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RESUMO

SILVEIRA, Ulisses Simon da. Suplementacdo de ascorbil palmitato em
racOes para alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus): desempenho
e resposta ao estresse. 2008. 62 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O experimento foi conduzido no Laboratério da Estacdo de Piscicultura
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com o objetivo de avaliar o efeito
da suplementacdo de ascorbil palmitato como forma de vitamina C para alevinos
de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Foram utilizados 720 alevinos com
peso médio inicial de 1,40+0,12 g, distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado em 24 tanques circulares com capacidade total de 100 L, seis
tratamentos e quatro repeticGes. Os tratamentos continham seis niveis de
ascorbil palmitato: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 g/kg, em racdes semipurificadas,
isocaléricas com 3178 kcal ED e isoprotéicas com 35% PB, por um periodo de
36 dias. Ao trigésimo sétimo dia de experimento, os peixes foram mantidos em
jejum, por 24 horas, para a simulacdo do transporte. Os animais foram
transportados em sacos plasticos de 100 litros de capacidade total (com 1/3 de
agua e 2/3 de oxigénio), em rodovia asfaltada, por, aproximadamente, 2 horas.
N&o foi observada mortalidade durante e depois do transporte Apds o transporte,
os peixes foram recolocados nas caixas experimentais. Foram coletados 20
alevinos por parcela, sendo cinco em cada periodo: antes do transporte (C1),
logo ap6s o transporte (C2), 8 horas ap6s o transporte (C3) e 18 horas apds
transporte (C4). Os peixes foram insensibilizados com choque térmico para a
determinacgdo do comprimento total (CT), altura de cabega (AC), peso (P) e taxa
de sobrevivéncia (S). Apo6s liofilizacdo, foram determinados os valores de
ascorbil palmitato (AP), acido ascorbico (AA) e acido dehidroascérbico (ADA)
no corpo inteiro utilizando-se a técnica da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e cortisol por kit ELISA. Com a suplementacdo de ascorbil
palmitato foram constatados: efeito significativo nas avaliagbes de peso,
comprimento total e altura de cabeca, com crescimento linear (P<0,01); efeito
significativo na redugdo da mortalidade; aumento linear da taxa de
sobrevivéncia (P<0,01) e efeito significativo sobre a composicdo corporal de
ascorbil palmitato, nos periodos de coleta 1, 2, 3 e 4 (P<0,01), aumentando
linearmente. O teor de acido ascérbico aumentou (P<0,01) linearmente no
periodo de coleta 1, ocorrendo efeito quadratico (P<0,01) no periodo de coleta
2. A concentracdo de ADA aumentou linearmente (P<0,01) nos periodos de
coleta 2 e 4. A composicdo corporal total das formas de &cido ascdrbico
(ascorbil palmitato + &cido ascorbico + acido dehidroascérbico) reduziu-se
significativamente (P<0,02) em uma curva quadratica progressivamente ap0s o
transporte. Observou-se reducdo linear na concentracdo de cortisol nos periodos



de coleta 3 (P<0,01) e 4 (P<0,02). As concentracdes de cortisol total, analisadas
durante os quatro periodos de coleta, apresentaram reducéo linear (P<0,01) com
a suplementacéo de ascorbil palmitato.

Palavras-chave: Peixes, ascorbil palmitato, acido ascérbico, é&cido
dehidroascérbico, cortisol, estresse.

Orientadora: Prof? Priscila Vieira Rosa Logato



ABSTRACT

SILVEIRA, Ulisses Simon da. Supplementation of ascorbil palmitate in diets
for Nile tipalia fingerlings (Oreochromis niloticus): performance and
response to stress. 2008. 62 p. Thesis (Doctorate in Animal Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

The experiment was conducted in the Pisciculture Station Laboratory of
the Federal University of Lavras (UFLA) with the objective of evaluating the
effect of the supplementation of ascorbil palmitate as a form of vitamin C for
Nile tilapia fingerlings (Oreochromis niloticus). 720 fingerlings with an early
live weight of 1.40+0.12 g, allocated to a completely randomized design in 24
circular tanks with a total capacity of 100 L, six treatments and four replicates,
were utilized. The treatments contained six levels of ascorbil palmitate: 0; 0.2;
0.4; 0.6; 0.8 and 1.0 g/kg, in semi-purified , isocaloric diets with 3,178 kcal DE
and isoprotein diets with 35% CP for a 36-day period. On the thirty-seventh day
of the experiment, the fishes were maintained fasting for 24 hours for the
simulation of the transportation. The animals were transported in plastic bags of
100 liters’ total capacity (with 1/3 of water and 2/3 of oxygen), on an asphalt-
covered roadway for about 2 hours. No mortality either during or after the
transportation was found. After transportation, the fishes were returned into the
experimental boxes. 20 (twenty) fingerlings were collected per plot, that is, five
at each period before transportation (C1), soon after transportation (C2), 8 hours
after transportation (C3) and 18 hours after transportation (C4). The fishes were
insensibilized with a heat shock for determination of the total length (CT), head
height (AC), weight and survival rate (P). After freeze-drying, the values of
ascorbil palmitate (AP), ascorbic acid (AA) and dehydroascorbic acid (ADA) in
the whole body were determined by utilizing high performance liquid
chromatography (HPLC) and cortisol by ELISA kit. With the supplementation
of ascorbil palmitate were found significant effects in the evaluations of weight,
total length and head height with linear growth (P<0.01); significant effect in
mortality reduction; linear increase of survival rate (P<0.01) and significant
effect on the body composition of ascorbil palmitate in the collection periods 1,
2, 3 and 4 (P<0.01), increasing linearly. Ascorbic acid content increased
(P<0.01) linearly in collection period 1, quadratic effect (P<0.01) occurring in
collection period 2. The concentration of ADA increased linearly (P<0.01) in
collection periods 2 and 4. The total body composition of the forms of ascorbic
acid (ascorbil palmitate + ascorbic acid + dehydroascorbic acid) reduced
significantly (P<0.02) in a quadratic curve progressively after transportation. A
linear reduction in the cortisol concentration in collection periods 3 (P<0.01)
and 4 (P<0.02) was observed. The concentrations of total cortisol, analized



during the four colection periods, showed a linear reduction (P<0.01) with
acorbil palmitate supplementation.

Key words: Fishes, ascorbil palmitate, ascorbic acid, dehydroascorbic acid,
stress.

Advisor: Prof? Priscila Vieira Rosa Logato



INTRODUCAO

A aqicultura esta atingindo um grau de profissionalismo semelhante ao
observado na producdo de suinos e aves. Para estimular o aumento da
produtividade e de sobrevivéncia, é necessario que o0 produtor tenha
conhecimento das caracteristicas da espécie a ser cultivada, das exigéncias
nutricionais e do manejo necessario para o bom desenvolvimento sem perdas, o
qual ocasionaria prejuizos e inviabilizacdo de continuidade na atividade aquicola.

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie amplamente
cultivada em todo o mundo e foi introduzida, inicialmente, no Brasil, no
municipio de Pentecostes, no estado do Ceara, pelo Departamento Nacional de
Obras Contra a Seca (DNOCS) em 1971. Devido a sua resisténcia a aguas com
temperatura superiores a 25°C, tornou-se uma das espécies preferidas, no Brasil,
para o cultivo em piscicultura, tanto no manejo tradicional em viveiros como em
tanque-rede.

Devido a grande procura de alevinos desta espécie, em todas as regides
do Brasil, faz-se necessario o transporte, na maioria das vezes, por longas
idistancias, entre o laboratorio de reprodugdo e a aquicultura de engorda. O
manejo e o transporte por longas distancias sao fatores promotores de estresse e,
se ndo realizado de maneira correta, favorece o aparecimento de individuos
doentes, com baixo desempenho zootécnico e alta taxa de mortalidade.

Em pesquisas desenvolvidas desde a década de 1960, na nutrigdo e no
manejo de peixes, verificou-se que certos nutrientes tém propriedades
preventivas e terapéuticas, que auxiliam o processo de reducdo do estresse,
promovido pelo manejo e o transporte dos alevinos.

O é&cido ascorbico ¢é fonte de vitamina C para os peixes. Como 0s
primatas, 0s peixes também ndo tém capacidade de sintese desta vitamina, devido

a auséncia de enzima responsavel pela formagdo de acido ascorbico a partir da



glicose. Devido a esta limitagcdo metabolica, é necessaria a sua suplementacdo na
dieta, em niveis que atendam a exigéncia metabolica dos peixes.

Em experimentos nos quais se testou o efeito da vitamina C sobre
condicBes inadequadas de manejo, que promovem o estresse, observou-se que a
vitamina C apresentou efeito positivo sobre a resisténcia e a recuperacdo de
peixes lesionados, o que promoveu maior taxa de sobrevivéncia e desempenho

dos peixes.

