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A vantagem de ser homem é poder maravilhar as belezas
Que as paisagens terrestres nos apresentam
A desvantagem é que percebemos tal fato

Quando elas ja nao mais existem

Entretanto

A vida nos oferece oportunidades e dela podemos

Colher bons frutos basta para isso

Continuarmos a semear

Desta forma

Podemos recuperar o que jamais imagindvamos

Transformando—o em uma beleza

Jamais vista gerando

Algo imensuravel

A vida

Autor desconhecido
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O mar € grande, mas menor muito menor
que o planeta que pode ser visto em uma
pequena janela sobre o mar

A semente plantada, por menor gue seja,
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RESUMO GERAL: A levedura e o zinco sdo conhecidos por melhorarem o desempenho
produtivo, a saude e beneficiar o sistema de defesa imune dos peixes. O presente experimento
avaliou o efeito da suplementacdo da levedura autolisada e zinco nas dietas no desempenho
produtivo, respostas metabolicas, parametros hematologicos e a resisténcia a baixa
temperatura da tilapia do Nilo. O experimento foi constituido por nove tratamentos e trés
repeti¢des. As ragdes formuladas de forma a conter 32,0% PD e 3240 kcal ED/kg, mantendo-
as isoprotéicas, isoaminoacidicas, isoenergéticas e igual relacdo Ca/P. Foram distribuidos
aleatoriamente 135 alevinos machos de tilapia do Nilo em 27 aquarios de S0L com sistema de
filtro bioldgico e aquecimento (26,0 + 1,0°C). O arragoamento dos peixes foi ad libitum,
quatro vezes ao dia 8h00, 11h00, 14h00 e 17h00. O experimento foi conduzido por 128 dias
para avaliar a inclusdo de levedura autolisada e zinco nas dietas sobre o ganho médio de peso,
consumo diario aparente, conversdo alimentar aparente, eficiéncia protéica, porcentagem de
sobrevivéncia; concentracdes de amodnia e atividade da fosfatase alcalina no plasma e no
figado, de lipideos totais e uréia no plasma e; de minerais no plasma, no figado e nos 4ssos
dos peixes. Apds as avaliacdes do desempenho produtivo, 81 peixes (nove/tratamento) foram
transferidos a sala experimental de desafio pelo frio e distribuidos aleatoriamente em 27
aquarios de 40L (trés/aquario) e submetidos a baixa temperatura (13,0°C) por sete dias. Foram
avaliados os pardmetros hematoldgicos: niimero de eritrdocitos, porcentagem de hematocrito,
taxa de hemoglobina, volume corpuscular médio, concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, proteina plasmatica total, leucocitos totais, porcentagem de linfocitos, neutréfilos e
mondcitos antes e ap0os o desafio pelo frio. Os resultados indicam que: a inclusdo de até 6,0%
de levedura autolisada e 600 mg de zinco/kg de dieta ndo prejudicou o desempenho produtivo
dos peixes; a suplementacdo de 2,0% de levedura autolisada sem inclusdo de zinco na dieta
determinou o melhor desempenho produtivo dos peixes; a suplementacao superior a 6,0% de
levedura autolisada e 600 mg de zinco/kg de dieta prejudicou o desempenho e o metabolismo
dos peixes; a suplementacdo superior a 2,0% de levedura e 200 mg de zinco/’kg de dieta
prejudicou o metabolismo de minerais pelos peixes; a combinacdo de levedura autolisada e
zinco nas dietas, ndo refletiu em melhora no padrao hematologico; niveis elevados de
levedura autolisada e zinco na dieta determinou condi¢Oes sub-Otimas de saude; o estresse
pelo frio determinou leucopenia, linfopenia, neutrofilia € monopenia.

Palavras chave: levedura; zinco; desempenho produtivo; metabolitos; hematologia; satde.



