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RESUMO

Objetivou-se verificar se a adicdo da combinacdo dos fitogénicos derivados da
Groselha-Indiana (Emblica officinalis) e do Manjericdo-Santo (Ocimum sanctum) em
dietas de tilapias-do-nilo, ricos em galotaninos e 2-cetogulonolactona, exerce efeitos
sobre os parametros de desempenho produtivo, efeitos antioxidantes e retencéo de
calcio e fésforo corporal. Foram utilizadas 175 tilapias da linhagem GIFT, com
comprimento médio de 3 cm e 1,2g de peso corporal, distribuidas no primeiro dia de
alojamento em delineamento experimental inteiramente casualizado, sendo composto
por cinco tratamentos, constituidos por cinco repeticdes, com sete animais em cada
repeticdo. Os peixes foram acondicionados em caixas de polietileno, com capacidade
de 100 litros, contendo circulacdo direta de agua, por 90 dias. Os niveis testados
foram: Racéo basal; Racdo basal + 200mg/kg de extratos herbais; Racdo basal +
400mg/kg de extratos herbais; Racéo basal + 600mg/kg de extratos herbais; Racéo
basal + 800mg/kg de extratos herbais. As racfGes foi fornecidas com base no
percentual do peso corporal, (6% da biomassa). Para a avaliagcdo do ganho de peso,
conversao alimentar e ajustar a quantidade de racao a ser fornecida, todas as tilapias
e as racdes foram pesadas com um intervalo de 30 dias. Foram avaliados o
comprimento e largura corporal e, adicionalmente, uma tildpias por unidade
experimental foram eutanasiadas aos 60 dias, e duas aos 90 dias, e realizada coleta
de amostras de sangue para parametros antioxidantes séricos. Duas carcacas foram
coletadas para analise de calcio e fésforo corporal (uma aos 60 e outra aos 90 dias),
juntamente com o esqueleto de um juvenil por unidade experimental (aos 90 dias). Os
dados foram submetidos a analise de variancia e regressao linear e quadrética, a 0,05
de significancia. Houve manutencdo do ganho de peso, reducdo do consumo e
tendéncia de reducéo na conversao alimentar de forma linear e quadratica. Observou-
se reducéo linear e efeito quadratico na mortalidade dos juvenis, com manutencéo
dos pesos relativos do figado e intestino e dos niveis de calcio corporal. Também,
observou-se menor peroxidacéo lipidica e menores niveis da enzima Glutationa-S-
Transferase, mantendo-se 0s niveis de proteinas séricas totais e da enzima
Superoxido-Dismutase. O nivel de fosforo corporal aumentou de forma linear
conforme aumentou-se o nivel dos extratos na alimentacédo das tildpias. Conclui-se

gue a adicdo da combinacéo fitogénica de Emblica officinalis e Ocimum sanctum pode



ser utilizada adequadamente na alimentacdo de tilapias-do-nilo, reduzindo a

mortalidade e aumentando a concentracdo de célcio e fosforo corporal.

Palavras-chave: 2-cetogulonolactona; Extratos herbais; Galotaninos; Nutricdo de
peixes; Tilapicultura; Vitamina C.



ABSTRACT

The objective was to verify if the addition of a combination of phytogenics derived from
Amla (Emblica officinalis) and Holy Basil (Ocimum sanctum) in Nile tilapia diets, rich in
gallotannins and 2-ketogulonolactone, has influence on performance, antioxidant
system and corporal calcium and phosphorus retention. A total of 175 GIFT tilapia were
used, with an average length of 3 cm and 1.2g of body weight, distributed on the first
day of housing in a completely randomized design, consisting of five treatments, five
replications and seven animals in each repetition. The fish were placed in polyethylene
boxes, with a capacity of 100 liters, with direct circulation of water, for 90 days. The
levels tested were: Basal ration; Basal ration + 200mg/kg of herbal extracts; Basal
ration + 400mg/kg of herbal extracts; Basal ration + 600mg/kg of herbal extracts; Basal
ration + 800mg/kg of herbal extracts. The rations were provided based on the
percentage of body weight, with provision of 6% of the volume of ration in relation to
the body weight. To evaluate weight gain, feed conversion and adjust the amount of
feed to be provided, all tilapia and rations were weighed with an interval of 30 days.
Body length and width were evaluated and, additionally, one tilapia per experimental
unit was euthanized at 60 days, and two at 90 days, and blood samples were collected
for antioxidant parameters (oxygen-reactive species - ROS and acid-reactive
antibodies). thiobarbiturate - TBARS) and antioxidants (Total antioxidant capacity -
TAC and antioxidant power to reduce plasma iron - FRAP) analisys. Two carcasses
were collected for calcium and phosphorus analysis (one at 60 and another at 90 days),
along with the skeleton of one juvenile per experimental unit (at 90 days). Data were
submitted to analysis of variance and linear and quadratic regression, at 0.05 of
significance. There was maintenance of weight gain, reduced feed intake and a trend
towards reduction in feed conversion in a linear and quadratic form. There was a linear
reduction and quadratic effect in juvenile mortality, with maintenance of the relative
weights of the liver and intestine and the levels of body calcium. Also, lower
lipoperoxidation and Glutationa-S-Transferase levels were found, and no differences
in seric total protein and Superoxide-dismutase was observed. The level of body
phosphorus increased linearly as the level of extracts in the tilapia feed increased. It is
concluded that the addition of the phytogenic combination of Emblica officinalis and
Ocimum sanctum can be used properly in the feeding of Nile tilapia, reducing mortality

and increasing the concentration of body calcium and phosphorus.



Keywords: 2-ketogulonolactone; Fish nutrition; Gallotannins; Herbal extracts;

Tilapicultura; Vitamin C.
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1 INTRODUCAO

Os peixes apresentam incapacidade em sintetizar a vitamina C em seu
organismo, sendo uma das poucas espécies de interesse zootécnico que
necessitam de suplementacéo diaria desta vitamina. Atualmente, a adicdo desta
vitamina nas racdes, oriundas de fontes sintéticas, € a pratica mais comum e
corriqueira na nutricao de peixes. Adicionalmente, devido ao habito alimentar nas
espécies piscicolas de dgua doce em capturar o alimento na superficie da 4gua,
majoritariamente as racdes de peixes sao fabricadas através do processo de
extrusdo, para que as racdes possuam menor densidade em relacdo a agua e
possam flutuar quando fornecidas aos peixes.

Entretanto, todas as fontes de vitamina C de origem sintética séo
termolabeis e, como o0 processo de extrusdo frequentemente ultrapassa a
temperatura de 110°C de processamento, grande parte do acido ascorbico
presente é destruido, e as ra¢gfes produzidas acabam ndo contendo o nivel de
vitamina C previamente formulado (Rota, 2003). Diante disso, atualmente se faz
necessario o desenvolvimento de alguma fonte de vitamina C que possa suportar
esta temperatura de processamento, sem sofrer perdas no seu valor biologico.
Adicionalmente, a 2-cetogulonolactona € a Unica molécula que o0s peixes
conseguem transformar em vitamina C a nivel hepatico, visto que o0s peixes ndo
possuem a enzima L-gulonolactona oxidase, a qual € responsavel pela sintese
da 2-cetogulonolactona, que é o Ultimo passo antes da sintese de acido
ascoérbico no organismo das tilapias. Com isso, a adicdo desta molécula ja
disponibiliza o ultimo precursor da vitamina C, garantindo sua conversao.

Os taninos sdo compostos fendlicos que podem ser encontrados em
diversas plantas, podendo estar na forma livre ou agrupados. Atuam no
mecanismo de defesa da planta contra ataques de animais e microrganismos
patogenos. Taninos podem ser hidrolisaveis por acidos, bases e enzimas em
suas unidades. S&o divididos em galotaninos, que produz acido galico e
elagitaninos apoés sua hidrélise liberam acido elégico.

Historicamente, os taninos foram conhecidos pelos seus efeitos
antinutricionais, devido a complexacdo com a proteina a nivel intestinal,
juntamente com seu efeito adstringente na palatabilidade, situacdes que limitam

0 consumo de alimento e o desempenho dos peixes. Entretanto, sua recente



16

utilizacdo, em nivel de “aditivo”, tem demonstrado efeitos benéficos na taxa de
sobrevivéncia e no status geral de saude dos peixes, em virtude de seus efeitos
antioxidantes.

Uma nova fonte, com promissora utilizacdo na alimentacdo de peixes
baseia-se em uma mistura de extratos herbais composta pela Groselha-Indiana
(Emblica officinalis) e Manjericdo-Santo (Ocimum sanctum), os quais Sa0 ricos
em taninos hidrolisadveis (galotaninos) e em 2-cetogulonolactona, molécula
precursora do acido ascérbico no organismo dos peixes, estando em uma forma
termoestavel, que pode ser submetida ao processo de extrusdo sem que haja
perda no valor biolégico desta molécula, a qual pode contribuir para o suprimento
das exigéncias de vitamina C no organismo dos peixes. Estes elementos podem
exercer efeitos antioxidantes a nivel metabdlico, tornando-se op¢do para a
utilizacao na alimentacao dos peixes.

