens de espermatozoides nas duas grades
foram multiplicadas pelo fator 200 × 106 (adaptado de 24).

Para a leitura do espectrofotômetro, o equipamento
foi inicialmente calibrado com solução salina de
formaldeído 1% a 100% de transmitância. Em seguida, 4
mL de cada amostra fixada foram colocados em uma
cubeta de cristal em um Espectrofotômetro digital 35-D
(Coleman, São Paulo-SP, Brasil). Um comprimento de
onda de λ=540 nm foi usado para mitigar grande parte das
interferências, e três leituras de transmitância foram
realizadas por amostra.

Os resultados das concentrações espermáticas
obtidos pelo método espectrofotométrico e pela câmara
do hemocitômetro de Neubauer foram expressos como
média ± erro padrão e submetidos à análise de correlação
linear de Pearson (p < 0,001). Os resultados de
transmitância foram submetidos à transformação 2-log
(SAS 9.0, 2002). A equação de predição gerada a partir
dos dados foi usada para construir a tabela de
concentração de esperma em relação à transmitância. As

variáveis porcentagem de transmitância e concentração
espermática foram submetidas à análise de variância
(ANOVA). No caso de diferenças significativas, o teste de
Student-Newman-Keuls foi usado para uma comparação
de médias pareada. O nível de significância adotado foi de
5%. O software “SigmaPlot 12.0” foi utilizado na análise
estatística dos resultados. A pesquisa foi aprovada pelo
Comitê de Ética no Uso de Animais da UECE (parecer nº
10974342/2022).

3. Resultados
As amostras de sêmen fresco coletadas após o

tratamento hormonal tiveram um volume médio de 5,05 ±
2,08 mL e uma concentração média de esperma de 21,79
± 4,02 × 109 espermatozoides/mL. Os machos do grupo
controle produziram sêmen com volume e concentração
médios de 0,55 ± 0,52 mL e 49,98 ± 18,63 × 109
espermatozoides/mL, respectivamente. Assim, machos
induzidos hormonalmente produziram maior volume
seminal e menor concentração espermática (p < 0,05).

A Tabela 1 apresenta os dados médios de
concentração espermática de cada animal (n=22), obtidos
por contagem em câmara de Neubauer (109
espermatozóides/mL), e suas respectivas transmitâncias
obtidas por espectrofotometria (λ = 540nm). Com esses
dados, um modelo linear foi obtido (Y = 100,293 –
0,509X), no qual Y = transmitância e X = concentração
espermática (Fig. 1). Com base nessa equação, cada
aumento de unidade na concentração (ou seja, para cada
bilhão de espermatozoides/mL) foi estimado para reduzir
a transmitância em 0,51% (p < 0,0001).

Tabela 1. Porcentagens de transmitância em espectrofotômetro (λ =540 nm) e concentração espermática em câmara de Neubauer
(esperma × 109/mL) em dois grupos (Controle e Tratamento), apresentadas individualmente por animal. Pentecoste - CE, Brasil.

Tratamento Controle

Número do animal Transmitância (%)
Concentração

espermática ×109

sperm/mL
Número do animal Transmitância (%)

Concentração
espermática ×109

sperm/mL
1 95,0 11,40 12 90,0 20,00

2 89,0 19,86 13 83,0 29,20

3 89,5 20,60 14 86,0 30,60

4 87,0 21,73 15 86,4 33,60

5 87,0 21,86 16 78,2 50,20

6 88,5 22,26 17 72,2 53,26

7 88,3 22,50 18 69,0 57,86

8 89,3 23,66 19 68,1 68,40

9 87,8 24,00 20 66,8 68,43

10 88,8 24,26 21 62,1 71,13

11 89,2 27,53 22 63,9 67,20

Média* 89,04 ± 2,16a 21,79 ± 4,02B 75,06 ± 9,99b 49,98 ± 18,63A

* As letras minúsculas representam a comparação entre as transmitâncias, enquanto as letras maiúsculas representam a comparação da concentração de espermatozoides.
Médias com letras minúsculas distintas são significativamente diferentes entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05). Médias com letras maiúsculas distintas são
significativamente diferentes entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05).
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Figura 1. Curva de concentração espermática de tambaqui (C.
macropomum) obtida pela correlação entre porcentagem de
transmitância utilizando espectrofotômetro (λ = 540 nm) e
concentração espermática obtida em câmara de Neubauer
(esperma × 109/mL). Dados coletados em Pentecoste - CE,
Brasil.