GENERAL ABSTRACT: Yeast and zinc are known to improve growth performance and
health mainly fish immune system. This trial evaluated the effect of autolised yeast and zinc
supplementation on growth performance, metabolic response, hematologic parameters and
cold stress resistence for Nile tilapia. The experiment were constituted by nine treatments and
three replicates. Diets were formulated to contain 32% DP and 3240 kcal DE/kg and they
presented isonitrogen, isoenergetic and the same amino acid and pattern an C:P ratio. 135 all
male Nile tilapia fingerlings were randomly assigned to 27 50L-aquarium with a biologic
filter and temperature controled (26.0 + 1,0°C). Feeding of fish was ad libitum four times/day
(8h00, 11h00, 14h00 and 17h00). A 128-days trial was conducted to evaluate the effect of
autolised yeast and zinc inclusion on mean weight gain, daily feed intake, feed conversion
ratio, protein efficiency ratio, survival percentage; ammonia concentration and alkaline
phosphatase activity in plasma and liver and total urea and lipid in plasma and; mineral in
plasma, liver and bones of fish. After growth performance evaluation 81 fish (nine/treatment)
were transfered to 27 40L-aquarium in room experimental the cold stress and randomly
assigned (three/aquarium) and submited to cold stress (13°C) during seven days. Hematologic
parameters evalueted were: erythrocytes number, hematocrit, hemoglobin, corpuscular
volume, mean corpuscular volume, total plasmatic protein, total leucocytes, lymphocytes,
neutrophils and monocytes percentage before and after cold stress. The results shown that: the
inclusion until 6.0% autolised yeast and 600 mg zinc/kg diet doesn’t worsed growth
performance in Nile tilapia; 2,0% autolised yeast in diet without zinc inclusion showed better
growth performance of fish; supplementation levels high than 6.0% autolised yeast and 600
mg zinc/kg diet worsed the metabolism and growth of fish; suplementation levels higher than
2.0% yeats and 200 mg zinc/kg diet worsed mineral metabolism in fish; the combined effect
of autolised yeast and zinc does not effect improved in hematological parameters; highest
dietary autolised yeast and zinc levels determined sub-excellent conditions of health; cold

stress determined leukopenia, lymphopenia, neutrophylia and monopenia.

Key words: yeast; zinc; productive performance; metabolits; hematology; health.



1. INTRODUCAO GERAL

A utiliza¢do de dietas disponiveis no mercado para peixes tropicais pode proporcionar
respostas de ganho de peso, conversdo alimentar e taxa de sobrevivéncia, aquém do esperado.
Desta forma, tem-se procurado, determinar as exigéncias nutricionais dos peixes € o
aperfeicoamento dessas racdes. Para tal, tornou-se necessario avaliar nutrientes e pro-
nutrientes que proporcionem maior resisténcia a doencas, melhor desempenho produtivo e,
conseqlientemente, maior taxa de sobrevivéncia dos peixes.

Define-se como pré-nutriente o composto que promova valores nutricionais intrinsecos,
que seja de uso oral e exigido em pequenas quantidades na mistura da dieta animal (Butolo,
1998). Segundo Menten (2001), com a proibicao da utilizacdo de varios antibidticos e
quimioterdpicos como promotores de crescimento na alimentacdo animal, tais pesquisas
tornaram-se fundamentais. Desta forma, destaca-se a importancia do estudo da utilizagdo das
diferentes formas de levedura, obtidas de destilarias de alcool e derivados, para compor dietas
para peixes (Pezzato, 1997; Pezzato et al., 2006), por sua bioseguranga, respostas benéficas no
desempenho produtivo e satde animal, além da facil incorporacdo a mistura durante o
processamento da dieta (Hisano et al., 2004). Na literatura muito t€ém destacado a importancia
da levedura como pré-nutriente (Gatesoupe, 1999; Burrells et al., 2001; Li & Gatlin III, 2003;
Hisano, 2005) e imunoestimulante (Sakai, 1999; Ortufio et al., 2002; Tovar et al., 2002;
Tovar-Ramirez et al., 2004).

Trabalhos tém demonstrado que a levedura como tUnica fonte protéica para a alimentagdo
de peixes ndo apresentou resultados satisfatorios, com perda de apetite, menor ganho de peso
e pior conversdao alimentar (Rumsey et al., 1991; Furuya et al., 2000; Baccarin & Pezzato,
2001) além, dos elevados niveis de acidos nucléicos (Sanches-Muniz et al., 1979; Kaushik &
Luquet, 1980), derivados da adenina (Baker & Molitoris, 1974) os quais aumentam os niveis
de uricase em peixes (Runsey et al., 1991) e acido urico no plasma, produzindo efeitos
toxicos, assim como disturbios no metabolismo da proteina, gordura e carboidratos em
monogastricos (Baker & Molitoris, 1974; Clifford & Story, 1976).

Atualmente o Brasil se destaca como um dos paises de maior producio de alcool e com
potencial para duplicar sua produgdo atual em dez anos. Conseqiientemente, a levedura
Saccharomyces cerevisiae se tornara fonte de alimento alternativo de excelente qualidade a
ser suplementado em dietas animais, seja como pro-nutriente ou imunoestimulante. Pesquisas

visando melhorar o processamento e a qualidade desses alimentos estio em andamento, e



testes de eficiéncia vem sendo realizados, com excelentes resultados (Butolo, comunicagao
pessoal).

Os alimentos funcionais surgem como fortes potenciais para a melhora da qualidade
nutricional das dietas, aumentando o aproveitamento dos nutrientes disponiveis, melhorando o
bem estar animal e aumentando a produtividade (Butolo, 2001; Hisano, 2005; Pezzato et al.,
2006). Para tanto, necessitam-se de pesquisas que avaliem a forma de acdo dos nutrientes
presentes nesses alimentos e sua relagdo com outros nutrientes, possibilitando o
desenvolvimento de dietas com excelente qualidade nutricional e alto valor biologico.