Entretanto, estudos ainda sédo escassos a respeito desta fonte na nutricao
de peixes, e nada foi feito ainda relacionada a nutricdo de tilapias-do-nilo. Como
a tilapia compreende a principal espécie produtiva no Brasil, estudos que
permitam o desenvolvimento de novas alternativas e novas tecnologias para este

setor sdo imprescindiveis para o desenvolvimento desta cadeia produtiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Groselha-Indiana (Emblica officinalis ou Phyllanthus emblica)

A Groselha indiana, também conhecida como, Emblica, amla ou aonla, é
uma arvore de folha caduca da familia Phyllanthaceae. Esta espécie vegetal
pode ser identificada por dois nomes cientificos, os quais estdo descrevendo a
mesma espécie (Ingale et al., 2016). Nativa de regibes tropicais da india e
Sudeste Asiatico (Parveen e Khatkar, 2015), seus frutos sdo carnudos,
redondos, atraentes para passaros, profundamente nervurados e de cor verde
amarelada (Sonkar et al., 2020), tendo seis sulcos perpendiculares vagos
envolvendo suas sementes (Parveen e Khatkar, 2015). A india produziu 972 mil
toneladas de Groselha-Indiana em 2015-2016 (Tewari et al., 2019). A fruta da
Groselha-Indiana € a segunda fonte mais rica em vitamina C entre frutos, apos
a cereja de Barbados (Malpighia glabra L.) (Singh et al. 2006), sendo também
excelente fonte de aminoécidos e minerais juntamente com alguns fitoquimicos,
como polifenadis, taninos, emblicol, acido linoleico, corilagina, phyllemblin e rutin
(Murthy e Joshi 2007; Baliga e D'souza 2011). A fruta € muito utilizada no
combate a diabetes, inflamacéo, aterosclerose, acidez, asma, doencgas de pele,
problemas digestivos gerais, hepatoprotetora e antitumoral (Parveen e Kahktar,
2015). Também ¢é relatado que a Groselha-Indiana possui atividades
hipoglicemiantes, hipolipidémicas e antimicrobianas (Kumar et al. 2013).

Esta cultivar possui seus principais compostos fendlicos representados
por galotaninos, junto com vitamina C em sua composicéo (Sonkar et al., 2020).
Tewari et al. (2019) relataram que existem diferentes cultivares desta espécie
com potencial de fornecimento de compostos fendlicos e acido ascorbico, sendo
os frutos da planta a principal matéria-prima para o seu processamento. Estes
autores verificaram a presenca de em torno de 28% de polifendis e acima de
500mg/100g de vitamina C neste material, enquanto que Baliga e D'souza (2011)
descrevem conteudo de vitamina C variando entre 300 e 900mg/100g de
produto. Parveen e Khatkar (2015) encontraram média de 28% de presenca de
polifendis em sua composicao, juntamente com 280mg/100g de vitamina C.

Ja existem cultivos comerciais desta espécie, inclusive com cultivares

melhoradas (Ingale et al., 2016). A fruta possui sabor adstringente, no entanto
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utilizada inclusive na culinaria humana (Parveen e Khatkar, 2015).
Phochantachinda et al., (2021) relatam a possibilidade de efeito supressor de
inflamacgdes neuroldgicas, cujo extrato etandlico da fruta pode ser um potencial
inibidor e modulador de doencas ligadas a degeneracéo nervosa.

Alguns estudos em organismos aquaticos existem na literatura, relatando
alguns efeitos da utilizacdo deste fitogénico na alimentagéo, cuja maioria deles
relatam efeitos mitigadores de estresse, desafio sanitario ou metabdlico.
D’Souza e Muralidhar (2019) verificaram menor taxa de mortalidade em peixes-
zebra submetidos a estresse por altos niveis de amonia na agua, ao utilizar um
blend contendo Groselha-Indiana em sua composi¢cdo. Sinha e Jindal (2019)
constataram redugdo nos efeitos metabdlicos toxicos em carpas hungaras
(Cyprinus carpio) experimentalmente intoxicadas com trimetilamina. Jindal e
Sinha (2019) encontraram efeitos mitigadores de problemas de cérnea em
carpas com lesdes induzidas por verde malaquita. Sinha et al. (2021) verificaram
reducdo em efeitos nefrotdxicos em carpas desafiadas com verde malaquita e
suplementadas com o extrato da fruta da Groselha-Indiana. Tamta e Saxena
(2018) observaram melhora dos parametros hematolégicos e bioquimicos
séricos de carpas indianas (Labeo rohita) que receberam o extrato via racao.

Paul et al.,, (2020) encontraram efeito antimicrobiano in vitro sobre
Aeromonas hydrophila ao utilizar o extrato das folhas de Groselha-Indiana.
Srivastava et al. (2019) encontraram melhor desempenho zootécnico em juvenis
de carpas indianas alimentadas com ragfes contendo o extrato da fruta.
Chandrakala e Rajeswari (2019) identificaram atividade in vitro da utilizacdo da
combinacdo dos extratos de Groselha-Indiana e Manjericdo-santo contra
bactérias do género Vibrio isoladas de Camardao-tigre-gigante (Penaeus mondon
(Fab.). Van Doan et al., (2021) encontraram melhor desempenho, producéo de
muco na pele e resisténcia antimicrobiana contra Streprococcus agalactiae em

tilapias-do-nilo suplementadas com Groselha-Indiana em sistema de bioflocos.
Manjericdo-Santo (Ocimum sanctum)
O manjericdo-santo € uma espécie de arbusto perene, com altura média

de 30-60cm, com caules e folhas contendo estruturas semelhantes a pelos
(Singh e Chaudhuri, 2018). Chaudhary et al. (2020) relatam que a folha é o
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principal componente utilizado na fabricagdo dos extratos fitogénicos desta
planta, ou mesmo para a extracao do 6leo essencial da mesma. Esta espécie é
aromatica, nativa da india, oriente médio e paises da Oceania (Kumar et al.,
2022). Os mesmos autores destacam relatos para atividades antidiabética,
cicatrizante, antioxidante, protetora de radiacdo, imunomoduladora,
antifertilidade, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antiestresse e anticancerigena
do extrato desta espécie.

A composicdo quimica do Manjericdo-santo é altamente complexa,
contendo muitos nutrientes e outros biologicamente ativos. Estes compostos
podem variar consideravelmente entre cultivares e até mesmo entre as plantas
dentro de uma mesma plantacdo (Chaudhary et al., 2020). Os principais
componentes fitogénicos secundarios presentes sdo o linalool, carophileno,
eugenol, o euginal, acido urosodlico, carvacrol, acido oleandlico, limatrol,
antocianinas, acido rosmalinico e taninos (Borah e Biswas, 2018; Sethi e Badra,
2020; Kumar et al., 2022). Os mesmos autores ainda relatam que, gracas a estes
componentes, o extrato desta planta confere efeitos antioxidantes (&cido
rosmalinico), antibacteriano (carvacrol), adaptogénico (eugenol e carophileno) e
imunomodulador, gracas a sinergia de todos eles. Kumar et al. (2022) elaborou
uma revisdo compreendendo uma série de relatos de efeitos da utilizagdo do
manjericdo-santo em situacfes de ocorréncia de Ulcera gastrica e problemas
respiratorios, além de ser potencial molécula anticarcinogénica, antidiabética e
para problemas oculares.

Alguns poucos estudos na aquicultura estdo disponiveis na literatura
cientifica mundial. Sikotariya e Yusufzai (2019) encontraram melhora no ganho
de peso e na taxa de sobrevivéncia de juvenis de Carpa-branca (Cirrhinus
mrigala) suplementados com extrato de Manjericdo-santo. Melhor taxa de
sobrevivéncia em Panga (Pangasianodon hypopthalmus) infectados com
Aeromonas hydrophila e suplementados com extrato de manjericdo-santo foi
reportado por Saha et al. (2021). Tirkey and Thakur (2018) descreveram efeito
antitoxico da utilizagdo do extrato desta planta em peixe cabeca-de-cobra-
manchada (Channa punctatus) intoxicados com o inseticida Espiromesifeno.
Para tilapias-do-nilo, Efendi et al. (2016) descrevem efeito da utilizacdo do
extrato de folhas de Manjericdo-santo durante o transporte, anestesiando o0s

peixes em uma concentracao de 20%.
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Taninos Hidrolisaveis

Os taninos sdo moléculas classificadas dentro do grupo dos compostos
fendlicos, os quais sdo elementos que ocorrem em muitos organismos vegetais
(Whitley et al., 2003), com atividade biol6gica em potencial para utilizacdo nos
organismos animais. Esta molécula ja foi encontrada em chas, uvas, vinhos,
castanhas, casca de carvalho e frutas como pequi, jabuticaba, manga e roma
(Locatelli et al., 2013). Os taninos compreendem um vasto grupo de metabdlitos
secundérios das plantas, sollveis em agua, sendo o quarto composto mais
abundante no tecido vascular da planta, apés celulose, hemi-celulose e lignina
(Bule et al., 2020). Um quinto do teor de peso seco das plantas pode ser de
taninos, embora possa haver variacdo na quantidade em relagdo as condicées
ambientais (Adamczyk e Simon, 2017).