OBJETIVOS
Objetivo geral

o O experimento teve foi realizado com o objetivo geral de avaliar o efeito
da suplementacdo de ascorbil palmitato como forma de vitamina C para
alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), como promotor de

desempenho e na redugdo do estresse.

Objetivos especificos

o Determinacdo do melhor nivel de suplementacdo de vitamina C na forma
de ascorbil palmitato para alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus)

o Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre os pardmetros de
desempenho, foram observados a taxa de sobrevivéncia, 0 peso, 0
comprimento total e a altura de cabega dos alevinos de tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus), por um periodo de 36 dias.

o Para avaliar o efeito do ascorbil palmitato sobre o estresse provocado
pelo transporte, foram analisados os valores corporais de ascorbil

palmitato, acido ascérbico, acido dehidroascdrbico e cortisol.



Efeito da suplementacéo de vitamina C na composi¢do corporal de ascorbil
palmitato, acido ascorbico e acido dehidroascorbico no desempenho e na
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RESUMO

O experimento foi conduzido no Laborat6rio da Estacdo de Piscicultura
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com o objetivo de avaliar o efeito da
suplementacéo de ascorbil palmitato como forma de vitamina C para alevinos de
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Foram utilizados 720 alevinos com peso
médio inicial de 1,40+0,12 g, distribuidos num delineamento inteiramente
casualizado, em 24 caixas experimentais de fibra de vidro com capacidade de
100 litros e 30 peixes em cada, com seis tratamentos e quatro repeticdes. Os
tratamentos continham seis niveis de ascorbil palmitato: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0
g kg', em ragbes semipurificadas, isocaldricas, com 3.177 kcal ED e
isoprotéicas, com 35,02% PB, por um periodo de 36 dias. Ao final do periodo
experimental, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas e sacrificados
com agua a 0°C para a determinagdo do comprimento total (CT), altura de cabeca
(AC), peso (P) e taxa de sobrevivéncia (S). Apds liofilizagdo, foram
determinados os valores de ascorbil palmitato (AP), acido ascorbico (AA) e acido
dehidroascérbico (ADA) no corpo inteiro, utilizando-se HPLC (cromatografia
liguida de alta eficiéncia). Houve efeito significativo da suplementacdo de
ascorbil palmitato nas avaliacfes de peso, comprimento total e altura de cabeca,
com crescimento linear (P<0,01). A taxa de sobrevivéncia aumentou linearmente
com a suplementagdo de ascorbil palmitato (P<0,01). O ascorbil palmitato teve
efeito significativo (P<0,01) em aumentar a composic¢do corporal das formas de
ascorbil palmitato e acido ascorbico nos alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus). Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que o ascorbil

palmitato é uma eficiente forma de vitamina C para a adi¢do a dieta de peixes.

Palavras-chave: Ascorbil palmitato, acido ascorbico, &cido dehidroascorbico,
desempenho, peixes.



ABSTRACT

The experiment was conducted in the Pisciculture Station Laboratory of
the Federal University of Lavras (UFLA), with the objective of evaluating the
effect of the supplementation of ascorbil palmitate as a form of vitamin C for
Nile tilapia fingerlings (Oreochromis niloticus). 720 fingerlings with an early
average weight of 1.40 + 0.12 g, allocated to a completely randomized design in
24 experimental glassfiber boxes with a capacity of 100 L and 30 fishes in each,
with six treatments and four replicates were utilized. The treatments contained
six levels of ascorbil palmitate: 0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 and 1.0 g kg'l, in semi-
purified, isocaloric diets with 3,177 kcal DE and isoprotein diet with 35.02% CP
for a 36-day period were utilized. At the final of the experimental period, the
fishes were mantained fasting for 24 hours and slaughtered with water at 0°C for
determination of the total lenght (CT), head height (AC), weight (P) and survival
rate (S). After freeze-drying, the values of ascorbil palmitate (AP), ascorbic acid
(AA) and dehydroascorbic acid (ADA) were determined in the whole body, by
utilizing HPLC (High Performance Liquid Chromatography). There was a
significant effect of the supplementation of ascorbil palmitate on the evaluations
of weight, total length and head height with linear growth (P<0.01). The suvival
rate increased linearly with ascorbil palmitate supplementation (P<0.01).
Ascorbil palmitate had a significant effect (P<0.01) in increasing the body
composition of the forms of both ascorbil palmitate and ascorbic acid in Nile
tilapia fingerlings (Oreochromis niloticus). The results obtained in this
experiment demonstrated that ascorbil palmitate is an efficient form of vitamin C
for addition to fish diet.

Key words: Ascorbil palmitate, ascorbic acid, dehydroascorbic acid,
performance, fishes.



INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) & amplamente cultivada em
todo 0 mundo, sendo o terceiro género de peixe mais produzido em cativeiro,
superado apenas pelas carpas e 0s salmonideos (EL-SAYED, 1999). No Brasil, a
espécie foi introduzida no municipio de Pentecostes, estado do Ceard, pelo
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), em 1971, devido a
sua origem tropical e boa aceitacdo a aguas com temperatura superiores a 25°C.
Por suas caracteristicas de prolificidade, precocidade, rusticidade e habito
alimentar onivoro, é uma das espécies mais exploradas na aquicultura brasileira,
representando 38,22% da producdo total de pescado oriunda de cultivo
(MOREIRA et al, 2007).

O estudo da suplementacdo de vitamina C na aqiicultura remonta ao ano
de 1965, quando Kitamura et al. (1965) foram pioneiros ao demonstrar a
necessidade da suplementacgdo de &cido ascérbico para a melhora do desempenho
de carpas (Cyprinus carpio) e de truta arco-iris (Salmo gairdneri).

A vitamina C participa de importantes funcdes fisiologicas, como a
sintese de colageno, do tecido conectivo, a cicatrizagdo e a regeneracédo de feridas
e da matriz Gssea, atuando no crescimento e no desenvolvimento do esqueleto
dos vertebrados (CAHU et al. 2003; LALL & LEWIS-MCCREA, 2007). O acido
ascorbico é co-fator na hidroxilagdo da lisina e da prolina, necessérias para a
conversdo do protocolageno em coldgeno. Esta hidroxilagdo ocorre dentro da
célula, no reticulo endoplasmatico rugoso. A sintese de colageno é dependente da
atividade celular de fibroblastos e a vitamina C tem papel fundamental na
maturacdo destas células (PADH, 1991).

As deformac@es 6sseas, quando da deficiéncia de acido ascorbico, estdo
associadas a incapacidade dos peixes de promover a sintese de colageno

(HALVER, 2002). As anormalidades fisicas, como a lordose e a escoliose, sdo



consideradas os primeiros sinais da deficiéncia da vitamina C (DABROWSKI et
al., 1988; DABROWSKI et al.,1990; WIMBERGER, 1993; MADSEN &
DALSGAARD, 1999; WANG et al., 2002) e s@o mais frequentes em larvas e
alevinos do que para peixes adultos (SATO et al, 1982).

A vitamina C também tem importante participacdo no metabolismo
energético, pela biosintese da carnitina, a partir da lisina e da metionina. A
carnitina é responsavel pelo transporte de &cidos graxos para as mitocéndrias.
Atua também na conversdo do &cido fdlico em folinico. Na absorc¢do intestinal e
no metabolismo do ferro, participa da transformacdo do ferro do estado férrico
para o estado ferroso (CHIEN & HWANG, 2001; WAHLI et al., 2003; FALCON
et al., 2007).

Embora algumas espécies sejam reconhecidas por possuir peguena
capacidade de sintese, a maioria dos peixes teledsteos ndo tem capacidade de
sintetizar o &cido ascérbico (CgHg0s) a partir da D-glicose (CsH1,0¢), devido a
auséncia da enzima L-gulono-1,4-lactona oxidase (GLO), responséavel pela
catalise da ultima etapa da reagdo de sintese, no figado. Devido a essa
incapacidade, torna-se necessaria a suplementacdo de vitamina C, na preparacgao
de dietas para a producdo intensiva de peixes (YAMAMOTO et al.,, 1978;
ROBERTS et al., 1995).

Os sintomas de deficiéncia de vitamina C para peixes sdo caracterizados,
inicialmente, por anorexia e reducgéo da taxa de crescimento. Em seguida, surgem
as deformacGes do tecido 6sseo e cartilaginoso, pela deficiéncia de colageno.
Outros sintomas sdo erosdes da barbatana caudal; fragilidade capilar, originando
as hemorragias; anemias pela deficiéncia de absor¢do e metabolismo do ferro;
dificuldades de cicatrizacdo, culminando com uma alta taxa de mortalidade e
reducdo significativa da taxa reprodutiva (KITAMURA et al., 1965;
MARTINEZ-CHAVES & MARTINEZ, 1990; SOLIMAN et al., 1994;



FRISCHKNECHT et al., 1994; BLOM & DABROWSKI, 1996; ADHAM et al.,
2000).