Os micro-nutrientes sofrem interagcdes por diversos mecanismos que podem afetar sua
absor¢ao e biodisponibilidade. Minerais, com similaridades quimicas, podem competir pelo
transporte protéico ou outros mecanismos de ingestdo, facilitando ou impedindo a absorcao
(Glover & Hogstrand, 2003). As conseqiiéncias destas interacdes dependem das
concentragdes dos nutrientes na dieta, das inter-relagdes destes com os do meio aquatico em
que vivem os organismos, da espécie em estudo e da disponibilidade do nutriente na dieta
(Sandstrom, 2001).

Os minerais sdo responsaveis pela formagdo esquelética, manutencao do sistema coloidal,
regulacdo do equilibrio acido-base e compostos biologicamente importantes, tais como
hormonios e enzimas (Watanabe et al., 1997; Sa et al., 2004). A deficiéncia de minerais que
apresentem importantes funcdes metabolicas no organismo animal, como por exemplo o
zinco, pode causar patologias bioquimicas, estruturais e funcionais ao organismo animal (Sa
et al., 2005). Embora nem todos os elementos tracos essenciais, tenham sido descritos para
peixes, devido a muitos serem necessarios em baixas quantidades para o crescimento, nao
raro se observa deficiéncias (Watanabe et al., 1997; Glover & Hogstrand, 2003; Sa et al.,
2004). Assim, o animal mantém delicado balanco corporal de minerais pela integragdo de
varios parametros da ingestdo, estoque e excre¢ao (Watanabe et al., 1997; Sa et al., 2005).

A disponibilidade dos minerais da dieta ¢ marcada pela eficiéncia com que o animal os
utiliza, variando em funcdo dos ingredientes utilizados e da composi¢do da dieta. Diversos
fatores influenciam a disponibilidade, tais como: niveis de inclusdo e forma dos nutrientes,
tamanho da particula, digestibilidade e interagdo dos nutrientes, as quais podem ser sinérgicas
ou antagdnicas, condi¢des fisiologicas e/ou patoldgicas dos peixes e concentracao dos
minerais na agua (Sandstron 2001; Glover & Hogstrand, 2003; Liao et al., 2006). Dentre estes

fatores, aqueles relacionados ao estado quimico sdo importantes devido aos elementos



assumirem diferentes formas moleculares, estados de valéncia e ligantes quando ingerido,
ocorrendo variagdes que sdo dependentes das dietas (Barros et al., 2004; S4 et al., 2005).

Os minerais sao nutrientes essenciais aos animais. O zinco se destaca por participar de
varias fungdes especificas, tendo importancia estrutural e/ou funcional em mais de 300
enzimas e outras proteinas (Vallee & Falchuk, 1993), denominadas metaloenzimas de zinco
sendo as mais importantes no metabolismo animal a anidrase carbonica, fosfatase alcalina,
carboxipeptidase, dlcool desidrogenase, superdxido dismutase, colagenase € RNA-polimerase.
Assim o status organico inadequado causado pela deficiéncia de zinco prejudica todo o
funcionamento deste conjunto de enzimas, o equilibrio organico e, consequentemente, a saude
animal (Hambidge et al., 1986), podendo causar prejuizo ao crescimento, reproducao, visao e

no sistema imune (Watanabe et al., 1997).



OBJETIVOS

I — Avaliar o desempenho produtivo e respostas metabolicas da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentada com dietas suplementadas com levedura autolisada e

zinco na fase de crescimento;

I — Avaliar os parametros hematoldgicos antes e apos o desafio pelo frio da tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentada com dietas suplementadas com levedura

autolisada e zinco.
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2. REVISAO DE LITERATURA

3. LEVEDURAS: FUNCOES METABOLICAS E FISIOLOGICAS

3.1. Levedura como fonte de alimento

Pertencente a classe Ascomycetos, as leveduras se apresentam de tamanho variado, com
reproducdo sexuada ou assexuada por brotamento ou cissiparidade, tendo como principal
espécie comercializada a Saccharomyces cerevisiae. Sdo cosmopolitas e amplamente
distribuidas, encontradas no solo, superficie de folhas, frutos e no trato gastrintestinal de
animais. Sao utilizadas industrialmente como agentes de fermentacdo alcodlica nas usinas
sucroalcoleiras, industrias de panificacdo e bebidas alcodlicas (Kurtzman & Fell, 2000).