Historicamente, os taninos foram divididos em dois grupos principais, 0s
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo caracterizados por
multiplos ésteres de &cido galico com glicose (galotaninos) ou com outros
compostos fendlicos, como o0s elagitaninos. Os taninos hidrolisaveis
(encontrados em algumas dicotiledoneas) sdo mais raros na natureza quando
comparados com os taninos condensados, muito mais abundantes (Fraga-Corral
et al., 2020). Os taninos hidrolisaveis podem ser quebrados facilmente, liberando
acido galico ou elagico, como produto da hidrélise destas moléculas, enquanto
que os taninos condensados ndo podem ser hidrolisados (Bule et al., 2020).

Alimentos ricos em tanino tém potencial antioxidante, atividade
anticarcinogénica e também reduzem o risco do desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, embora seu consumo iniba a biodisponibilidade do ferro
(Kitunen et al., 2017). A interacdo dos taninos com as proteinas da saliva diminui
a lubricidade da saliva, resultando em sensacao de desidratacdo e aspereza por
causar contragdo do tecido epitelial da lingua, sendo este fenébmeno conhecido
como convergéncia ou adstringéncia. O estudo da adstringéncia de frutas tem
obtido consideravel atencdo, uma vez que substancias adstringentes possuem
atividade biolégica antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, antioxidante,
anticancerigena, antialérgica, hepatoprotetora, vasodilatadora e antitrombotica

(He et al., 2015). Maisak et al. (2013) relatam que 0s mecanismos inibitérios dos
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taninos sobre o crescimento microbiano sdo explicados pela inibicdo direta
causada pela interacdo das moléculas com membranas, paredes celulares e/ou
proteinas extracelulares, interferindo no metabolismo normal da bactéria,
descrevendo ainda que os taninos hidrolisaveis possuem efeito antimicrobiano
superior aos taninos condensados. Zu et al. (2021) observaram melhora no
desempenho, na capacidade antioxidante e efeitos sobre a modulacdo
microbiana intestinal de camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei)
suplementados com 0,15% de taninos hidrolisaveis na alimentacao.
Estruturalmente, os taninos hidrolisaveis possuem grupos OH- reativos,
0s quais podem formar complexos com as proteinas, enzimas e polimeros como
a celulose ou hemicelulose (Ncube e Van Staden, 2015), os quais prejudicam de
forma substancial sua digestibilidade (principalmente da fracao proteica da dieta)
e a capacidade de absorcéo pelo trato digestivo dos animais. Pinto et al. (2000)
relataram que a presenca de até 0,42% de taninos na dieta de tilapias néo
prejudica a digestibilidade da matéria-seca e de outros nutrientes. No entanto, a
partir de 0,63% de inclusdo destes compostos tem impacto negativo sobre a

digestibilidade dos nutrientes.

Acido Galico

Compostos fendlicos sdo derivados do metabolismo secundario de
plantas, sendo a maior parte derivada do metabolismo da glicose por diferentes
reacdes bioquimicas, que constituem a via do acido chiquimico (Kahkonen et al.,
1999), e por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula, possuem propriedades
antioxidantes e influéncia em outros sistemas biolégicos no organismo.

Os galotaninos, que compreendem polimeros de &acido géalico ou ainda
galatos, compreendem um grupo molecular pertencente ao grupo dos taninos
hidrolisaveis (King e Young, 1999). Muitas moléculas fitogénicas atualmente
estdo sendo utilizadas na alimentacdo animal com efeitos antioxidantes,
inclusive podendo substituir algumas funcdes metabdlicas exercidas pela
vitamina C no organismo dos peixes. Ja existem na literatura (Kim et al. 2002 e
Kim e Lee, 2004) metodologias de avaliacdo dos efeitos antioxidantes das

moléculas em comparacao a vitamina C, sendo mensuradas como “capacidade
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antioxidante equivalente a vitamina C”, do inglés “Vitamin C Equivalent
Antioxidant Capacity (VCEAC). Nestes estudos, os galotaninos estdo sendo
contemplados, destacando seu efeito como substituinte da vitamina C em
algumas funcdes metabdlicas do organismo. Outros efeitos do acido galico tém
sido reportados na literatura, como anti-inflamatorio, antimicrobiano, antifagico e

anticarcinogénico (Fernandes e Salgado, 2016).

Caracterizac&o e metabolismo do Acido ascdrbico (Vitamina C) nos peixes

A vitamina C é um composto hidrossoluvel e termolébil, e sua forma ativa
€ 0 &cido ascorbico, que pode estar na forma reduzida ou oxidada, o &cido
dehidroascorbico (Reddy, 2018). A forma oxidada pode sofrer outra oxidacao, se
convertendo na forma inativa, denominada &cido dicetogul6nico, evento que
pode ser acelerado pela luz e calor. Este fato faz da vitamina C a mais instavel
das vitaminas.

A vitamina C (Figura 1) é sintetizada pelas plantas e pela maioria dos
animais, através da utilizacdo de D-glicose como molécula precursora (Tabela
1), por ter seis carbonos em sua cadeia carbbnica e um custo metabdlico
relativamente baixo (Crawford, 1982). Entretanto algumas espécies, como
primatas, cobaia, peixes, morcegos frutivoros, insetos (Gonzales e Silva, 2019)
e algumas aves (principalmente durante estresse térmico) ndo conseguem
sintetizar de forma natural, devido a deficiéncia da enzima L-gulonolactona
desidrogenase (Falcon et al.,, 2007; Neu et al., 2010), que converte L-
gulonolactona em 2-ceto-gulonato (penudltimo passo metabdlico da
transformacao de glicose em &cido ascorbico), composto que se transforma por
isomerizacdo espontdnea em A&cido L-ascoOrbico. Animais domésticos néo
necessitam de suplementacdo de vitamina C, pois esta ja é sintetizada em
guantidade suficiente para atender suas exigéncias, no entanto, a falta da
enzima determina a necessidade de suplementagdo nas espécies que nao a

possuem.
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Figura 1 - Sintese do &cido ascorbico nos animais
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Tabela 1 - Passos metabdlicos de sintese do acido ascorbico.

Passo catalitico Enzima Substrato
1 Hexoquinase D-Glicose
2 Fosfoglicomutase D-Glicose-6-fosfato
3 UDP-D-Glucose D-Glicose-1-fosfato
pirofosforilase
4 UDP-D-Glucose UDP-D-Glicose
desidrogenase
5 D-glicuronato-1- UDP-D-4cido
fosfatase glicurénico
6 D-Glicurono-quinase UDP-D-Acido
glicurdnico-1-fosfato
7 D-Glicuronato redutase D-Acido glicurénico
8 Aldonolactonase L-Acido galacturénico
9 L-Gulono-1,4-lactona L-Gulono-1,4-lactona

desidrogenase

10 L-Gulonolactona 2-cetogulonolactona

oxidase

11 Acido ascorbico

Fonte: Tripathi et al., 2009.

A vitamina C desempenha algumas funcdes importantes no organismo
entre elas estd o seu envolvimento na sintese de coldgeno (Dabrowski et al.,
2004; Falcon et al., 2007; Singh et al., 2019), conferindo maior resisténcia a fibra
muscular, onde também obtém papel importante na cicatrizacdo de ferimentos e
fraturas, além de ter funcdo importante na formacéo do esqueleto (Neu et al.,
2010) e construcdo de matriz éssea (Dabrowski et al., 2004). Halver (1972)
detectaram presenca de acido ascorbico na pele, barbatana caudal, cabeca,
mandibula, cartilagem de branquias e areas de colageno do 0sso em peixes,
comprovando sua presenca em locais de formacéo de cartilagem. Dabrowski et
al., (2004), Sarmento et al., (2018) e Gonzales e Silva (2019) destacam que a
vitamina C tem papel distinto como cofator para enzimas envolvidas em
hidroxilagado de prolina e lisina, para produzir hidroxi-lisina e hidroxi-prolina, as

qguais sdo necessarias na sintese do colageno, sendo essencial tanto para a
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manutencdo normal do tecido conectivo, como para recompor tecidos
danificados, devido a isso participando na cicatrizagéo de feridas e fraturas. Os
requerimentos de vitamina C nesses processos tem a ver com um efeito protetor
da hidroxilase, através da oxidoreducé&o de nucleos de Fe e grupos tiol presentes
na enzima.