A Tabela 2 apresenta os valores estimados da

concentração espermática do tambaqui em relação aos
respectivos percentuais de transmitância calculados pela
equação. Uma correlação linear inversamente
proporcional foi observada entre a concentração de
espermatozoides em uma câmara de Neubauer e a
transmitância em 540 nm (Fig. 1; Y = 100,293 – 0,509X),
com um coeficiente de determinação altamente
significativo (R2 = 0,966, p < 0,0001), obedecendo assim
a lei de Lambert-Beer.

4. Discussão
Estudos anteriores relataram que o uso de

tratamento hormonal com CPE pode resultar na produção
de sêmen mais diluído (5, 25, 26, 27). Isso ocorre devido à
maior hidratação testicular, que aumenta o volume de
fluido no sêmen, reduzindo a concentração de
espermatozoides (28, 29, 30). Porém, quando esta diluição
ocorre em espécies com maior concentração espermática,
como o tambaqui, oferece a possibilidade de melhor
aproveitamento espermático, pois podem gerar várias
doses inseminantes.

Tabela 2. Simulação da porcentagem de transmitância (% T) obtida por espectrofotômetro (λ = 540 nm) e concentração espermática
de tambaqui (SPTZ × 109/mL) estimada pela equação de predição Y=100,293 – 0,509X. Pentecoste - CE, Brasil.

Maria e outros (5) relataram maiores volumes de
sêmen de tambaqui quando duas doses hormonais (0,25 e
2,5 mg/kg) foram injetadas. Neste caso, foram coletados
12,6 mL de sêmen por macho. Outros autores obtiveram
resultados mais semelhantes ao presente experimento,
descrevendo volumes menores de sêmen de tambaqui
após o uso de CPE (Leite et al. (7) - 4,5 mL; Oliveira et al.
(31) - 4,3 mL; Martins et al. (32) - 3,3 mL).

Em relação à concentração espermática, nossos
resultados foram semelhantes aos de Leite et al. (7) e

Oliveira et al. (33) (19,0 × 109 e 20,63 × 109
espermatozoides/mL, respectivamente). Em contraste,
Maria et al. (5) e Martins et al. (32) observaram
concentrações menores (7,9 × 109 e 10,4 × 109
espermatozoides/mL, nesta ordem) do que as aqui
apresentadas, também com indução hormonal à
reprodução (21,79 × 109 espermatozoides/mL).

Neste estudo, a concentração espermática (49,98 ×
109 espermatozoides/mL) do tambaqui não induzido foi
maior do que a encontrada por Martins et al. (32) (7,9 × 109