A composi¢do desses microorganismos tem chamado atencdo, sendo utilizados para a
extragdo de enzimas, glucanos, mananos e hidrolisados protéicos em processos industriais
(Kurtzman & Fell, 2000; Kriskova et al., 2001; Heirich et al., 2006; Villareal et al., 2006).
Pesquisas de melhoramento genético tém sido realizadas com objetivo de melhorar a
produgdo, o processamento e melhor disponibilizar os nutrientes das células de levedura para
utilizagdo em dietas para animais (Laroche et al., 2000; Magherini et al., 2006; Veide &
Andlid, 2006).

Pesquisas demonstraram que algumas linhagens de levedura desenvolvidas em laboratério
podem ser utilizadas em processos de produc¢do industrial e, ainda, quando incluidas em dietas
aumentam a disponibilidade dos nutrientes e de alguns minerais, principalmente o fésforo, por
apresentarem em sua constituicdo enzimas como a fitase (Andlid et al., 2004; Veide &
Andlid, 2006). Outra caracteristica importante a ser considerada em células de levedura ¢ a
composi¢ao da parede celular que apresenta polissacarideos e acidos nucléicos de grande
importancia para nutricdo animal (Krizkova et al., 2001; Hisano et al., 2004; Pezzato et al.,
2006).

Os principais constituintes da parede celular sdo os B-glucanos (50-60%), seguidos por
mananos ¢ mananoprotinas (30-40%) os quais determinam as fungdes fisiologicas, resisténcia
fisica, respostas imunes e algumas importantes propriedades da supeficie celular das células
de levedura (Krizkova et al., 2001; Villarreal et al., 2006). Os mananos e glucanos da parede
celular parecem apresentar propriedades antioxidantes (Kriskova et al., 2001) e melhoram o

desempenho produtivo e o sistema imune dos animais (Burrels et al., 2001a; Selvaraj et al.,



2005; Bagni et al., 2005), o que os torna de grande interesse para nutri¢gdo animal.

A levedura S. cerevisiae ha muitos anos ¢ estudada como fonte alimentar para humanos ¢
animais. A utilizacdo da proteina unicelular em dietas para humanos tem mostrado que
componentes celulares indigestiveis, tais como lipideos polimerizados, celulose e
componentes da parede celular, podem se tornar téxicos quando ingeridos, acarretando varios
problemas gastrintestinais: ndusea, vomitos e diarréia. O produto metabodlico final da ingestao
de proteinas unicelulares em humanos ¢ o 4cido urico, o qual ¢ ligeiramente soltivel em pH
fisiologico e, se houver aumento do contetido de 4cido urico no sangue podem formar cristais
nas juntas e causar nauseas e/ou artrites (Davis, 1974; Kurtzman & Fell, 2000).

Entretanto, estes problemas ndo tém sido relatados para animais. O fornecimento de
levedura em dietas para leitdes na fase inicial proporcionou, ndo de forma significativa,
melhora no ganho de peso e conversdo alimentar com 5,0% de inclusdo nas dietas (Araugjo et
al., 2006). Segundo Silva et al. (2003), a inclusdao de levedura em até 10,0% em dietas para
aves parece nao afetar a conversao alimentar; entretanto, o desempenho e o consumo de ragao
foram influenciados negativamente. A utilizagdo de mananoligossacarideos (MOS) de
levedura em dietas para aves na fase inicial melhorou o ganho de peso sem prejuizo ao
consumo de rac¢ao e a conversao alimentar (Fleming, 2005).

Devido, a elevada producao anual e alto teor protéico, muitas pesquisas foram realizadas
com o objetivo de utilizacdo da levedura como fonte protéica em dietas para peixes.
Entretanto, os resultados observados demonstraram que sua utilizacdo como fonte protéica
seria inviavel, principalmente devido ao seu elevado contetido em nitrogénio ndo protéico
(Higuera et al., 1982; Runsey et al., 1991; 1992; Pezzato, 1997; Furuya et al., 2001), levando
a redu¢do no desempenho dos peixes com possiveis prejuizos metabdlicos (Runsey et al.,
1991; Furuya et al., 2001; Baccarin & Pezzato, 2001).

A utilizagdo de levedura em dietas para peixes mostrou possivel desenvolvimento e
aderéncia das cé€lulas de levedura ao epitélio intestinal e conseqiientes alteragdes fisiologicas
foram observadas (Vazquez-Juérez et al., 1994; Andlid et al., 1998; Tovar et al., 2002). Estas
apresentam capacidade de se aderirem ao muco e possivelmente ao epitélio intestinal de
animais e, algumas leveduras tém apresentado func¢des especificas ao sistema gastrintestinal
dos animais, auxiliando na digestao de fibras que nao sao completamente digeridas resultando
em curtas cadeias de acidos graxos usados como fonte de energia pela mucosa intestinal

(Raibaud, 1992; Andlid et al., 1998), producdo microbiana de vitaminas e, na estimulacao de
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enzimas envolvidas na digestdo (Rowland, 1992). Acredita-se que a aderéncia das células de
levedura no muco intestinal de peixes pode resultar em beneficios a fisiologia do trato
gastrintestinal (Andlid et al., 1995).