A vitamina C participa no metabolismo do ferro, transformando-o do
estado férrico para o estado ferroso, ainda atua facilitando a absorc¢éo do Fe da
dieta no intestino (Gonzales e Silva, 2019). Isso ocorre devido ao seu efeito
protetor de hidroxilase através da oxido reducdo de nucleos de Fe. O estado
ferroso (Fe?) do Fe mantém-se ligado a enzima por intermédio da vit C,
facilitando sua absorcao no intestino.

Adicionalmente, participa da sintese de carnitina a partir da lisina e
metionina. Atua ainda na converséao do acido folico para folinico e pode minimizar
a acdo de radicais livres, evitando a desestabilizacdo da membrana lipidica
(Lehninger et al., 1995; Chien & Hwang, 2001; Falcon et al., 2007).

O acido ascorbico tem a capacidade de ceder e receber elétrons, o que
Ihe confere um papel essencial como antioxidante (Hajirezaee et al., 2019; Harsij
et al., 2020), estabilizando as células mediante a protecdo dos lipideos das
membranas, evitando sua peroxidacao pelos radicais livres (Gonzéles e Silva,
2019). Assim, o acido ascorbico torna-se essencial na resposta imune do
organismo (Han et al., 2019). A defesa antioxidante é um sistema
multicomponente com enzimas e outros elementos n&o-enzimaticos, e
micronutrientes como a vitamina C contribuem para esse sistema e estdo sendo
usados mais amplamente em alimentos para animais. A vitamina C é um
antioxidante solivel em &gua que é capaz de eliminar os radicais livres,
principalmente ROS (Han et al., 2019) e participa da reciclagem de outra
vitamina antioxidante, a vitamina E (Dabrowski, 2004). Além disso, indicadores
de resposta imune séo estimuladas pelos niveis de vitamina C muito acima das
necessidades fisioldgicas do corpo, protegendo os peixes também contra o
estresse (Trichet et al., 2015). Khara et al. (2016) e Reddy (2018) encontraram
melhora nos parametros hematolégicos e no desempenho de peixes
suplementados com &cido ascorbico na dieta, dados que sugerem efeito

benéfico da vitamina C também sobre o metabolismo sanguineo.
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Deficiéncia e toxicidade

Gonzales e Silva (2019) relataram que em geral, altas doses de vitamina
C sao bem toleradas, ndo havendo descricdo de efeitos toxicos na literatura
(Darias et al., 2011). Como a vitamina C melhora a absorcéo intestinal de Fe,
pode ocorrer acumulo de Fe (hemocromatose), que afeta a funcdo hepética. A
deficiéncia de acido ascorbico causa deformacdo dos tecidos esqueléticos e
cartilaginosos, fragilidade capilar, reparo lento de feridas, imunidade deprimida,
taxa de crescimento reduzida e aumento da taxa de mortalidade (Halver et al.,
1975). Ainda, deficiéncias geram redugdo no ganho de peso, baixa taxa de
sobrevivéncia e alta incidéncia de escoliose, lordose e despigmentagdo em
bagre-do-canal (Wilson e Poe, 1973), granulomas de pele devido ao aumento no
catabolismo da tirosina (Ruiz et al., 2019), perda de apetite, converséo alimentar
prejudicada, deformidades esqueléticas (lordose - curvatura da coluna vertebral
de convexidade anterior; escoliose -desvio da coluna vertebral para um lado; e
cifose - curvatura da coluna vertebral de convexidade posterior) (Rotta, 2003).
Darias et al.,, (2011) encontraram, em juvenis de tilapias e outros peixes
escorbuticos, escoliose distorcida/filamentos branquiais torcidos, deformacdes

de opérculos e boca.

Exigéncia de vitamina C para peixes

O sistema de cultivo e o habito alimentar dos peixes influenciam a
necessidade de suplementac&o de vitamina. E recomendado suplementacéo em
niveis maiores da exigéncia, para proporcionar aos peixes desempenho normal
visando maior resisténcia a doencas (Falcon et al., 2017). As exigéncias
nutricionais de vitamina C pelos peixes podem ser influenciadas por alguns
fatores, entre eles a idade, tamanho, estado reprodutivo e estresse (Neu et al.,
2010)

Alteracbes metabdlicas durante situacdes desfavoraveis geram
redistribuicdo e maior demanda por vitaminas, especialmente a vitamina C
(Wedemeyer, 1969). Recomenda-se suplementagdo em niveis superiores ao
necessario para proporcionar aos peixes desempenho normal visando maior

resisténcia a doencas (Li & Lovell, 1985). Peixes com alta concentracéo de &cido
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ascorbico nos tecidos apresentam maior tolerancia a poluicdo ambiental e maior
resisténcia a infec¢des por bactérias (Navarre & Halver, 1989).

A concentragdo de vitamina C no figado € proporcional a concentracao na
dieta, porém, em virtude da capacidade de reserva desse 0rgao, existe um limite
de armazenamento hepatico desta vitamina (Falcon et al., 2007), o que faz com
que haja a necessidade de ingestéo diaria da vitamina pelos peixes. Os referidos
autores constataram limite de armazenamento de acido ascérbico no figado a
partir dos niveis dietéticos de 600mg/kg.

Bloom e Dabrowsky (1996) destacaram a necessidade de haver uma
adequada suplementacdo de vitamina C para peixes reprodutores, e que ha uma
relacéo direta entre o aporte de vitamina C na dieta e desempenho, imunidade e
taxa de mortalidade da progénie. Os mesmos autores ainda destacam que a
vitamina C é importante para o desenvolvimento embrionario e o crescimento na
fase inicial da vida das pos-larvas. Na Tabela 2, estdo descritas as principais

fontes de vitamina C para alimentag&o animal.

Tabela 2 - Fontes comerciais mais comuns de vitamina C para utilizagao na

dieta de peixes

Forma de apresentacao Tipos disponiveis
Pura Cristalina
Sal sadico
Protegida Lipideo/Glicerideo
Etilcelulose
Polimero sintético
Estabilizada 6-Palmitato
2-Sulfato

2-Monofosfato
2-Monofosfato Sal Sédico
2-Monofosfato Sal magnesiano

2-Polifosfato
Fonte: Adaptado de Rotta, 2003.
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3 ARTIGO: Utilizacdo de aditivo fitogénico a base de Groselha-Indiana
(Emblica officinalis) e Manjericdo-santo (Ocimum sanctum) na

alimentacdo de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus)

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de artigo a
ser submetido, com as secdes de acordo com as orientacdes da Revista
Aquaculture.

Rafaella Rossetto Petrollit, Diogo Luiz de Alcantara Lopes?
lUniversidade do Estado de Santa Catarina — UDESC

3.1 INTRODUCAO

A tilapicultura é um campo da piscicultura que necessita de
desenvolvimento de tecnologias e de aditivos que possam aumentar a
produtividade, melhorando o desempenho dos peixes nos sistemas produtivos,
com garantia de saude e do status antioxidativo dos animais. Neste contexto, a
utilizacao de fontes de taninos hidrolisaveis tem se mostrado promissora (Xhu et
al., 2021), pois confere efeito antioxidante e melhorador de desempenho nos
organismos aquaticos.

Os gallotaninos compreendem um subgrupo dos taninos hidrolisaveis
(Yoshida, et al., 2010), os quais, ap6s sua hidrélise, liberam acido galico. Relatos
na literatura comprovam que este grupo de moléculas possui efeito positivo nos
parametros imunolégicos (Prusty et al., 2007), efeito antioxidante (Zhu et al.,
2021), anti-inflamatério e antimicrobiano (Maisak et al., 2013), o que confere a
estas moléculas potencial de melhoria de desempenho zootécnico, as quais
devem ser melhor exploradas da tilapicultura.

Entretanto, existe controvérsia na literatura quando aos efeitos produtivos
dos taninos hidrolisaveis na aquicultura. Alguns trabalhos demonstram efeitos
benéficos de sua utilizacdo (Novriadi et al., 2021; Zhu et al., 2021), enquanto Yao

et al. (2019) descrevem haver impacto negativo na digestibilidade das fracdes
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proteica e lipidica da dieta, prejudicando desempenho, e Buyukcapar et al (2011)
encontraram reducao no crescimento de tilapias suplementadas com altos niveis
de taninos hidrolisaveis na dieta. Diante do exposto, mais trabalhos séo
necessarios, principalmente no contexto de definicdo de dose de seguranca de
utilizacao destes elementos na nutricdo dos peixes.