Diferentes formas de &cido ascérbico tém sido testadas para a
suplementagdo de vitamina C para peixes. O ascorbil palmitato, um éster de
acido ascorbico insolivel em agua e considerado uma forma mais estavel da
vitamina C, é muito utilizado em emulsdes para enriquecer alimentos vivos,
como zooplancton (RANKEN, 1974; GAPASIN et al., 1998; SMITH et al.,
2004), mas pouco pesquisado como suplemento para racdo dos peixes
(SOLIMAN et al., 1986; ALBREKTSEN et al., 1988; OKAMURA, 2007)).

A utilizacdo do ascorbil palmitato suplementado na dieta de peixes
resume-se a poucos trabalhos em experimentos com bagres-do-canal (Ictalurus
punctatus), tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus), trutas arco-iris (Salmo
gairdneri), dourado (Salminus brasiliensis) e com camardo-da-malésia
(Macrobrachium rosenbergii), em pesquisas de varios autores, como BRANDT
et al. (1985), SOLIMAN et al. (1986), ALBREKTSEN et al. (1988),
OKAMURA (2007) e D’ABRAMO et al. (1994), respectivamente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacéo de &cido
ascorbico na forma de ascorbil palmitato para alevinos de tilapia-do-nilo

(Oreochromis niloticus), por um periodo de 36 dias.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério da Estacdo de
Piscicultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no periodo de 27 de
fevereiro a 4 de abril de 2008, totalizando 36 dias, em um ensaio com
delineamento inteiramente casualizado, oferecendo seis tratamentos, com

diferentes niveis de acido ascorbico e quatro repeticoes.



Foram utilizados 720 alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus),
adquiridos de uma piscicultura comercial, com peso médio inicial de 1,40+0,12
g, distribuidos aleatoriamente em 24 caixas experimentais, numa populacéo de 30
alevinos por caixa.

As caixas foram abastecidas por um sistema de recirculacdo de agua,
com filtro biolégico e aeradores elétricos individuais com pedra porosa. Foi
estabelecido controle do fotoperiodo, mantendo periodo de luz e escuriddo de
12/12 horas, respectivamente. Os pardmetros fisico-quimicos da agua foram
registrados diariamente, em horérios alternados, as 8 horas e as 15 horas. A
temperatura e o oxigénio dissolvido foram medidos por termdmetro e oximetro
digital (YSI, USA) e o pH, amdnia, nitrito e nitrato medidos por kit de aquéario
comercial (Alcon, Brasil). A limpeza e a sifonagem das caixas foram feitas duas
vezes por dia.

Os tratamentos experimentais (Tabela 1) foram compostos de seis ragdes
semipurificadas, isocaldricas (3177 kcal kg™) e isoprotéicas (35,02%), contendo
os tratamentos: 0; 0,2;0,4;0,6;0,8e1,0g kg'l de ascorbil palmitato na ragéo.

As racOes foram elaboradas no Laboratério de Nutricdo Animal, do
Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal de Lavras. O premix
vitaminico foi formulado para n&o conter nenhuma fonte de acido ascorbico. As
ragOes foram peletizadas em moedor de carne, secas em estufa ventilada a 30°C,
por 24 horas, trituradas em liquidificador elétrico e estocadas em geladeira a 4°C.

As ragOes foram fornecidas trés vezes ao dia, “ad libitum”.



Tabela 1: Composicdo da racdo experimental, usada para testar o efeito do

ascorbil palmitato para alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Ingredientes (%) Rag&o Basal
Farinha de peixe ? 41,35
Amido de milho 32,89
Albumina 10,00
Gelatina 5,00
Celulose 5,00
Oleo vegetal 3,00
Premix mineral ° 0,15
Premix vitaminico © 0,08
Fosfato bicalcico 1,50
Antioxidante (BHT)* 0,02
Composicao centesimal da racdo experimental
Proteina bruta (%) 35,02
Energia digestivel (kcal kg™) 3177
Extrato etéreo (%) 6,54
Matéria seca (%) 91,46

#Farinha de residuos da industria de sardinha

®Premix mineral (composigdo/kg): Mn. 80 mg, Fe. 24 mg, Zn. 50 mg, Cu. 8 mg,
I. 1,3 mg, Se. 0,10 mg, Co. 10 mg.

© Premix vitaminico (composicdo/kg): Vit.A. 1200.000 Ul; D;. 200000 Ul; E.
1200 mg; K3.2400 mg; B;. 4800 mg; B,. 4800 mg; Bi,. 4800 mcg; Be. 4800 mg;
cloreto de colina. 108 g; pantotenato de calcio. 12000 mg; niacina. 24000 mg;
acido folico. 1200 mg; biotina. 48 mg.

¢ butil-hidroxi-tolueno

Apos o periodo experimental, 0s peixes foram mantidos em jejum por 24
horas, insensibilizados por choque térmico para a determinacdo do peso (P) em
balanga analitica, comprimento total (CT) e altura de cabeca (AC), com
paquimetro digital e porcentagem de sobrevivéncia (S), segundo metodologia
descrita por Nakatani et al. (2001). Os animais foram liofilizados por 24 horas,
armazenados em frascos de analises laboratoriais hermeticamente vedados e

estocados em freezer. As analises das trés formas de vitaminas nos peixes e na

10



racdo foram feitas nos laboratérios dos Departamentos de Quimica e de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras.

A anélise de vitamina C foi realizada pela técnica HPLC (VARIAN),
com uma bomba terndria modelo 9012, injetor automatico (modelo 9300) e,
como detector, um espectrofotbmetro (modelo 9050) na regido de UV/Vis
(Modelo 9010). Para todas as analises foi utilizada uma coluna Cyg (250 X 4,6
mm, 5 um) conectada a uma pré-coluna C18 (1,0 x 4,6 mm, 5 um) (VARIAN).

Para a extracdo de é&cido ascorbico e de &cido dehidroascérbico,
utilizaram-se as metodologias de Papp et al. (1998), em que a 400 mg de amostra
de peixe triturado foram adicionados 3 mL de acetato de sédio 0,2 mol L™ e pH
4,8 (solucéo extratora), centrifugado a 15.000 xg, a 4°C, por 10 minutos e
retirado o sobrenadante. O procedimento foi repetido com 2 mL de acetato de
sodio. Ao total de sobrenadante obtido, adicionaram-se mais 166 uL de acetato
de sodio e 250 pL de &cido percldrico 72%. O sobrenadante foi novamente
centrifugado e filtrado em membrana 0,45 um Millipore. Uma aliquota de 20 pL
foi injetada no HPLC e manteve-se constante o fluxo de 0,6 mL min™. A fase
movel foi composta por sal tetrafluorborato de tetrabutilamonio 0,5 mM, &cido
etilenodiaminotetra acético 0,5 mM (sal dissodico), acetato de sédio 0,04 M e pH
ajustado para 3,76, com o acido fosforico a 85% e o comprimento de onda foi
fixado em 250 nm.

Para a extracdo do ascorbil palmitato utilizou-se a metodologia descrita
por Huo et al. (1996) e por Freitas e Moretti (2006), em que a 400 mg de peixe
triturado e liofilizado foram adicionados 3 mL de metanol contendo 0,02% de
butilhidroxitolueno (solugdo extratora), centrifugado a 15.000 xg, a 4°C, por 10
minutos e retirado o sobrenadante. O procedimento foi novamente repetido e 0s
sobrenadantes somados. Posteriormente, cerca de 60 pl foram retirados e
realizou-se um clean-up utilizando-se uma coluna de vidro contendo silica Cys €,

depois, filtrados em membrana 0,45 um. Uma aliquota de 20 pl foi injetada no
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HPLC e o fluxo utilizado foi de 1,8 ml min ™. A fase mdvel foi composta de
100% de metanol e o comprimento de onda no detector espectrofotométrico foi
de 280 nm.

Os dados obtidos foram submetidos @ ANOVA, utilizando-se o pacote
computacional Sistemas para Analises Estatisticas e Genéticas, ou SAEG (2005),

versdo 9.1 e o seguinte modelo estatistico

Yij=u+Ti++eij
em que Yij = observacdo referente a % de vitamina na racdo i, na repeticdo j (i =
1,2,3,4,5,6e j=1,2,3¢e4);
u = média geral do experimento;
ti = efeito do tratamento i (i=1, 2, 3, 4,5 ¢ 6);
eij = erro experimental associado a observacgao ij que, por pressuposicao,

tem média zero e variancia 6 2.