Andlid et al. (1998) demonstraram in vitro que a S. cerevisiae aderiu-se ao muco
intestinal de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), apresentando quatro fases distintas tendo a
glicose como fonte de carbono e energia; metabolismo fermentativo e respiragdo aerdbica
com a glicose como fonte de carbono e energia, tendo como produto final o etanol; fase de
transicdo, em que a glicose se torna limitada e as células expressam genes respiratdrios; fase
de crescimento puramente respiratoria, no qual o etanol ¢ usado como principal fonte de
carbono e energia e; a fase estacionaria, apos exaustao do etanol apresenta reduzidos sinais de
aquecimento. Os autores demonstraram que estes microorganismos podem se aderir a0 muco
intestinal de peixes, principalmente se conseguirem se adaptar as condigdes intestinais.

Vérios microrganismos sdo conhecidos por aderirem ao muco intestinal usando-o como
fonte de nutrientes e energia (Andlid et al., 1998). A produ¢do de muco em peixes ¢ elevada
(Liao et al., 2006) e, conseqiientemente, pode favorecer a adesdo e crescimento de alguns
microrganismos e dentre eles levedura (Andlid et al., 1998). Se estes microrganismos se
adaptarem as condigdes intestinais € ndo produzirem toxinas podem ser considerados
microorganismos benéficos ao hospedeiro (Tovar et al., 2002). Entretanto, estes estardao
consumindo muco (Andlid et al., 1995; Andlid et al., 1998), o que pode resultar em alteragdes
fisioldgicas e aumentar as necessidades nutricionais do animal. Devido aos poucos estudos
sobre tais condi¢cdes em animais e raros em peixes, torna-se dificil e complexo qualquer
inferéncia de possiveis alteragdes fisioldgicas resultantes da utilizacdo da levedura em dietas
para peixes.

Segundo Kennedy et al. (1987), Smit et al. (1992), Vazquez-Juérez et al. (1994; 1997) e
Andlid et al. (1998), a adesdo dos microorganismos ao intestino ¢ favorecida por fortes
mecanismos de interacdo entre a célula de levedura e o muco intestinal, ainda ndo entendida
completamente e a elevada adesdo coincide com o aumento de hidrofobicidade da superficie
celular e presenga de lipideos no muco intestinal. A polaridade funcional da serina do grupo
fosfatidilserina ¢ dependente do pH e, em muitas condigdes fisioldgicas, apresenta variagdes
negativas devido ao grupo carboxil e fosfato. A proximidade destes grupos fornece elevada
afinidade aos cations divalentes, que sdo conhecidos por serem adsorvidos a superficie das

células de levedura podendo proporcionar substrato ao desenvolvimento dos microorganismos
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e, conseqiientemente, a secre¢ao de poliaminas no muco intestinal (Cartwright et al., 1989),
favorecendo a adesdo epitelial (Andlid et al., 1998).

Algumas leveduras sdo conhecidas por sintetizar e secretar diversas moléculas de
poliaminas, as quais apresentam forte potencial de adesdo ao muco intestinal de peixes
(Vazquez-Juarez et al., 1997; Andlid et al., 1998; Tovar et al., 2002; Tovar-Ramirez et al.,
2004). Estas apresentam diversas fungdes biologicas importantes, como replicacdo e
diferenciagdo celular estimulando a sintese de DNA, RNA e proteina (Tabor & Tabor, 1984;
Bardocz et al., 1993; Tovar et al., 2002; Tovar-Ramirez et al., 2004), sendo a espermina ¢ a
espermidina as principais poliaminas envolvidas na diferenciacdo do trato intestinal de
mamiferos (Buts et al., 1993) ¢ larvas de Sea bass (Dicentrarchus labrax) (Peres et al., 1997).