Outro desafio presente na tilapicultura consiste na incapacidade em
sintetizar a vitamina C (acido ascorbico) em seu organismo, sendo uma espécie
de interesse zootécnico que necessita de suplementacao diaria desta vitamina, e
a adicao de fontes sintéticas desta vitamina nas racdes € a pratica mais comum.
Devido ao habito alimentar nas espécies piscicolas de agua doce em capturar o
alimento na superficie da &gua, majoritariamente as racdes de peixes sao
fabricadas através do processo de extrusado, para que as racées possuam menor
densidade em relacdo a agua e possam flutuar sobre a lamina da mesma quando
fornecidas aos peixes. As fontes de vitamina C de origem sintética sao termolabeis
e, como o processo de extrusdo frequentemente ultrapassa a temperatura de
110°C de processamento, grande parte do acido ascorbico presente é destruido,
e as racoes produzidas acabam ndo contendo o nivel de vitamina C previamente
formulado (Rota, 2003). Diante disso, atualmente se faz necesséario o
desenvolvimento de fontes alternativas de vitamina C que possa suportar esta
temperatura de processamento, sem sofrer perdas no seu valor biolégico.

Uma nova fonte, com promissora utilizacdo na alimentacdo de peixes,
baseia-se em uma mistura dos extratos herbais oriundos das espécies Emblica
(Emblica officinalis) e Manjericao-santo (Ocimum sanctum), 0s quais Sao ricos em
taninos hidrolisaveis (galotaninos) e em 2-cetogulonolactona, uma molécula
precursora do acido ascorbico no metabolismo hepatico dos peixes, sendo uma
fonte termoestavel que pode ser submetida ao processo de extrusao sem que haja
perda no valor biolégico, podendo contribuir com o atendimento das exigéncias
de vitamina C no organismo das tilapias.

Adicionalmente, a 2-cetogulonolactona é a Unica molécula que 0s peixes
conseguem transformar em vitamina C a nivel hepatico, visto que 0s peixes nao
possuem a enzima L-gulonolactona oxidase (Dabrowski, 1990; Shanaka et al.,
2021), a qual é responsavel pela sintese da 2-cetogulonolactona (Naidu, 2003),
gue € o ultimo passo antes da sintese de acido ascérbico no organismo das

tilapias (por isso que, naturalmente, ndo conseguem sintetizar vitamina C). Com
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isso, a adicdo desta molécula ja disponibiliza o ultimo precursor da vitamina C,
garantindo que haja a conversdo final e disponibilidade metabdlica desta
molécula.

Entretanto, estudos ainda sdo escassos a respeito desta fonte na nutricao
de peixes, e ndo existem trabalhos relacionados a nutricdo de tilapias-do-nilo.
Como a tilapia compreende uma das principais espécies de interesse econdémico
mundial, estudos que permitam o desenvolvimento de novas alternativas e novas
tecnologias para este setor sdo imprescindiveis para o desenvolvimento desta
cadeia produtiva.

Diante disso, objetivou-se avaliar se a adi¢cdo de diferentes niveis de uma
combinacao dos extratos herbais de Emblica e Manjericdo-Santo, em dietas de
tilapias-do-nilo, exerce efeitos sobre os parametros de desempenho produtivo,
desenvolvimento de 6rgaos, parametros oxidativos, antioxidantes e mineralizacéo

dssea.

3.2 MATERIAL E METODOS

Animais, tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido nas instalacdes do setor de piscicultura da
UNOESC Xanxeré, sendo utilizadas 175 tilapias, da linhagem GIFT, com peso
médio inicial de 1,2g e comprimento médio de 3cm, em um periodo experimental
de 90 dias de cultivo. O protocolo de pesquisa foi previamente enviado para a
comissao de ética no uso de animais (CEUA/UNOESC), aprovado sob parecer n.
14/2021. A estrutura experimental era composta por 25 caixas de polietileno, com
volume de 100 litros cada, em sistema de circulagdo independente (ndo havia
recirculagdo de agua), com agua oriunda de poco artesiano, com temperatura,
oxigénio dissolvido e pH monitorados diariamente. Durante todo o periodo
experimental, a temperatura média foi de 22°C + 2°C, os niveis de oxigénio
dissolvido foram de 7,8mg/L + 0,9mg/L e o pH esteve na faixa de 7,8 + 0,4.

Os juvenis de tilapias foram distribuidos no primeiro dia alojamento em
delineamento experimental inteiramente casualizado, sendo composto por cinco

tratamentos, constituidos por cinco repeti¢cdes, abrangendo sete peixes em cada
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repeticdo. Foi elaborada uma racdo basal, sem qualquer adicdo de fontes de
vitamina C via premix, e os tratamentos foram ajustados conforme a incluséo das
fontes descritas na Tabela 3, com ragbes (Tabela 4) sendo fornecidas com base
na saciedade aparente diaria.

Os niveis do aditivo fitogénico adicionados nas racGes foram crescentes,
oriundos de uma fonte herbal composta pela combinacdo de Emblica (Emblica
officinalis) e Manjericdo-santo (Ocimum sanctum) (Herbo-C® Powder, Indian
Herbs, Saharampur, india), a qual contém 12% de taninos hidrolisaveis, 5,0% de
acido galico e 0,96% de 2-cetogulonolactona, molécula precursora do acido
ascérbico no figado dos peixes, sendo considerada a mesma contribuicao

numérica da vitamina C no blend.

Avaliacdo do desempenho zootécnico das tilapias-do-nilo

Os peixes foram pesados no inicio do experimento e posteriormente aos
30, 60 e 90 dias de cultivo, juntamente com as sobras de racdo, para determinacéo
do ganho de peso, consumo de racdo e da conversao alimentar. Também foi
monitorada a mortalidade em cada uma das fases avaliadas, sendo calculada em
percentual ao total de juvenis alojados.

Aos 60 dias de cultivo, uma tilapia por unidade experimental foi
eutanasiada, e aos 90 dias de cultivo, outros dois peixes foram eutanasiados, para
coleta de sangue (60 dias) e analise de calcio e fésforo total corporal (60 e 90
dias) e das vértebras (90 dias). Os peixes foram pesados com auxilio de luvas e
toalhas Umidas, com posterior eutanasia em eugenol, (300mg/L) por 60 segundos
e imediata seccdo medular, conforme descrito nas diretrizes de praticas de
eutanasia do Concea (Brasil, 2018).

Os peixes foram eviscerados, para a avaliacao do peso relativo do intestino
(peso do intestino / peso total x 100) e do indice hepatossomatico (peso do figado

/ peso total x 100).

Parametros antioxidantes e oxidantes no sangue

Foram coletadas amostras 1ml de sangue, aos 60 dias de cultivo, por

puncéo da veia caudal, com utilizacao de seringa de insulina. Antes da coleta, 0s
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peixes foram anestesiados com eugenol (1 mg/L-1) e, com o auxilio de seringas
contendo EDTA a 10%, foram coletadas amostras de sangue por puncédo da veia
caudal. Este material foi alocado em dois tubos, sendo um dos tubos com EDTA
para obtencdo de sangue total para andlises hematologicas e outro tubo sem
anticoagulante para a obtencdo do soro. Posteriormente, este material foi
centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos e o soro separado, coletado e congelado
(-20°C) para as analises.

A Peroxidacdo lipidica foi determinada através da metodologia,
denominada FOX (Hermes-Lima et al., 1995; Monserrat et al., 2003), é baseado
na oxidacdo de Fe (Il) sob acido condi¢cdes e mede a quantidade de perdxidos
lipidicos. Para as medic¢des de peroxidacao lipidica (LPO), FeSO4 (1 mM), H2SO4
(0,25 M), xilenol laranja (1 mM, Sigma) e agua destilada foram adicionados
sequencialmente. Amostras (20 pL) ou metanol (brancos) foram adicionados e
incubados por 450 min. Posteriormente, a absorbéancia (550 nm) foi determinado
utilizando espectrofotbmetro e hidroperoxido de cumeno (CHP, Sigma) foi
empregado como um padrdo. LPO foi expresso como hidroperéxido de cumeno
(CHP) equivalentes por g de amostra quando tecidos ou mL quando amostra de
soro.

A atividade de GST foi medida de acordo com Mannervik e Guthenberg
(1981) com pequenas modificacdes. A atividade GST era medido pela taxa de
formacéo de dinitrofenil-S-glutationa a 340nm em um meio contendo fosfato de
potassio 50mM, pH 6,5, ImM GSH, 1mM 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
como substrato e sobrenadantes de tecido (aproximadamente 0,045 mg de
proteina). Os resultados foram calculados e expressos como U / mg de proteina.

As atividades séricas e teciduais a SOD foi avaliada
espectrofotometricamente conforme descrito por Marklund e Marklund (1974),
baseado na reagdo da inibicdo do anion superéxido na presenca de piragolol. A
atividade enziméatica foi expressa em unidades SOD / mg de proteina.