Para a determinacdo do nivel de suplementacdo de ascorbil palmitato foi
realizada andlise de regressdo linear, optando-se pelo modelo que melhor se

ajustasse aos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, a temperatura da dgua manteve-se em
26,5+0,84°C, 0 oxigénio dissolvido em 3,89+0,79 mg L™ e o pH em 6,8+0,2. Os
valores de amonia, nitrito e nitrato mantiveram-se dentro do padrdo da
normalidade para a espécie (BOYD, 1990).

Os dados de desempenho podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores médios de peso (P em g), comprimento total (CT, em cm),
altura de cabeca (AC, em cm) e sobrevivéncia (S em %) de alevinos de tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus) alimentados por um periodo de 45 dias com

diferentes niveis (g kg™) de ascorbil palmitato.

Niveis de ascorbil palmitato na racdo (g/kg)
Pard- 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
metro
P 4,313+ 1,248 4,523+1,620 4,820+1,651 5,183+1,607 5,483+1,437 6,261+1,985
CT  5,885+0,539 5,883+0,525 6,011+0,574 6,185+0,688 6,274+0,538 6,581+0,637
AC  1403+0,135 1,413+0,136 1,446+0,158 1,496+0,155 1,528+0,125 1,588+0,176
S 79,99+7,45 85,83+7,41 84,16+8,61 84,16+11,63 88,33+6,86 89,99+5,26

Os tratamentos com ascorbil palmitato tiveram efeito benéfico na
melhora do desempenho dos peixes, durante o periodo de tratamento de 36 dias.
O peso, o comprimento total e a altura da cabeca dos alevinos de tilapia-do-nilo
cresceram linearmente (P<0,01) & medida que houve aumento na suplementacao

do ascorbil palmitato (Figuras 1, 2 e 3).

y = 0,0018x + 4,1723
R2=0,9436
7,000 -

6,000 -
5,000
4,000 4
3,000
2,000
1,000 -

Peso dos peixes (g)

0, 000 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Niveis de suplementagdo de ascorbil palmitato (mg/kg ragdo)

Figura 1: Peso dos alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), no

periodo de 36 dias, em funcdo do nivel de ascorbil palmitato na ragéo.
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y = 0,0007x + 5,7918
Rz = 0,9188
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Figura 2: Comprimento total dos alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), no periodo de 36 dias, em funcéo do nivel de ascorbil palmitato na

racao.

y = 0,0002x + 1,3855
R2? = 0,9651
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1,5500 +
1,5000 ~
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Figura 3: Altura de cabeca dos alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), no periodo de 36 dias, em fungdo do nivel de ascorbil palmitato na

racao.
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O uso da vitamina C para a producgdo intensiva na aquicultura iniciou-se
com os trabalhos pioneiros de Kitamura et al. (1965). A suplementacao de acido
ascorbico demonstrou ser essencial para a melhora significativa da produtividade,
participando de variadas fungdes metabdlicas, relacionadas ao aumento do
desempenho (JOHNSTON et al., 1994; MERCHIE et al., 1996; GAPASIN et al.,
1998; HALVER, 2002).

A exigéncia de vitamina C pode variar de acordo com a espécie, 0
manejo e o periodo ontogenético dos peixes. Dabrowski (1992) sugere que as
exigéncias de larvas e de alevinos sdo superiores as de peixes adultos para
atender ao metabolismo e ao crescimento. Para Soliman et al. (1994), que
testaram niveis de vitamina C de até 4,0 g kg™ de racdo, os resultados nos
pardmetros nutricionais e metabolicos sugeriram que a melhor suplementacéo foi
com 1.250 g kg™ de vitamina C, para larvas e alevinos.

Poucos trabalhos foram desenvolvidos com o uso de ascorbil palmitato
em ragdes para peixes (SOLIMAN et al.,1986; BRANDT et al.,1985;
ALBREKTSEN et al., 1988), todos observando efeito positivo sobre o
desempenho para vérias espécies. Brandt et al. (1985) recomendaram que a
suplementacéo de ascorbil palmitato devesse ser apenas para alevinos. Os autores
observaram que a suplementacdo para larvas determinou desempenho deficiente
e sugeriram que este efeito poderia ser devido a falta de algum complexo
enzimatico especifico para o metabolismo dessa fonte de vitamina C, na fase
larval.

No periodo de 36 dias, os alevinos que receberam a suplementacdo de
ascorbil palmitato apresentaram melhores taxas significativas de sobrevivéncia

(P<0,01) em relacdo aos peixes sem suplementacédo (Figura 4).
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Figura 4: Efeito dos niveis de suplementagdo de ascorbil palmitato sobre a taxa

de sobrevivéncia dos alevinos de tilapia-do-nilo, no periodo de 36 dias.

Efeito similar foi obtido na pesquisa de Shiau & Hsu (1999), com
alevinos hibridos de tilapia. Estes autores observaram que o tratamento sem
suplementacdo de vitamina C também apresentou a maior taxa de mortalidade.
Cavichiolo et al. (2002) também observaram que, com a suplementacéo de 1,000
mg/kg de &cido ascorbico monofosfatado, por 28 dias, houve redugdo da taxa de
mortalidade de larvas de tilapia-do-nilo. Outros trabalhos também demonstraram
o efeito benéfico da vitamina C sobre a taxa de sobrevivéncia dos peixes
(BRANDT et al., 1985; SOLIMAN et al., 1986; ALBREKTSEN et al., 1988;
WANG et al., 2003; CHEN et al., 2004).

O efeito da vitamina C na taxa de sobrevivéncia dos peixes tem
apresentado resultados contraditérios, principalmente correlacionados com a fase
ontogenética dos peixes. Sato et al. (1982) citam que o acido ascorbico é muito

mais importante nas fases de larvicultura e alevinagem, do que na fase adulta.
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Segundo Adham et al. (2000), a deficiéncia de vitamina C provoca reducao
gradual do consumo, culminando em alta mortalidade. Porém, diversos
pesquisadores ndo observaram diferengas na taxa de mortalidade em experimento
com carpas, trutas arco-iris e pacus (GOUILLOU-COUSTANS et al., 1998;
BLOM et al. 1999; TRATTNER et al., 2007).

A composicdo de ascorbil palmitato e de acido ascorbico analisada no
corpo inteiro dos peixes elevou-se linearmente (P<0,01) & medida que houve
aumento na suplementacéo de ascorbil palmitato nas racdes, durante o periodo de

tratamento de 36 dias (Figuras 5 e 6).

y=1,0906x + 34,325
R?=0,8203
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Ascorbil palmitato corporal (ug/g
peixe)

Niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato (mg/kg racdo)

Figura 5 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato sobre a
constituicdo de ascorbil palmitato no corpo inteiro de alevinos de tilapia-do-nilo,

no periodo de 36 dias.
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Figura 6 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato sobre a
constituicdo de &cido ascorbico no corpo inteiro de alevinos de tilapia-do-nilo, no

periodo de 36 dias.

A concentracdo de acido ascorbico no tecido animal esta altamente
correlacionada com o nivel de suplementacdo de vitamina C oferecido pela dieta
(SOLIMAN et al., 1994, Al et al., 2006). As andlises de vitamina C de corpo
inteiro de tildpia-do-nilo  (Oreochromis niloticus) demonstraram que,
provavelmente, o ascorbil palmitato foi absorvido e parte manteve-se integro, ndo
tendo sido hidrolisado no intestino para a forma de acido ascérbico. Em estudos
recentes, Pokorski & Marczak (2005) observaram que AP apresentou-se
resistente a hidrélise no tecido neural de ratos e que parte do ascorbil palmitato
foi depositada intacta na célula, sem mudancas estruturais, permanecendo
biologicamente ativo.

Utilizando ascorbil palmitato como suplemento na dieta para tilapia-do-

nilo, Soliman et al. (1986) determinaram, pela concentracdo de &cido ascorbico
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nos tecidos dos peixes, que o ascorbil palmitato foi efetivamente hidrolisado, o
que é coerente com a maioria dos autores, que o utilizaram como forma de
suplementagdo em alimentos vivos (Merchie et al., 1995; Brown et al., 1998).
Porém, May et al. (1996) sugerem que parte da fracdo de ascorbil palmitato pode
ter sido absorvida em sua forma integra, o que foi observado na pesquisa feita
por Okamura (2007), com larvas de dourado (Salminus brasiliensis), espécie
ictiofaga, mas com atividade enzimética semelhante a de peixes onivoros. Estes
resultados sugerem que novas pesquisas devem ser desenvolvidas para a
determinacdo do mecanismo de absorcdo e do metabolismo da forma do acido
ascorbico associado ao acido palmitico no organismo dos peixes.