Tovar et al. (2002) ao pulverizarem leveduras Debariomyces hanseni e S. cerevisiae em
dietas para larvas de Sea bass (Dicentrarchus labrax) observaram aderéncia das células de
leveduras no trato digestorio das larvas e, apds trés enxagiies do trato gastrintestinal as células
de levedura ainda permaneciam aderidas aos segmentos intestinais. Os autores observaram
aumento de atividade de amilase tanto intestinal quanto pancredtica e, a secre¢do de tripsina
ndo apresentou alteracdo comparada ao grupo controle. A atividade enzimatica intestinal
aumentou e a atividade enzimatica citosolica reduziu nas larvas de Sea bass alimentadas com
dietas contendo levedura em comparagdao ao controle ausente de suplementagdao. Embora,
tendo ocorrido maturagdo do trato gastrintestinal das larvas de Sea bass alimentadas com
adicdo de levedura nas dietas estas pareceram nao acelerar o desenvolvimento da flora
gastrintestinal. Os autores observaram que a inclusdo de levedura D. hanseni na dieta acelerou
a maturagdo das fungdes pancreaticas das larvas de Sea bass em comparagdo a S. cerevisiae.
O aumento na eficiéncia das fungles secretoras do trato gastrintestinal caracteriza a
maturacao deste (Cahu & Infante, 1995; Tovar et al., 2002; Tovar-Ramirez et al., 2004), desta
forma acredita-se que algumas linhagens de leveduras podem acelerar a maturagao
gastrintestinal dos peixes. Entretanto, poucas t€ém sido as pesquisas realizadas com tal
enfoque.

A digestdo citosolica das células epiteliais ¢ bem desenvolvida nos peixes apods o
crescimento das microvilosidades intestinais e para as larvas de peixes este fendmeno
constitui a maturagdo intestinal (Cahu & Infante, 1995). Segundo Cahu & Infante (1995),
Cahu & Infante (2001), Tovar et al. (2002) e Tovar-Ramirez et al. (2004), a utilizagdo de

levedura viva incorporada a dietas de larvas de peixes pode acelerar o desenvolvimento do
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trato gastrintestinal e, consequentemente, melhorar a sobrevivéncia, resisténcia a doengas € o
desempenho larval aumentando a qualidade dos alevinos produzidos.

Melhora no desenvolvimento esquelético, sobrevivéncia e crescimento de peixes foram
demonstrados por Noh et al. (1994), Peres et al. (1997), Tovar et al. (2002) e Tovar-Ramirez
et al. (2004). Entretanto, pesquisas devem ser direcionadas para estabelecer a conseqiiéncia de
sua inclusdo nas dietas sobre o desenvolvimento dos peixes e qualidade do pescado
produzido. Olvera-Novoa et al. (2002) observaram melhora no desenvolvimento de larvas de
tilapia mossambica (Oreochromis mossambicus) ao incluir na dieta até 40,0% de levedura
torula (Candida utilis) e ainda, melhora na composi¢do corporal, aumentando os niveis de
deposicao de proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral nos peixes alimentados com o
ingrediente teste nas dietas em comparacao aos peixes alimentados com a dieta controle. Estes
autores relataram que os melhores resultados de desempenho produtivo dos peixes foram

observados com o nivel de inclusdo de 30,0% de levedura torula na dieta.

3.2. Levedura desidratada na nutricdo animal

Em destilarias de cana-de-agucar a levedura utilizada para fermentacdo € posteriormente
desidratada, se apresentando como extrato seco em po, resultante da recuperagdo do leite ou
fundo de dornas de fermentagdo alcoolica (Ghiraldini & Roseli, 1997). Ainda, segundo esses
autores, a qualidade da levedura seca estd diretamente relacionada as condi¢cdes de
processamento da fermentacdo alcodlica e seu processo de fabricagdo, sendo que sua
composi¢ao quimica ¢ dependente da natureza do substrato utilizado, linhagem, condigdes de
fermentagdo, concentracdes de sais no meio e processamento de secagem e armazenamento.

Virios sdo os métodos industriais utilizados para a secagem da levedura, destacando-se o
uso de rolos rotativos e o método spray-dry. O primeiro processo consiste na centrifugagdo da
vinhaca ou do vinho, apos destilagdo, possibilitando a separagdo da parte soluvel e posterior
secagem (Moreira et al., 1988). No segundo método, a vinhaga ou vinho ¢ bombeado para
uma camara de secagem através de um cabegote atomizador, que girando em alta velocidade
promove a distribuicdo da levedura em forma de névoa e, combinado ao fluxo de ar quente, a
secagem ¢ instantanea (Furco, 1996). O processo de secagem spray-dry possibilita a obtengdo
de produto de melhor qualidade nutricional, visto que, a temperatura maxima no processo de
secagem e o tempo de contato neste sistema sdo menores, em comparacao ao rolo rotativo, o

que proporciona melhor uniformidade na granulometria, cor e, principalmente, na preservagao
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de aminoacidos e reducao nos custos de producao (Furco, 1996; Ghiraldini & Roseli, 1997).