%T SPTZ ×
109/mL % T SPTZ ×

109/mL % T SPTZ ×
109/mL % T SPTZ ×

109/mL % T SPTZ ×
109/mL

0 198,18 20 158,62 40 119,05 60 79,49 80 39,92
1 196,20 21 156,64 41 117,07 61 77,51 81 37,94
2 194,22 22 154,66 42 115,09 62 75,53 82 35,96
3 192,25 23 152,86 43 113,12 63 73,55 83 33,99
4 190,27 24 150,70 44 111,14 64 71,57 84 32,01
5 188,29 25 148,72 45 109,16 65 69,59 85 30,03
6 186,31 26 146,75 46 107,18 66 67,62 86 28,05
7 184,33 27 144,77 47 105,20 67 65,64 87 26,07
8 182,35 28 142,79 48 103,22 68 63,66 88 24,09
9 180,38 29 140,81 49 101,25 69 61,68 89 22,12
10 178,40 30 138,83 50 99,27 70 59,70 90 20,14
11 176,42 31 136,85 51 97,29 71 57,73 91 18,16
12 174,44 32 134,88 52 95,31 72 55,75 92 16,18
13 172,46 33 132,90 53 93,33 73 53,77 93 14,20
14 170,48 34 130,92 54 91,36 74 51,79 94 12,23
15 168,51 35 128,94 55 89,38 75 49,81 95 10,25
16 166,53 36 126,96 56 87,40 76 47,83 96 8,27
17 164,55 37 124,99 57 85,42 77 45,86 97 6,29
18 162,57 38 123,01 58 83,44 78 43,88 98 4,31
19 160,59 39 121,03 59 81,46 79 41,90 99 2,33
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espermatozoides/mL), que utilizaram apenas solução
salina (NaCl 0,9%) sem adição de hormônio. Como
esperado, o volume espermático (0,55 mL) foi inferior ao
relatado em outros estudos, que aplicaram 2,5 mg CPE/kg
(4,31 mL) (31) ou 1,5 mg CPE/kg (2,32 mL) (33),
corroborando a afirmação que os indutores hormonais da
reprodução agem para aumentar a produção de plasma
seminal (29, 30).

Essas variações na concentração de
espermatozoides em indivíduos do mesmo gênero ou
espécie estão ligadas à estação do ano (8, 9), estado
nutricional (3, 34), qualidade da água (35), peso do animal (14)
e tipo e dose de o hormônio usado (10, 27). Por exemplo, em
um experimento avaliando o desempenho reprodutivo de
Brycon orbygnianus e Prochilodus lineatus tratados com
extrato de buserina, Paulino et al. (10) observaram que esse
indutor hormonal forneceu uma resposta mais homogênea
na concentração espermática de P. lineatus em
comparação com B. orbygnianus. Esse resultado sugere
maior afinidade entre os receptores da espécie e o extrato
de buserina.

Um coeficiente de determinação significativo (R2 =
0,966) foi obtido pela correlação linear entre a
concentração espermática analisada em câmara de
Neubauer e a transmitância determinada em
espectrofotômetro estando de acordo com a lei de
Lambert-Beer, que sugere que as intensidades de radiação
incidente e emergente podem estar relacionadas com a
concentração de material presente na solução.

Segundo Ciereszko e Dabroswki (19), a linearidade
das correlações entre densidade óptica e densidade
espermática oferece uma boa correlação (r = 1) em
comprimentos de onda entre 400 e 700 nm, mostrando-se
um método rápido para estimar o número de células
espermáticas por mililitro. No entanto, a precisão das
determinações é influenciada por fatores como o tipo de
hemocitômetro usado (36), a experiência do observador (37)
e a taxa de diluição da amostra (19).

Ao utilizar esse método espectrofotométrico, é
preciso atenção redobrada para evitar a contaminação do
sêmen com sangue, fezes ou urina, pois esses
contaminantes interferem na leitura espectrofotométrica
devido à diluição e alteração da cor da amostra. De acordo
com Loir et al. (38) e Ciereszko e Dabrovski (19), a
interferência das proteínas do plasma seminal parece ser
insignificante, uma vez que a concentração de proteínas
no esperma de peixe é muito baixa (39), e principalmente se
associada à escolha de comprimentos de onda acima de
400 nm.

5. Conclusão
A análise da concentração espermática pelo

método espectrofotométrico em λ= 540 nm é eficiente e
pode ser adotada como protocolo de rotina para

determinação da concentração espermática em fins
comerciais e de pesquisa. Assim, permite estimar a
concentração espermática de forma precisa e fácil e
proporciona uma diluição mais precisa dos
espermatozoides para obter um maior número de doses,
que podem ser utilizadas para fertilizar mais ovócitos.
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