A concentracdo das proteinas nas amostras foi determinada utilizando a
metodologia de Bradford (1976) utilizando albumina bovina como padréo.
Previamente foi construida uma curva de calibracio com albumina e
posteriormente a absorbancia das amostras foi medida em 595 nm através de
cubetas em espectrofotdbmetro. Em seguida a quantificacdo das proteinas totais

nas amostras foi realizada.
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Andlise de célcio e fésforo corporal e das vértebras

Foram coletados aleatoriamente dois peixes por tanque, para as analises
do teor corporal de calcio e fésforo (um aos 60 e outro aos 90 dias), e um peixe
por repeticdo para avaliagcdo dos referidos parametros nas carcagas (aos 90 dias
de cultivo). Para os peixes integros, os mesmos foram pesados secos em estufa
de circulacdo de ar por 24h a 55°C e moidos, enquanto que, para a remocao das
vértebras, os peixes foram cozidos em aparelho de micro-ondas por 5min, para a
posterior retirada manual das vértebras, sendo secas em estufa de circulagdo de
ar por 12 h a 105°C. Tanto as amostras de peixes integros (60 e 90 dias) quanto
das vértebras (90 dias) foram utilizadas para a determinacdo do teor de cinzas,

calcio e fosforo, de acordo com as técnicas descritas por Silva e Queiroz (2009).

Andlise estatistica

Os resultados experimentais foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk, e, como foram considerados normais, os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e a analise de regressao linear e quadratica, a

0,05 de significancia, utilizando-se o programa estatistico R.

3.3 RESULTADOS

DESEMPENHO

N&o houve efeito (P>0,05) da adicdo da mistura fitogénica sobre o peso
corporal, ganho de peso, consumo de racao, conversao alimentar e mortalidade
dos peixes no periodo de 1 a 30 dias de cultivo (Tabela 5). No periodo de 1 a 60
dias de cultivo, também néo foi observado efeito da inclusdo dos extratos herbais
sobre o peso corporal, ganho de peso, e mortalidade (P>0,05), entretanto,

observou-se tendéncia (P=0,061) de reducdo do consumo de alimento e efeito
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quadratico (P=0,024) na conversdo alimentar dos juvenis, de acordo com o
aumento do nivel adicionado na dieta.

No periodo de 1 a 90 dias de cultivo, ndo foram observadas alteragcbes
(P>0,05) sobre o peso corporal e ganho de peso, porém, na avaliacdo do consumo
(Figura 1), houve reducéao linear (P=0,017; Y=94,1892-0,0387x, r2=0,22) e efeito
quadratico (P=0,042; Y=99,0241-0,078x+0,0001x2, r2=0,25) de acordo com a
adicdo dos niveis crescentes dos fitogénicos fornecidos. Para a conversao
alimentar desta fase, foi observada tendéncia linear (P=0,089) e quadrética
(P=0,097), e para a mortalidade, houve reducéo linear (P= 0,019; Y=25,3336-
0,0283x, r2=0,21) e efeito quadratico (P=0,049; Y=28,6682 - 0,0617x + 0,00001x2,
r2 = 0,24) conforme houve aumento da inclusdo dos extratos herbais da

alimentacdo das tilapias.

PESO RELATIVO DE ORGAOS

N&o foram observadas diferencas (P>0,05) nas avaliacdes do peso relativo
intestinal e do indice hepatossoméatico dos peixes pertencentes aos diversos

tratamentos avaliados (Tabela 6).

ANALISE ANTIOXIDANTE SERICA

N&o houve efeito (P>0,05) da adicdo da mistura fitogénica sobre as
analises séricas de proteinas totais e da enzima Superoxido-Dismutase (Tabela
7). No entanto, foi verificado efeito linear sobre os niveis da enzima Glutationa-S-
Transferase (P=0,047) e efeitos linear (p=0,026) e quadratico (P=0,049) sobre a

peroxidacao lipidica (Figura 3) analisada no soro sanguineo das tilapias.

NiVEIS DE CALCIO E FOSFORO CORPORAL E NAS VERTEBRAS
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N&o foi verificada alteracdo (P>0,05) sobre os niveis de calcio corporal das
tilapias aos 60 dias de cultivo, sendo observado aumento linear (P<0,001;
Y=13,13+0,005153, r2 = 0,45) do teor de fosforo corporal dos peixes de acordo
com o aumento da ingestdo da combinacdo herbal na dieta (Tabela 8). Aos 90
dias de cultivo, observou-se aumento linear (P=0,012; Y= 62,7312+0,0099X,
R2=0,25) e efeito quadratico (P= 0,029; Y=61,5462+0,0218X+0,000001X?,
R2=0,28) nos niveis de calcio e efeito quadratico (P=0,009; Y=12.7139-
0,0058X+0,00002X?, R2=0,35) nos niveis de fésforo corporal, além de efeito linear
(P=0,008; Y=113,475+0,0166X, R2 = 0,27) e quadratico (P=0,001; 108,8 +
0,06367x — 0,000059x?, R2 = 0,46) nos niveis de calcio nas vértebras, nédo

havendo efeito sobre a deposi¢céo de fésforo neste local (P>0,05).

3.4 DISCUSSAO

Os taninos hidrolisaveis sempre foram apontados como moléculas que
prejudicam a digestibilidade e o desempenho de peixes e outras espécies
(Buyukcapar et al., 2011), devido ao fato de se complexarem com a proteina a
nivel de limen intestinal, prejudicando sua digestao e absorcdo. No entanto, sua
utilizacdo em doses menores, com o0 conceito de “aditivo melhorador de
desempenho”, tem gerado efeitos benéficos na produtividade de organismos
aguaticos A adicdo de taninos hidrolisaveis possui efeitos mais solidos sobre o
desempenho quando comparadas a adicao de taninos condensados, pela melhor
capacidade de solubilidade e também de liberacdo de compostos menores, como
0 acido galico, que potencializa seus efeitos.

O consumo dos peixes reduziu linearmente ao longo de todo o periodo de
producao, devido ao efeito adverso na palatabilidade que os taninos conferem na
racao. Tal situacéo gerou tendéncia de reducéo na conversao alimentar, uma vez
gue o ganho de peso corporal das tilapias ndo se reduziu na mesma intensidade.

A reducéo na mortalidade observada na presente pesquisa condiz com 0s
efeitos benéficos da adicdo dos extratos de Emblica e do Manjericdo-Santo
descritos na literatura e o efeito sinérgico da combinagdo dos dois compostos
fitogénicos potencializa seu efeito. Naturalmente, os dois extratos ja sao ricos em

uma ampla gama de moléculas secundarias, (Van Doan et al., 2022), com
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potencial fitoterapico, as quais podem interferir em varios mecanismos fisioldgicos
dos animais, melhorando o status imunitario e a resisténcia frente a patégenos
(Prusty et al., 2007). Varios autores encontraram efeitos semelhantes no aumento
da taxa de sobrevivéncia da utilizacdo de um ou outro destes extratos herbais na
alimentacéo de organismos aquaticos, como Tirkey e Thakur (2018), Chandrakala
e Rajeswari (2019), Sikotariya e Yusufzai (2019), Srivastava et al. (2019), Saha et
al. (2021) e Van Doan et al. (2021).

O peso relativo do intestino e o indice hepatossomatico ndo foram alterados
nos peixes analisados, independentemente do nivel de suplementacao utilizado.
Isto indica que existe seguranca fisioldgica da utilizagcdo dos fitogénicos
adicionados na dieta, uma vez que ndo houve hipertrofia ou reducdo no
desenvolvimento proporcional destes 6rgaos.

A auséncia de efeitos sobre os niveis de proteinas séricas totais era
esperada, uma vez que 0s principais componentes desta fracdo compreendem a
albumina e as globulinas, as quais sao proteinas ligadas ao sistema imunolégico
do organismo. Seu aumento normalmente refere-se a uma ativacao imunitaria, a
qgual ndo responde, normalmente a adi¢cao de fitogénicos com carater antioxidante
no organismo. O mesmo comportamento foi observado na anélise da presenca
sérica da enzima Superéxido-Dismutase, a qual normalmente é estimulada pela
presenca de vitamina E, selénio e outros minerais.

O aumento observado nos niveis de Glutationa-S-Transferase (GST) foi
provocada pelo aumento da suplementacao da mistura fitogénica na dieta. Como
0s taninos presentes exercem um efeito antioxidante natural, provavelmente
houve uma economia metabdlica do sistema antioxidante enzimatico do
organismo, refletindo na maior disponibilidade de GST no sangue. Este efeito
também é corroborado pela menor lipoperoxidacao verificada em nosso estudo,
uma vez que houve forte reducdo da presenca de moléculas lipidicas peroxidadas
no sangue, comprovando o efeito antioxidante das moléculas presentes. As
informagdes obtidas corroboram os achados de Chaudhary et al. (2020) e Zhu et
al. (2021), os quais encontraram outros efeitos antioxidantes ao utilizar fontes de
taninos na alimentac&o de organismo aquaticos.