A composicdo de vitamina C ativa, descrita nos tecidos dos peixes, é
representada pelas formas do L-acido ascérbico (reduzida) e do é&cido
deidroascorbico (oxidada), ambas biologicamente reversiveis. O 4cido
deidroascorbico pode ser revertido novamente a &cido ascdrbico pela acdo da
dehidroascorbato redutase, recuperando o acido ascorbico na forma reduzida nos
tecidos. Quando o 4cido dehidroascorbico é oxidado a forma &cido
dicetogulbnico, sua atividade como vitamina C é perdida (LOVELL, 1998,
ALMEIDA, 2003). Os resultados observados com este experimento S&o
condizentes com os resultados observados por Soliman et al. (1986) que, ao
testarem diversas fontes de acido ascorbico, verificaram que o ascorbil palmitato,
na concentracdo de 1.250 mg por kg de racdo, mostrou-se significativamente
eficaz em elevar a composi¢do de &cido ascérbico no musculo de alevinos de
tilapia-do-nilo.

Néo foi observado efeito significativo (P<0.05) da suplementacdo de
ascorbil palmitato sobre a composicdo corporal de acido deidroascorbico nos
alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Em experimentos com peixes submetidos ao teste de estresse, a elevagéo

da concentracdo de &cido dehidroascorbico, acompanhada pela suplementacdo de
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acido ascorbico na dieta, foi observada por Park et al. (2006), Trattner et al.
(2007) e Okamura (2007). A justificativa para isso € a maior disponibilidade de
acido ascérbico na forma reduzida para ser oxidada no metabolismo dos peixes,
na forma de acido deidroascorbico, o que ndo foi observado neste experimento,

guando o0s peixes estavam em homeostase.

CONCLUSAO

A suplementagdo com ascorbil palmitato melhorou o desempenho,
elevando a taxa de sobrevivéncia, o crescimento total, a altura de cabeca e o
ganho de peso dos alevinos.

A concentragdo corporal do ascorbil palmitato e do acido ascérbico, e as
formas reduzidas de vitamina C nos alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) elevaram-se com as diferentes concentracdes de ascorbil palmitato.

Na situacdo de homeostase encontrada no experimento, a concentragdo
de acido dehidroascorbico corporal, a forma oxidada da vitamina C, manteve-se
igual entre os diferentes tratamentos, sem diferencas significativas.

A vitamina C na forma de ascorbil palmitato apresentou-se eficiente

como suplemento de &cido ascorbico para uso em ragao para peixes.
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RESUMO

O experimento foi desenvolvido no Laboratério da Estacdo de Piscicultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), com o objetivo de avaliar o efeito da
suplementacéo de ascorbil palmitato, como forma de vitamina C, sobre o estresse
provocado pelo transporte de alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).
Foram utilizados 720 alevinos dessa espécie, com peso médio inicial de
1,40+0,12 g, distribuidos aleatoriamente em 24 caixas experimentais, num
delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e quatro repetigdes.
Os tratamentos continham seis niveis de ascorbil palmitato: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e
1,0 g kg™ de racdo, em racdes semipurificadas, isocaloricas, com 3.177 kcal ED
e isoprotéicas com 35,02% PB, por um periodo de 36 dias. Apds 36 dias de
experimento, os animais foram mantidos em jejum, por 24 horas, para a
simulacdo do transporte. Os peixes foram transportados em sacos plasticos de
100 litros de capacidade total (com 1/3 de &gua e 2/3 de oxigénio), em rodovia
asfaltada, por, aproximadamente, 2 horas. Apds 0 transporte, 0S peixes
retornaram para as caixas experimentais. Foram coletados 20 alevinos por
parcela, sendo cinco em cada periodo: antes do transporte (C1), logo ap6s o
transporte (C2), 8 horas ap6s o transporte (C3) e 18 horas ap6s transporte (C4).
Os peixes foram insensibilizados com choque térmico. Apds liofilizacdo, foram
determinados os valores de ascorbil palmitato (AP), acido ascorbico (AA) e acido
dehidroascorbico (ADA) no corpo inteiro, utilizando-se HPLC (cromatografia
liguida de alta eficiéncia) e cortisol por kit ELISA. Ndo foi observada
mortalidade ap6s o transporte. Houve efeito significativo da suplementagdo com
ascorbil palmitato sobre a composicdo corporal de ascorbil palmitato, nos
periodos de coleta 1, 2, 3 e 4 (P<0,01), aumentando linearmente. O teor de acido
ascorbico aumentou (P<0,01) linearmente no periodo de coleta 1, ocorrendo
efeito quadratico (P<0,01) no periodo de coleta 2. A concentracdo de ADA
aumentou linearmente (P<0,01) nos periodos de coleta 2 e 4. Observou-se
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reducdo linear na concentracdo de cortisol nos periodos de coleta 3 (P<0,01) e 4
(P<0,02). As concentracBes de cortisol total, analisados durante os quatro
periodos de coleta, apresentaram reducéo linear (P<0,01) com a suplementacao
de ascorbil palmitato. Pelos dados obtidos neste experimento, conclui-se que o
ascorbil palmitato tem participacdo no metabolismo do estresse e na liberacdo do

cortisol.

Palavras-chave: ascorbil palmitato, &cido ascorbico, 4cido dehidroascérbico,

estresse, cortisol, peixes.
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ABSTRACT

The experiment was developed in the Pisciculture Station Laboratory of the
Federal University of Lavras (UFLA) with the objective of evaluating the effect
of the supplemetation of ascorbil palmitate as a form of vitamin C, on the stress
provoked by the transportation of Nile tilapia fingerlings (Oreochromis
niloticus). 720 Nile tilapia fingerlings with early average weight of 1.40 + 0.12 g,
allocated randomly to 24 experimental boxes, in a completely randomized
design, with six treatments and four replicates were utlized. The treatments
contained six levels of ascorbil palmitate: 0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 and 1.0 g kg'l of
diet, in semipurified, isocaloric diets with 3,177 kcal DE and isoprotein diets
with 35.02% CP for a 36-day period. After 36 days’ experiment, the animals
were maintained fasting for 24 hours for the simulation of transportation. The
fishes were transported in plastic bags of 100 L of total capacity (with 1/3 of
water and 2/3 of oxygen) on asphalt-covered roadway for about 2 hours. After
transportation, the fishes were returned to the experiemental boxes. 20 fingerlings
per plot were colected, that is, five in each period: before transportation (C1),
soon after transportation (C2), 8 hours after transportation (C3) and 18 hours
after transportation (C4). The fishes were insensibilized with heat shock. After
freee-drying, the values of ascorbil palmitate (AP), ascorbic acid (AA) and
dehydroascorbic acid (ADA) were determined in the whole body by utilizing
HPLC (High Performance liquid Chromatography) and cortisol by ELISA Kit.
No mortality after transportation was found. With the supplementation of
ascorbil palmitate, significant effect of ascorbil palmitate on the body
composition in collection periods 1, 2, 3 and 4 (P<0.01), increasing linearly, was
found. The ascorbic acid content increased (P<0.01) linearly in collection period
1, quadratic effect (P<0.01) occurring in collection period 2. ADA concentration
increased linearly (P<0.01) in collection periods 2 and 4. A linear reduction was
observed in the cortisol concentration in collection periods 3 (P<0.01) and 4
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(P<0.02). The concentrations of total cortisol, analized during the four collection
periods showed a linear reduction (P<0.01) with the supplementation of ascorbil
palmitate. From the data obtained in this experiment, it follows that ascorbil

palmitate has a participation in stress metabolism and cortisol release.

Key words: Ascorbil palmitate, ascorbic acid, dehydroascorbic acid, stress,

cortisol, fishes.
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INTRODUCAO

A produgdo intensiva de peixes esta atrelada ao uso de varios
procedimentos de manejo que podem induzir ao estresse. Para o fornecimento de
alevinos provenientes das unidades de reproducdo, torna-se necessario que 0s
peixes sejam manejados e transportados por longas distancias, o que é
considerado uma importante fonte de estresse (IVERSEN et al., 1998;
GRUTTER & PANKHURST, 2000; BARCELLOS et al., 2001; URBINATI et
al., 2004).

Os principais fatores promotores do estresse no transporte sdo
classificados como fisicos (temperatura da agua e luminosidade), quimicos
(deficiéncia de oxigénio dissolvido, excesso de amdnia, nitrito, nitrato e pH) ou
biologicos (presenca de organismos patogénicos ou excesso de peixes na
embalagem de transporte), que podem provocar injirias mecénicas (perda de
muco e de escamas, perfuracfes na pele e da musculatura), servindo de porta de
entrada para 0s agentes patogénicos (FRIES et al.,, 1993; ABDALLA &
ROMAIRE, 1996; TORRANS et al., 2003; ALMAZAN RUEDA et al., 2005).