A levedura apresenta composicdo balanceada em aminodcidos, destacando-se o alto teor
de lisina (Miyada, 1987; Scapinello et al., 1997), leucina e valina (Miyada, 1987), sendo a
lisina o principal aminoacido limitante ao crescimento dos peixes (Furuya et al., 2001). As
leveduras apresentam cerca de 33,0 a 46,0% de carboidratos; 38,0 a 50,0% de proteinas; 3,0%
de bases nitrogenadas; 1,0% de amonia; 2,0% de lipideos e esterois; 6,0 a 8,0% de nitrogénio
e 5,0 a 10,0% de minerais, sendo potassio e fosforo seus principais componentes, além de
calcio, magnésio, sddio e enxofre na forma de sulfitos (Cozzolino, 1982). Esta apresenta,
ainda, elevado nivel de nitrogénio ndo protéico (20,0 a 30,0% do nitrogénio total)
representado, segundo Butolo (1997), basicamente, por acidos nucléicos (8,0 a 12,0% do
nitrogénio total), que pode ocasionar efeitos prejudiciais ao metabolismo e fisiologia dos
animais quando utilizada como fonte de proteina em dietas (Runsey et al., 1991; Butolo,
2001; Furuya et al., 2001). Os niveis de lipideos estdo relacionados com o substrato utilizado
no crescimento, sendo encontrados valores entre 2,0 e 7,0%. Apresentam proporcdes iguais de
triglicérides e fosfolipideos, com predomindncia de 4cidos graxos de cadeia longa com
aproximadamente 20,0; 40,0; e 15,0% dos 4acidos: oléico, linoléico e linolénico,
respectivamente (Schnell & Akin, 1979). Entretanto, estes microrganismos apresentam
deficiéncias em aminodcidos sulfurados (Miyada, 1987; Furuya et al., 2000). As fontes
protéicas que tém elevados teores de nitrogénio ndo protéico nao contribuem com o adequado
perfil de aminoécidos para suprir a exigéncia nutricional dos peixes (Furuya et al., 2004),
causando aumento de producdo e excrecao de amonia, prejuizos a produtividade e a qualidade
da agua em fun¢ao do desequilibrio nutricional (Cho, 1990).

A composicao da levedura depende da classe e da familia a que pertence (Assis, 1996;
Gemmill & Trimble, 1999; Villarreal et al., 2006), a qual apresenta excelente qualidade de
aminoacidos, embora, em propor¢des menores que os alimentos de origem animal, ¢
comparavel as melhores fontes de origem vegetal (Pacheco, 1996). Além de apresentar-se
como fonte de enzimas (invertase, lactase, melibiase, B-glucanase, proteases, fitase) (Ponesi &
Serra, 1996; Veide & Andlid, 2006) e de vitaminas do complexo B (Ponesi & Serra, 1996;
Butolo, 2001; Baccarin & Pezzato, 2001).

Vitaminas do complexo B, especialmente a tiamina, riboflavina, niacina e o acido
pantoténico sdo encontradas em grandes quantidades nestes microorganismos, além de

ergosterol, o que os torna ainda excelente fonte de vitamina D (Yousri, 1982). Segundo
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Baccarin & Pezzato (2001), a suplementacdo de levedura nas dietas pode suprir as
necessidades de vitaminas hidrossoliiveis para peixes. As enzimas glicoprotéicas das
leveduras (invertases, lactases, melibiases, glucanases, proteases, fosfatases e fosfolipases)
funcionam tanto anabolica como catabolicamente (Ponesi & Serra, 1996; Assis, 1996); destas
algumas se localizam na parede celular auxiliando o transporte de nutrientes para o citoplasma
celular (MacWilliam, 1970; Assis, 1996).

As caracteristicas nutricionais ¢ o conteudo celular das leveduras com importantes
propriedades funcionais as tornam excelente fonte alternativa de nutrientes para animais e
humanos (Irianto & Austin, 2002; Hisano, 2005). Quando utilizadas como pro-nutrientes,
melhoram o desempenho produtivo, a saude e as respostas imunes dos animais (Li & Gatlin
II1, 2003; 2004; Hisano et al., 2004; Hisano, 2005). Este alimento apresenta ainda, a vantagem
econdmica de melhorar o crescimento e a eficiéncia protéica, mesmo em baixos percentuais
de suplementagcdo (Furuya et al., 2000; Hisano, 2005; Watanabe, 2006). Devido a sua
composi¢ao nutricional, a levedura do género S. cerevisiae tem expressivo valor industrial e
comercial, entretanto, por apresentar espessa e rigida parede celular resistente a acdo das
enzimas digestivas e alto conteudo de acidos nucléicos sua utilizagdo torna-se limitante como
unica fonte protéica na nutri¢ao animal (Butolo, 2001; Pezzato et al., 2004).