Foi observado aumento nos niveis corporais de calcio e de fosforo
aumentaram de acordo com o aumento da suplementagcdo da combinacao

fitogénica na alimentacdo dos juvenis de tilapias. Lozano-Sanchez et al. (2021),
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ao avaliar a inclusdo da mesma mistura herbal na alimentacdo de cordeiros,
constataram aumento nos niveis séricos de fésforo, informacdo que vem ao
encontro do verificado na presente pesquisa. Este aumento pode ser explicado
pelas fun¢des da vitamina C no organismo, a qual é responséavel pela sintese de
colageno, um importante componente extra-celular da matriz 6ssea (Akbari et al.,
2016), os quais requerem calcio e fosforo para sua posterior mineralizacdo. Ainda,
esta situacdo ajuda a comprovar que as tilapias conseguem sintetizar vitamina C
a nivel hepatico através da presenca de seu precursor, a 2-cetogulonolactona,
presente no extrato da Emblica.

Os dados das analises de calcio das vértebras dos peixes avaliados vém
de encontro ao elucidado acima, pois foi observado aumento na deposicédo de
calcio 6sseo de acordo com o0 aumento da dose da mistura fitogénica adicionada.
Como a vitamina C sintetizada contribuiu para a melhor formacéo 6ssea, houve
maior capacidade de deposicdo de calcio, melhorando a qualidade Ossea e
aumentando a retencao de calcio corporal. Com respeito ao fésforo, ao ndo haver
efeito da adic&o dos extratos herbais sobre sua concentracdo nas vértebras, pode-
se afirmar que este mineral ndo possui a mesma dependéncia da vitamina C,
quando comparado ao calcio, para a formacgao éssea.

Atualmente, a suplementacdo de &cido ascorbico na piscicultura ainda é
restrita as fontes sintéticas, o que impossibilita um adequado atendimento das
exigéncias nutricionais dos peixes. Os resultados obtidos poderdo servir para
validar a utilizacdo de uma nova tecnologia que auxiliard no desenvolvimento da
cadeia produtiva piscicola brasileira, melhorando a eficiéncia e a rentabilidade da
atividade, permitindo desenvolvimento socioeconémico do produtor, contribuindo
para a garantia de renda e qualidade de vida para as pessoas envolvidas nesta
atividade. Atualmente, o estudo cientifico de alternativas que possam mitigar ou
atenuar os problemas da falta de vitamina C no organismo dos peixes ainda sé&o
escassos, e as informagdes geradas na presente pesquisa poderdo contribuir
como base de uma nova linha cientifica de estudos na area.

A fonte herbal contribui para o suprimento de vitamina C na nutricdo das
tilapias-no-nilo, exercendo impacto positivo sobre o desempenho zootécnico,
melhorando a capacidade antioxidante do organismo e sem causar prejuizo
metabdlico nos peixes. Entretanto, este composto fitogénico ndo pode ser

utilizado como a unica fonte de vitamina C para tilpias, pois a exigéncia média
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de suplementacdo desta vitamina para a alimentacdo destes peixes € mais alta
do que a ofertada pelos aditivos em suas doses testadas. Wu et al. (2015)
encontraram requerimento de vitamina C na ordem de 53,05mg/kg para garantia
de ganho de peso, enquanto que Soliman et al. (2008) descreveram a
necessidade de 420mg de vitamina C por kg de racdo, ambos valores calculados
durante o processo de formulacdo das ra¢cdes. Em nossa pesquisa, o contetdo
de 0,96% de 2-cetogulonolactona ndo € suficiente para gerar atendimento

nutricional proximo aos descritos.

3.5 CONCLUSAO

A adicdo da combinacéo fitogénica a base de Emblica officinalis e Ocimum
sanctum reduz o consumo de alimento de forma linear, mantendo o ganho de peso
e a conversdo alimentar das tilapias-do-nilo. Sua suplementacdo reduz a
mortalidade, aumenta o depdsito de fésforo e calcio corporal e o deposito de calcio
nas vertebras e exerce efeito antioxidante, podendo ser utilizado adequadamente

na alimentacao de juvenis de tilapias.
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Tratamento Molécula
TO Racéao basal
T200 200mg/kg da combinacao herbal
T400 400mg/kg da combinacao herbal
T600 600mg/kg da combinacao herbal
T800 800mg/kg da combinacéo herbal
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Tabela 4 - Composicao alimentar e nutricional da racdo basal experimental

Ingrediente Inclusao
Farinha de Visceras de aves g/kg 469,12
Farelo de Soja 46%, g/kg 210,88
Farinha de Peixe, g/kg 150,00
Milho integral, g/kg 140,00
Oleo de Soja, g/kg 25,00
Suplemento vitaminico e mineral?, g/kg 5,00
Valores Calculados

Proteina bruta, g/kg 460,00
Energia digestivel, kcal/kg 3640,00
Fibra bruta, g/kg 22,88
Extrato etéreo, g/kg 97,73
Lisina, g/kg 27,11
Met. + Cis., g/kg 15,90
Célcio, g/kg 30,44
Fosforo disponivel, g/kg 18,39
Sadio, g/kg 3,60

1Suplemento Vitaminico contendo por kg do produto: Vit. A - 6.500.000 U.I.; Vit. D3 - 2.500.000 U.1,;
Vit. E - 30.000 U.l.; Vit. B1 - 3,0g; Vit. B2 - 3,75; Vit. B6 - 3,0g; Vit. B12 - 0,010g; Acido Pantoténico
- 12,0g; Biotina - 0,150g; Vit. K3 - 2,0g; Acido Fdlico - 0,250g; Acido Nicotinico - 35,0g; Excipiente
g.s.p - 1000g; Ferro - 50,0g; Cobalto - 2,0g; Cobre - 10,0g; Manganés - 80,0g; Zinco - 66,60g; lodo
- 6,669; Selénio 233 mg e Excipiente g.s.p - 1000g;
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Tabela 5 - Desempenho de tilapias-do-nilo suplementadas com diferentes niveis
de fonte herbal de vitamina C na dieta

1 a 30 dias
T Peso/ Ganho de Consumo/ Mortalidade
ratamento : . . CA
peixe (g) peso/peixe (g) peixe (Q) (%)
0 mg/kg 6,52 5,25 7,79 1,48 5,71
200mg/kg 7,22 5,97 8,51 1,42 2,86
400mg/kg 6,74 5,34 7,94 1,49 5,71
600mg/kg 6,87 5,64 7,04 1,25 2,86
800mg/kg 6,26 5,06 6,48 1,28 0,00
CV (%) 12,38 15,34 21,23 26,32 10,51
P Linear 0,535 0,554 0,221 0,230 0,570
P Quadratico 0,267 0,586 0,369 0,500 0,562
1 a 60 dias
Peso/ Ganho de Consumo/ Mortalidade
Tratamento . X . CA
peixe (g) peso/peixe (g) peixe (Q) (%)
0 mg/kg 11,54 10,08 14,42 1,43 14,28
200mg/kg 12,83 11,54 13,68 1,18 571
400mg/kg 12,44 11,03 12,97 1,17 5,71
600mg/kg 12,12 10,89 11,86 1,09 2,86
800mg/kg 10,88 9,64 11,35 1,18 2,86
CV (%) 14,64 15,69 24,21 26,33 13,64
P Linear 0,574 0,528 0,061 0,141 0,144
P Quadratico 0,161 0,147 0,186 0,0242 0,357
1 a 90 dias
Peso/ Ganho de Consumo/ Mortalidade
Tratamento . X . CA
peixe (g) peso/peixe (g) peixe (Q) (%)
0 mg/kg 33,07 31,09 62,63 2,01 25,00
200mg/kg 32,16 30,48 53,87 1,77 13,33
400mg/kg 33,68 31,89 56,09 1,76 16,67
600mg/kg 30,31 28,87 47,11 1,63 3,33
800mg/kg 29,30 27,79 47,36 1,70 6,67
CV (%) 17,81 18,40 20,77 22,57 88,45
P Linear 0,753 0,879 0,017b 0,089 0,019
P Quadratico 0,509 0,523 0,042¢ 0,097 0,049¢

ay=1,4983-0,0015x+0,00003x2 R2=0,16
bY=94,1892 — 0,0387x R2 =0,22
€Y=99,0241 - 0,078x + 0,0001x? R2 =0,25
dY=25,3336 — 0,0283x R2=0,21
€Y=28,6682 — 0,0617x + 0,00001x?> R2 =0,24
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Tabela 6 - Peso relativo de 6rgédos e indice hepatossomatico de tilapias-do-nilo
suplementadas com diferentes niveis de fonte herbal de vitamina C na dieta aos