O conceito de estresse é definido como uma condi¢do em que o animal é
incapaz de manter um estado fisiolégico normal, devido a fatores chamados
“estressantes” (SCHERECK et al, 2001). Desde o inicio da década de 1970,
estudos envolvendo o estresse dos peixes tém sido realizados. Na aquicultura,
devido ao tipo de manejo intensivo, com alta densidade de estocagem e
produtividade, a situacdo de estresse estd constantemente presente, sendo
considerado um dos principais fatores responsaveis pela ocorréncia de doencas e
altas taxas de mortalidades (CONTE 2004; OLIVEIRA & CYRINO, 2008).

O estresse pode ser considerado um conjunto de respostas nao
especificas do organismo a situacdes que ameacam desequilibrar sua homeostase
(WENDELAAR BONGA, 1997). A resposta do peixe ao estimulo provocado
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pelo estresse é proporcional a duracdo e a severidade do agente estressor
(BARTON, 1997; IWAMA, 2004).

A resposta fisiologica em peixes é similar a verificada em outros
vertebrados e tem sido descrita como mudangas neuroenddcrinas que estimulam
a liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) das células cromafins e
do fator liberador de corticotropina, estimulando a liberacdo de corticosterdides,
principalmente cortisol das células inter-renais (IWAMA, 2004). As
catecolaminas e o0s horménios corticosteroides estimulam a ocorréncia de
alteracBes bioquimicas e fisioldgicas, como hidrdlise das reservas de glicogénio
no figado e aumento dos niveis de glicose no sangue, bem como diminuicéo da
proteina muscular e alteragdo nos niveis plasméticos de eletrélitos, gerando
desequilibrio osmorregulatorio, inflamagdes e reducdo da resisténcia a doencas
(PICKERING, 1993; WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON, 1999;
BERNIER et al., 2004).

O acompanhamento das condi¢Bes fisiologicas dos peixes é uma
ferramenta bastante Gtil para o monitoramento de estresse (GALHARDO &
OLIVEIRA, 2006). A medigcdo do nivel de cortisol é considerada o indicador
ideal para a avaliacdo do grau de estresse primario em peixes (ROBERTSON et
al.,, 1987, BARTON & IWAMA, 1991; BARTON, 2000; BARTON, 2002;
RAWSEY et al., 2006), tendo sua concentracdo elevada ap6s exposi¢cdo a fonte
estressora (VIJAYAN et al., 1997, ARENDS et al., 1999).

As medic¢des do cortisol circulante sdo feitas no plasma (MONTERO et
al., 1999), porém, para alevinos ou peixes com volume insuficiente de sangue, é
utilizada a analise de corpo inteiro, técnica validada em experimentos de diversos
autores (DE JESUS & HIRANO, 1992; POTTINGER & MOSUWE, 1994;
BARRY et al., 1995; FEIST & SCHRECK, 2002; POTTINGER et al., 2002;
VAN-ANHOLT et al., 2004; POTTINGER & CALDER, 1995; RAWSEY et al.,
2006).
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As alteracBes metabodlicas provocadas pelo estresse exigem maior
demanda por vitaminas, sendo recomendada suplementacdo de &cido ascorbico
em niveis superiores as exigéncias normalmente sugeridas para aqlicultura, para
melhora dos pardmetros de desempenho e imunidade (WEDEMEYER, 1969;
NAVARRE & HALVER, 1989; SOBHANA et al., 2002). A adi¢do de vitamina
C em dietas para peixes foi sugerida para prevenir a conversao de &cido graxo
insaturado em ésteres de colesterol que, segundo Kibatchi (1967), é um
importante componente do cortisol (MONTEIRO et al., 1999). No entanto, este
autor cita que, em estudos recentes, 0s niveis de cortisol apds o estresse ndo
foram influenciados por suplementacéo de vitamina C na dieta.

Segundo Montero et al. (1999), a vitamina C tem importante papel como
agente redutor, com capacidade de minimizar a acdo dos radicais livres e evitar a
desestabilizacdo da membrana lipidica, sendo também essencial para o
crescimento e metabolismo dos peixes, tendo capacidade de interferir
beneficamente na resposta ao estresse e na prevencéo de doencas.

O é&cido ascorbico atua como co-fator para diversas reagdes. Participa da
hidroxilacéo da prolina, na biossintese do coldgeno, aumentando a resisténcia da
fibra; da formacdo da cartilagem e do endotélio, das paredes do sistema
circulatério; do metabolismo energético, pela sintese da carnitina, a partir da
lisina e da metionina, responsavel pelo transporte de acidos graxos para as
mitocondrias; do metabolismo do ferro; da conversdo do &cido folico em
folinico; conversdao do 3,4-dihidroxyphenylpiruvato em noradrenalina e da
hidroxilacdo do triptofano em 5-hidroxitriptofano (HENRIQUE et al., 1998;
CHIEN & HWANG, 2001; WAHLI et al., 2003).

Embora algumas espécies de peixe tenham capacidade de sintese de
acido ascorbico a partir da D-glicose, a grande maioria dos peixes telesteos nao
tem esta capacidade ou produz em quantidades insuficientes para atender as suas

exigéncias nutricionais e metabdlicas. Isso ocorre devido a inatividade da enzima
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L-gulono-1,4 lactona oxidase (GLO), responsavel pela catalizacdo da ultima
etapa da reacdo, no figado dos peixes teledsteos (HENRIQUE et al., 1996;
LOVELL., 1998), tornando-se necessaria a suplementagéo na dieta.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da
suplementacdo de cido ascorbico, na forma de ascorbil palmitato, para alevinos
de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), por um periodo de 36 dias, sobre a
composicdo corporal das formas reduzida e oxidada do &cido ascorbico e no

papel de suporte ao efeito do estresse provocado pelo manejo no transporte.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério da Estacdo de
Piscicultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no periodo de 27 de
fevereiro a 4 de abril de 2008, totalizando 36 dias de tratamento, em um ensaio
com delineamento inteiramente casualizado, oferecendo seis tratamentos, com
diferentes niveis de acido ascorbico e 4 repeticdes.

Foram utilizados 720 alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus),
adquiridos de uma piscicultura comercial, com peso médio inicial de 1,40+0,12
g, distribuidos aleatoriamente em 24 caixas experimentais, numa propor¢do de 30
alevinos por caixa.

As caixas foram abastecidas por um sistema de recirculacdo de agua,
com filtro biolégico e aeradores elétricos individuais com pedra porosa. Foi
estabelecido controle do fotoperiodo, mantendo periodo de luz e escuriddo de
12/12 horas, respectivamente. Os pardmetros fisico-quimicos da agua foram
registrados diariamente, em horérios alternados, as 8 e as 15:00 horas. A
temperatura e o oxigénio dissolvido foram medidos por termémetro e oximetro

digital (YSI, USA) e pH, amo0nia, nitrito e nitrato medidos por kit de aquéario
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comercial (Alcon, Brasil). A limpeza e a sifonagem das caixas foram feitas duas
vezes por dia.

Os tratamentos experimentais (Tabela 1) foram compostos de seis ragdes
semipurificadas, isocaldricas (3177 kcal kg™) e isoprotéicas (35,02 %), contendo
os tratamentos: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 g kg™* de ascorbil palmitato na racao.

As racOes foram elaboradas no Laboratério de Nutricdo Animal, do
Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal de Lavras. O premix
vitaminico foi formulado para ndo conter nenhuma fonte de &cido ascérbico. As
racBes foram peletizadas em moedor de carne, secas em estufa ventilada a 30°C,
por 24 horas, trituradas em liquidificador elétrico e estocadas em geladeira, a

4°C. As ragoes foram fornecidas trés vezes ao dia, “ad libitum”.

Tabela 1: Composicdo da racdo experimental, usada para testar o efeito do

ascorbil palmitato para alevinos de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Ingredientes (%) Racéo Basal
Farinha de peixe * 41,35
Amido de milho 32,89
Albumina 10,00
Gelatina 5,00
Celulose 5,00
Oleo vegetal 3,00
Premix mineral ° 0,15
Premix vitaminico © 0,08
Fosfato bicalcico 1,50
Antioxidante (BHT)" 0,02
Composicao centesimal da racdo experimental
Proteina bruta (%) 35,02
Energia digestivel (kcal kg™ 3177
Extrato etéreo (%) 6,54
Matéria seca (%) 91,46

#Farinha de residuos da industria de sardinha
®Premix mineral (composicéo/kg): Mn. 80 mg, Fe. 24 mg, Zn. 50 mg, Cu. 8 mg,
I. 1,3 mg, Se. 0,10 mg, Co. 10 mg.
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© Premix vitaminico (composicdo/kg): Vit.A. 1200.000 Ul; Ds. 200000 Ul; E.
1200 mg; K3.2400 mg; B;. 4800 mg; B,. 4800 mg; Bi,. 4800 mcg; Be. 4800 mg;
cloreto de colina. 108 g; pantotenato de célcio. 12000 mg; niacina. 24000 mg;
acido folico. 1200 mg; biotina. 48 mg.

¢ butil-hidroxi-tolueno

Apobs 36 dias de experimento, os peixes foram mantidos em jejum, por
24 horas, para a simulagdo do transporte. Uma populacdo de 20 peixes por
parcela foi transportada em sacos plasticos de 100 litros de capacidade total (com
1/3 de &gua e 2/3 de oxigénio), em rodovia asfaltada, por, aproximadamente,
duas horas e retornando as suas caixas experimentais. Foram coletados 20
alevinos por parcela, sendo cinco em cada diferente periodo: antes do transporte
(C1), logo apds o transporte (C2), 8 horas apds o transporte (C3) e 18 horas (C4)
apos o transporte. Os peixes foram insensibilizados por choque térmico,
liofilizados por 24 horas e armazenados em frascos de andlises laboratoriais
hermeticamente vedados e estocados em freezer. As analises de vitaminas nos
peixes e na ragdo foram feitas nos laboratorios dos Departamentos de Quimica e
Zootecnia e as andlises de cortisol nos laboratérios dos Departamentos de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Lavras.

A andlise de vitamina C foi realizada pela técnica HPLC (Varian),
equipado com bomba ternaria modelo 9012, injetor automético (modelo 9300) e,
como detector, um espectrofotdbmetro (modelo 9050) na regido de UV/Vis
(Modelo 9010). Para todas as analises foi utilizada uma coluna Cyg (250 x 4,6
mm, 5 pum) conectada a uma pré-coluna C18 (1,0 x 4,6 mm, 5 um) (Varian).

Para a extragdo de &cido ascdrbico e de é&cido dehidroascorbico,
utilizaram-se as metodologias de Papp et al. (1998), em que a 400 mg de amostra
de peixe triturado foram adicionados 3 mL de acetato de sédio 0,2 mol L™ e pH
4,8 (solucdo extratora), centrifugado a 15.000 xg a 4°C, por 10 minutos e retirado

0 sobrenadante. O procedimento foi repetido com 2 mL de acetato de sddio. Ao
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total de sobrenadante obtido, adicionaram-se mais 166 pL de acetato de sédio e
250 pL de &cido perclorico 72%. O sobrenadante foi novamente centrifugado e
filtrado em membrana 0,45 um Millipore. Uma aliquota de 20 pL foi injetada no
HPLC e manteve-se constante o fluxo de 0,6 mL min®. A fase movel foi
composta por sal tetrafluorborato de tetrabutilamonio 0,5 mM, é&cido
etilenodiaminotetra acético 0,5 mM (sal dissédico), acetato de sédio 0,04 M e pH
ajustado para 3,76, com o &cido fosforico a 85% e comprimento de onda fixado
em 250 nm.

Para a extracdo do ascorbil palmitato, utilizou-se a metodologia descrita
por Huo et al. (1996) e por Freitas & Moretti (2006), em que a 400 mg de peixe
triturado e liofilizado foram adicionados 3 mL de metanol contendo 0,02% de
butilhidroxitolueno (solucdo extratora), centrifugado a 15.000 xg a 4°C, por 10
minutos e retirado o sobrenadante. O procedimento foi novamente repetido e os
sobrenadantes somados. Posteriormente, cerca de 60 pl foram retirados e
realizou-se um clean-up utilizando-se uma coluna de vidro contendo silica Cys,
filtrando-se, em seguida, em membrana 0,45 pum. Uma aliquota de 20 pl foi
injetada no HPLC e o fluxo utilizado foi de 1,8 ml min 1A fase movel foi
composta de 100% de metanol e o comprimento de onda no detector
espectrofotométrico foi fixado em 280 nm.

Na andlise de cortisol corporal dos alevinos foi utilizada a técnica de Van
Anholt et al. (2004), em que 50 mg de peixe triturado foram homogeneizados em
500 pL de HCI 0,01 M, em banho ultrassénico, porl0 minutos e, posteriormente,
centrifugados (17300.xg, a 5°C, por 10 minutos). O sobrenadante foi analisado
pelo método ELISA, utilizando-se um kit CORTISOL ELISA accu-bind
(cd:3625-300), com leitura em leitor automéatico de microplacas com 96 po¢os
(ThermoPlate modelo TP-Reader). O cortisol foi quantificado por equacédo

analitica. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA, utilizando-se o pacote
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computacional Sistemas para Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG) (2005)
versdo 9.1 e o seguinte modelo estatistico
Yij=u+Ti++eij

em que Yij = observagdo referente a % de vitamina na ragdo i, na repeticdo j (i =
1,2,3,4,56ej=1,2,3e4);

u = média geral do experimento;

ti = efeito do tratamento i (i=1, 2, 3,4, 5 e 6);

eij = erro experimental associado a observacao ij que, por pressuposicao,
tem média zero e variancia 6 2.

Para a determinacdo do nivel de suplementacdo de ascorbil palmitato, foi
realizada andlise de regressdo linear, optando-se pelo modelo que melhor se

ajustasse aos dados.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante o periodo experimental, a temperatura média da agua foi de
6,5+0,84°C, o nivel de oxigénio dissolvido de 3,89+0,79 mg/L e o pH de 6,8+0,2.
Os valores de aménia, nitrito e nitrato mantiveram-se dentro do padrdo de
normalidade para a espécie (BOYD, 1990). N&o foi observada mortalidade no
periodo de duas horas de transporte e no de dezoito horas de coleta.

A composicdo de ascorbil palmitato no corpo inteiro dos alevinos de
tilapia-do-nilo elevou-se linearmente (P<0,01) com o aumento da suplementagédo
de ascorbil palmitato na dieta, nos periodos de coleta C1, C2, C3 e C4 (Figuras 1,
2,3e4).
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Figura 1 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constituicdo de ascorbil palmitato no corpo inteiro de alevinos de tilapia-

do-nilo, no periodo de coleta C1 (antes do transporte).
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Figura 2 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constituicdo de ascorbil palmitato no corpo inteiro de alevinos de tilapia-

do-nilo, no periodo de coleta C2 (ap6s o transporte).
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Figura 3 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,

sobre a constituicdo de ascorbil palmitato no corpo inteiro de alevinos de tilapia-

do-nilo, no periodo de coleta C3 (8 horas ap0s o transporte).
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Figura 4: Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,

sobre a constituicdo de ascorbil palmitato no corpo inteiro de alevinos de tilapia-

do-nilo, no periodo de coleta C4 (18 horas apés o transporte).
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As analises de vitamina C de corpo inteiro de tilapia-do-nilo
demonstraram que o ascorbil palmitato foi absorvido e parte manteve-se integra,
ndo tendo sido hidrolisado no intestino para a forma de acido ascérbico. Em
estudos recentes, Pokorski & Marczak (2005) observaram que ascorbil palmitato
apresentou-se resistente a hidrélise no tecido neural de ratos e que parte do
ascorbil palmitato foi depositada intacta na célula, sem mudancas estruturais,
permanecendo biologicamente ativa. May et al. (1996) sugerem que parte da
fracdo de ascorbil palmitato pode ser absorvida em sua forma integra, o que foi
observado na pesquisa feita por Okamura (2007) com larvas de dourado. Estes
resultados sugerem que novas pesquisas devem ser desenvolvidas para a
determinagdo do mecanismo de absorcdo e do metabolismo da forma do &cido
ascorbico associado ao acido palmitico no organismo dos peixes.

Esta forma de acido ascorbico também foi encontrada na racdo, para o
tratamento T1, sem a suplementacéo de ascorbil palmitato. O valor obtido na
analise foi de 471 ug/g de racdo. Os alevinos recém-chegados da piscicultura
comercial também apresentaram nivel médio de 550 ug/g de ascorbil palmitato.
Resultado semelhante foi observado por Falcon et al. (2007), também com
alevinos de tilapia-do-nilo. Porém, os autores ndo souberam explicar a
concentracdo de vitamina C encontrada no figado dos peixes que receberam a
dieta sem suplementagcdo de acido ascoOrbico. Okamura (2007), que tinha
encontrado ascorbil palmitato em experimento com larvas de dourado (Salminus
brasiliensis) sem a suplementacdo da vitamina, considerou que, provavelmente,
era proveniente da farinha de peixe utilizada na confecg¢do da racéo.

No periodo de 36 dias de experimento, 0s peixes que receberam
suplementacdo de ascorbil palmitato apresentaram elevacdo na composicao
corporal (Figuras 1 e 2), nos periodos de coleta C1 (P<0,01) linear e C2 (P<0,01)
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quadratica. Nos periodos de coleta C3 e C4, os valores de &cido ascorbico

apresentaram-se iguais (P>0,05), em todos os tratamentos.
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Figura 5 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constitui¢do de acido ascérbico no corpo inteiro de alevinos de tilapia-do-

nilo, no periodo de coleta C1 (antes do transporte).
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Figura 6 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constituicdo de acido ascArbico no corpo inteiro de alevinos de tilapia-do-

nilo no periodo de coleta C2 (depois do transporte).