90 dias de cultivo

Peso relativo do

Tratamento intestino (%) indice hepatossomatico (%)
0 mg/kg 8,07 1,77
200mg/kg 8,63 1,60
400mg/kg 9,68 1,77
600mg/kg 8,74 1,98
800mg/kg 10,04 2,03
CV (%) 19,23 24,46
P Linear 0,128 0,264
P Quadratico 0,325 0,517
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Tabela 7- Parametros antioxidantes no sangue de tilapias-do-nilo suplementadas
com diferentes niveis de fonte herbal de vitamina C na dieta

. . Atividade Niveis
Tratamento Prot(er;]na;fn'[;) tais SOD (U/mg Gsrgté?r:g;g LPO
9 proteina) P (nmol/mL)

0 mg/kg 5,98 6,97 26,49 7919,12
200mg/kg 6,35 6,74 21,01 4627,92
400mg/kg 4,24 8,47 24,49 5202,13
600mg/kg 5,49 7,56 38,69 4540,58
800mg/kg 6,77 7,79 36,92 4068,82
CV (%) 25,75 18,00 49,42 49,92
P Linear 0,879 0,182 0,0472 0,040°
P Quadratico 0,205 0,330 0,153 0,071°

SOD - Superoxido-dismutase; GST — Glutationa-S-Transferase; LPO — Peroxidagao lipidica
ay = 218196 + 0,0193x R2 = 0,16

bY = 6848 — 3974x R2 =10,19

¢Y = 7458.2338 — 10,1813x + 0,0079x2 R2 = 0,24
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Tabela 8 - Mineralizacéo corporal e das vértebras de tilapias-do-nilo
suplementadas com diferentes niveis de fonte herbal de vitamina C na dieta

P Ca P

Ca Ca P
Dose de corporal corporal corporal . .
~ corporal vértebras vértebras
Incluséo 60d (g/kg) 60d 90d 90d (g/kg) (g/kg)
(gkkg)  (g/kg)  (g/kg)

0 mg/kg 40,71 13,41 61,33 12,81 107,24 12,46
200mg/kg 42,78 13,62 65,48 11,46 123,27 11,68
400mg/kg 45,57 15,70 68,68 13,10 121,63 12,88
600mg/kg 43,29 15,69 68,08 12,33 125,95 12,23
800mg/kg 43,07 17,53 69,95 14,45 122,54 12,89
CV (%) 8,00 14,60 8,65 14,55 7,71 11,15
P Linear 0,296 <0,0012 0,012° 0,099 0,008¢ 0,232
P Quadrético 0,384 0,214 0,029¢  0,009¢ 0,001f 0,498

Ca — Caélcio. P — Fésforo.
ay=13,13+0,005153x. R2 = 0,45
by=62,7312+0,0099X R2=0,25
¢Y=61,5462+0,0218X+0,000001X2 R2=0,28
dy=12.7139-0,0058X+0,00002X2 R2=0,35
eY=113,475+0,0166X R2 = 0,27

f108,8 + 0,06367x — 0,000059x2 r2 = 0,46
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Figura 2 - Efeitos linear e quadratico do consumo de racao de peixes
alimentados com diferentes niveis de extratos herbais na dieta aos 90 dias de

cultivo
Consumo de ragdo 1 a 90 dias Consumo de rag&o 90 dias
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Figura 3 - Efeito linear dos niveis de GST e da lipoperoxidacao lipidica aos 90
dias de cultivo de peixes alimentados com diferentes niveis de extratos herbais
na dieta
Grafico de Linha Ajustada Grafico de Linha Ajustada
U GST/mg proteina = 22,01 + 0,01938 Trat LPO nmel/MI = 6848 - 3,974 Trat
o - S

10000

n
8

&
L]
.

U GST/mg proteina
g
*
\
*
.
LPO nmol/MI
*
.
.
.0

8000

6000

20 & . ] 4000 *
. . . Y
. * It
10 2000 *
. . .
0 0
[ 00 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Trat Trat



46

4 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo dos taninos hidrolisaveis permite melhorar a taxa de
sobrevivéncia dos alevinos de tilapias, mantendo o desempenho zootécnico e
gerando efeitos antioxidantes no organismo. A adicdo da combinacéo fitogénica
de Emblica officinalis e Ocimum sanctum possui forte potencial de inclusdo na
aquicultura, uma vez que sua inclusdo, em nivel de aditivo, ndo gera os
conhecidos efeitos negativos dos taninos hidrolisaveis na nutricdo de
organismos aquaticos.

Atualmente, a suplementacéo de acido ascorbico na piscicultura ainda &
restrita as fontes sintéticas, o que impossibilita um adequado atendimento das
exigéncias nutricionais dos peixes. Os resultados obtidos poder&o servir para
validar a utilizacdo de uma nova tecnologia que auxiliara no desenvolvimento da
cadeia produtiva piscicola brasileira, melhorando a eficiéncia e a rentabilidade
da atividade, permitindo desenvolvimento socioeconémico do produtor,
contribuindo para a garantia de renda e qualidade de vida para as pessoas
envolvidas nesta atividade. Atualmente, o estudo cientifico de alternativas que
possam mitigar ou atenuar os problemas da falta de vitamina C no organismo
dos peixes ainda sé&o escassos, e as informacdes geradas na presente pesquisa

poderdo contribuir como base de uma nova linha cientifica de estudos na area.
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ANEXO A - COMPROVANTE DO CEUA

O CAMPO ABAIXO E DE PREENCHIMENTO DA CEUA

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CEUA/UNOESC

DE ACORDO COM O EXPOSTO ACIMA, A CEUA PROCEDE COM O SEGUINTE
RELATO:

|- DADCS DE IDENTIFICAGAD

Protocoio de Pesquisa CEUA n® 1472021 [Pesquisal & )

Tibulz do Projeto; Utlliza¢do de Mogenicos como Tonte de vitaming C na almentagao de tilaplas-do-nllo
[Creoshromis nllotices)

Data de Inlclo; OTADS202 1

Data do Térming: 180125202

Pesquisador Responsavel Tlago Eoular Petnoll

Unoess de: Xanyarg | Area: ACWS | Cursoc Zoatecnia

Il - ANALISE DO PROTOCOLO

JustificativalRelevancia (item 2.5); & justificativa apresentada & relevants do panta 2 vista técnico &
clantifico.

Metodologia: Sera conduzido um experimenio nas instalacoes do setor de piscicultura da
UMOESC Xanxerg, sendo utilizadas 175 tilapias, da linhagem GIFT, com peso medio nicial de 5g
e comprimento médio de 3cm, em um pericdo experimental de 80 dias de cultvo. Os animais
serdo divididos em grupos que receberdo diferentes tratamentos de suplementagSo herbal de
vitamina C. Acs 80 dias de cultivo, os animais terac amaostras de sangue coletadas via veia
caudal, com procediments mestes-:n com ewgenol. O sangue pasﬂa par analises bioguimicas
g hernatnln:rgms para comparagio dos grupos. Além disso, os animais serio medidos e pesados.
Os animais n3ao serdo eutanasiados apds o estudo.

Analise Beneficios: Trata-se de pesquisa ZoobEcnica importante para o desenvolvimento de
métodos produtivos & de manejo melhores para criagio de tlapias.

Orgamento financeire detalhado da pesguisa e fonte de recursos.
Sim.

0 protocolo apresentou todos o5 anexos?
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* Temno de Consentimento do Proprietario do Animal {assinado); Sim

* Temo do Responsavel da Instituigo (assinado):Sim

* Temno de Responsabilidade do Pesquisador (assinado); Sim

* Declaracio do responsavel pela manutencio dos animais — SE FOR O CASO (assinado).

OPCAO 1 - APROVADO

Il - PARECER DO RELATOR

Trata-se de pesquisa zootécnica importante para o desenvolvimento de métodos produtivos e de
manejo melhores para criacdo de tilapias. Toda a documentacio e metodologia esta de acordo

com o preconizado pelo CONCEA.

IV - PARECER DO COLEGIADO DA CEUA

Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA), acompanha o voto do Relator pela APROVACAD
do protocolo acima.

1) A licenga da CEUA & de até 2 (dois) anos, a contar da data emissdo deste parecer. 2)
Emendas: extensio, prormogacio, alteragio do nimero amostra etc, devem seguir as orienfacdes
expostas no site da CEUA. 3) Ao término do estudo, o pesquisador tem 30 (trinfa) dias para envio
do Relatdrio, de acordo com o modelo disposto no site da CEUA, se o estudo derivou submissao
ol puhllf.agao de artigo este deve ser anexado. 4] 0 pesquisador gue estiver pendente com a
entrega de relatorio(s) de protocolo anteriores, ndo podera submeter novo protocolo para analise
da CEUA.

Data da Reunido: 30/03/2021

. Ty [
Prof” Sérgio AbreuMachado
{ ' P l‘:.-lf.'. a o Lo de

Amiars (CEUA) da Linoese