Observa-se uma relacdo entre o estresse e 0 metabolismo da vitamina C
nos peixes. A necessidade de suplementacdo de acido ascérbico tem sido
demonstrada pelo papel apresentado na redugdo dos efeitos deletérios provocados
pelo estresse (HADIE et al., 1991; SHIAU &HSU, 1995; SHEN et al, 2004),
porém, os aspectos que esclarecem esta relacdo ainda ndo foram totalmente
definidos (HENRIQUE et al., 1996; HENRIQUE et al., 1998).

Pela anélise da composicao de ascorbil palmitato e &cido ascorbico, no
corpo dos alevinos de tilapia-do-nilo, observou-se uma reducdo na concentracao
corporal das duas formas de acido ascérbico, armazenadas nos peixes apos 0
transporte. Os valores de A&cido ascorbico significativamente superiores na
primeira € na segunda coleta apresentaram-se iguais nas terceira e na quarta
coleta, demonstrando uma deplec¢do rapida dos estoques corporais de vitamina C

apos o estresse do transporte. Estes resultados também foram observados por
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Falcon et al. (2007), que observaram deplecdo no conteido de acido ascorbico
em alevinos de tilapia-do-nilo, que sofreram estimulos de estresse térmico.
Henrique et al. (1998) consideraram que a vitamina C pode ser utilizada como
indicador do efeito fisioldgico ao estresse, mas que é dependente do tipo de
agente promotor.

N&o houve diferencas significativas (P>0,05) na concentra¢do de acido
dehidroascérbico corporal, nos periodos de coleta C1 (antes do transporte) e C3
(8 horas apds o transporte). No periodo de coleta C2 (logo apds o transporte) e no
periodo de coleta C4 (18 horas apds o transporte), houve diferencas

significativas, observando-se efeito linear (P<0,01) (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constituicdo de acido dehidroascdrbico no corpo inteiro de alevinos de

tilapia-do-nilo, no periodo de coleta C2 (ap6s do transporte).
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Figura 8 Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constituicdo de acido dehidroascdrbico no corpo inteiro de alevinos de

tilapia-do-nilo, no periodo de coleta C4 (18 horas ap0s o transporte).

Os valores de ADA foram iguais antes do transporte, quando os peixes
estavam em homeostase, sem necessidade de oxidacdo de acido ascérbico e 8
horas apds o transporte, quando ocorreu o pico de liberacdo de cortisol, o que
indica deplecéo acentuada nos estoques corporais de todas as formas da vitamina
C. Observaram-se diferencas na composi¢édo corporal de acido dehidroascorbico
no periodo de coleta C2 (logo ap6s o transporte), quando houve maior estoque de
acido ascorbico na forma reduzida para ser oxidado e no periodo de coleta C4 (18
horas ap6s o transporte), havendo, possivelmente, grande reversdo de &cido
ascorbico nas formas reduzida e oxidada.

Nao houve diferencas significativas (P>0,05) na concentracao de cortisol
corporal, nos periodos de coleta C1 (antes do transporte) e C2 (logo ap6s o
transporte). Observou-se efeito linear no periodo de coleta C3 (8 horas ap6s o

transporte) (P<0,01) e também no periodo de coleta C4 (18 horas ap6s o
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transporte) (P<0,02) na composi¢do de cortisol corporal nos alevinos de tilapia-
do-nilo (Figura 9 e 10).
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Figura 9: Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constitui¢do de cortisol no corpo inteiro de alevinos de til&pia-do-nilo, no

periodo de coleta C3 (8 horas ap6s o transporte).
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Figura 10: Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato, por 36 dias,
sobre a constitui¢do de cortisol no corpo inteiro de alevinos de tilapia-do-nilo, no

periodo de coleta C4 (18 horas apGs o transporte).

O nivel de cortisol corporal dos peixes é utilizado como indicador para
avaliar a duracdo e a severidade do estresse (HENRIQUE et al., 1998). Fagundes
& Urbinati (2008) citam que esta elevagdo na concentragdo pode apresentar
variacOes segundo o individuo, a espécie, 0 estagio de desenvolvimento, o estado
nutricional, as condigdes de estocagem dos peixes, os fatores ambientais, o tipo
do agente promotor e a severidade e a condicao de estresse agudo ou crénico.

Barcelos et al. (2006) observaram que o pico maximo da elevacdo na
concentracdo de cortisol corporal ocorreu uma hora apds o estimulo ao agente
promotor do estresse térmico, observando reducdo na concentracdo, quatro horas
apos o estimulo. Para Acerate et al. (2004), a composicao de cortisol corporal
elevou-se ap6s os peixes sofrerem estimulo de estresse agudo por transporte e 0
pico maximo (trés vezes do valor, antes do transporte) foi alcangado somente no

segundo dia.
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Neste trabalho, a composicao do cortisol corporal foi reduzida nos peixes
tratados com altas doses de vitamina (Tabela 2). Os valores da concentracdo de
cortisol corporal, somados antes e depois do transporte dos alevinos de tilapia-
do-nilo, demonstraram tendéncia linear (P<0,01) na sua composi¢do com relagao

aos tratamentos com ascorbil palmitato (Figura 11).

Tabela 2: Composicdo de cortisol corporal nos alevinos de tilapia-do-nilo

(Oreocromis niloticus) alimentados com diferentes niveis de ascorbil palmitato

(9/kg racéo)

Parametro Niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato (g/kg
ragéo)
AP (g/kg) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Cortisol (ug/g peixe) 2,79 2,62 2,41 2,38 2,24 2,22

y =-0,0006x + 2,7349
R? =0,9357
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Figura 11: Efeito dos niveis de suplementacdo de ascorbil palmitato por 36 dias
sobre a constituicdo de cortisol no corpo inteiro de alevinos de tilapia-do-nilo, no

periodo total de coletas.
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A possibilidade de a vitamina C ter propriedade inibitéria sobre a
liberacdo de cortisol é contraditéria. O primeiro autor a propor esta hipétese foi
Kitabchi (1967) que sugeriu que um tratamento com doses mais altas de acido
ascorbico na dieta dos peixes pode inibir a sintese de esteroides, prevenindo a
conversdo de &cidos graxos insaturados em ésteres de colesterol, que seriam
incorporados aos esterdides, importantes componentes do cortisol (MONTEIRO
et al., 1999). Henrique et al. (1998) também observaram que a suplementacédo de
vitamina C obteve efeito na reducdo da composicdo corporal do cortisol, nove
horas ap0s estresse por hipoxia. Os peixes alimentados com acido ascorbico
apresentam melhor controle do cortisol, quando comparados aos peixes sem a
suplementacdo de vitamina C.

Resultados semelhantes sobre o controle do cortisol corporal, com o0 uso
da vitamina C, foram observados por Falcon et al. (2007), trabalhando com
alevinos de tilapia-do-nilo, submetidos ao estresse térmico e Okamura (2007),
avaliando a suplementacdo de ascorbil palmitato para larvas de dourado

(Salminus brasiliensis), submetidas ao desafio de estresse por hipdxia.

CONCLUSOES

O ascorbil palmitato apresentou-se, neste trabalho, como eficiente fonte
de &cido ascérbico, promovendo o aumento das concentraces das diferentes
formas de vitamina C, no corpo dos peixes.

Os resultados das analises de ascorbil palmitato, acido ascorbico, &cido
dehidroascérbico e cortisol, antes e ap6s o estresse promovido pelo transporte,
demonstraram que o ascorbil palmitato teve participacdo no metabolismo do
estresse, reduzindo os valores de todas as formas de vitamina C ap6s o transporte

e promovendo valores menores de cortisol.
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CONSIDERACOES FINAIS

Resultados observados com o uso da vitamina C

A suplementacdo de ascorbil palmitato teve efeito positivo como fonte de
vitamina C para os alevinos de til&pia-do-nilo.

Com os resultados obtidos na analise de corpo inteiro de alevinos
concluiu-se que o ascorbil palmitato foi uma eficiente fonte de acido ascorbico,
promovendo o aumento das concentra¢Ges das diferentes formas de vitamina C
no corpo dos peixes.

O ascorbil palmitato demonstrou ser eficiente em aumentar o peso, 0
comprimento total, a altura da cabeca e interferiu na taxa de sobrevivéncia.

Os resultados das analises de ascorbil palmitato, acido ascorbico, &cido
dehidroascérbico e cortisol, antes e apds o transporte, demonstraram que 0
ascorbil palmitato teve participacdo no metabolismo do estresse, reduzindo seus
valores apds o transporte. Os peixes alimentados com ascorbil palmitato também

apresentaram valores menores de cortisol.
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