Rumsey et al. (1991) observaram que a inclusdo de 25,0% de levedura melhorou o ganho
de peso de truta arco-iris em comparacao a dieta controle a base de caseina, porém, niveis
superiores prejudicaram o ganho de peso, a ingestao alimentar e a eficiéncia protéica. Kaushik
& Luquet (1980) observaram melhor ganho de peso de truta arco-iris ao fornecerem dietas
com 28% de proteina de células integras de origem bacteriana suplementadas com
aminoacidos sulfurados. Barnes et al. (2006) ao suplementarem niveis de 0,0; 0,125 e 0,25¢g
de levedura/kg de dieta para larvas de truta arco-iris observaram melhor ganho de peso,
conversdao alimentar e sobrevivéncia dos peixes com as dietas contendo leveura. Tacon &
Cooke (1980) ao fornecerem acidos nucléicos extraidos de bactérias em dietas para truta arco-
iris observaram que a inclusdo superior a 2,5% prejudicou a ingestdo alimentar e o
crescimento dos peixes. Esta influéncia negativa foi devido a alta ingestao de 4cidos nucléicos
(Baker & Molitoris, 1974; Clifford & Story, 1976) e a baixa capacidade de degrada-los em
uréia pela enzima uricase (Oliva-Teles et al., 2003).

Baccarin & Pezzato (2001) observaram que a inclusdo de até 10,0% de levedura em

racdes para tilapia do Nilo ndo prejudicou o ganho de peso e a taxa de crescimento especifico,
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mas determinou piora na conversao alimentar em comparagao ao controle, evidenciando que
altas taxas de inclusdo de levedura podem afetar o desempenho dos peixes. Entretanto, Medri
et al. (2000) ndo observaram efeito prejudicial para a mesma espécie alimentada com ragdes
com niveis de até 30,0% de levedura.

Li & Gatlin IIT (2003) suplementando (1,0; 2,0 e 4,0%) de levedura (S. serevisiae) na
dieta do hibrido Striped bass (Morone chrysops x M. saxatilis) observaram melhora no ganho
de peso, taxa de eficiéncia alimentar e sobrevivéncia. Porém, ndo observaram influéncia deste
alimento no percentual de hematdcrito e producdo de lisozima pelos animais. O fornecimento
por periodo relativamente longo ndo provocou imunossupressdo e melhorou a resposta imune
e resisténcia a doencas. A utilizagdo da levedura como unica fonte protéica na dieta de truta
arco-iris provocou alteracdes no tamanho e forma dos eritrocitos e alteragdes prejudiciais na
hematopoiese (Sanchez-Muniz et al., 1982).

Oliva-Teles & Gongalves (2001) ao substituirem a proteina da farinha de peixe pela
proteina da levedura (S. cerevisiae) na dieta de Sea bass demonstraram que a substituigdo em
até 30,0% da proteina da farinha de peixe pela levedura ndo causou prejuizo no desempenho
produtivo, na ingestdo do alimento e melhorou a conversao alimentar dos peixes. Segundo os
autores a substitui¢ao de 10,0 e 30,0% de farinha de peixe pela levedura na dieta de Sea bass
melhorou a taxa de eficiéncia protéica, reduziu os coeficientes de digestibilidade aparente da
matéria seca e energia quando superior a 20,0% e, para a proteina, quando superiores a
30,0%. Estes autores também testaram a suplementacdo de metionina na dieta com
substitui¢ao de 50,0% da proteina da farinha de peixe por levedura e ndo observaram melhora
no resultado.

Furuya et al. (2000) observaram que a inclusdo de levedura desidratada “spray-dried” na
dieta de alevinos de tildpia do Nilo em até¢ 31,2% ndo prejudicou a sobrevivéncia e a
conversao alimentar. Meurer et al. (2000) observaram melhora no desempenho produtivo de
alevinos da tilapia do Nilo ao empregarem niveis de até 6,0% de levedura na dieta.

Como relatado, deve-se observar os niveis de inclusdo de levedura nas dietas, devido a
sua composicdo em bases nitrogenadas ndo digestiveis (Runsey et al., 1992; Ponesi & Serra,
1996), que, em niveis elevados, reduzem o desempenho produtivo dos peixes e dificultam o
calculo do nivel protéico verdadeiro das dietas (Furuya et al., 2000; Baccarin & Pezzato,
2001; Hisano, 2005), podendo inibirem a ingestdo e, conseqiientemente, a absor¢do dos

nutrientes (Tacon & Cooke, 1980; Rumsey et al., 1991; Hisano, 2005; Barnes et al., 2006).
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A levedura apresenta excelente qualidade nutricional, podendo melhorar a digestibilidade
das dietas e a composic¢ao corporea dos peixes (Pezzato et al., 2004; 2006). Pereira da Silva &
Pezzato (1994) compararam a atratividade e palatabilidade da levedura em dieta para tilapia
do Nilo, classificando-a como de média atratividade quando comparada com o ovo integral e
a farinha de peixe; e de alta atratividade e palatabilidade quando comparada a dieta controle
(ausente de farinha de peixe e ovo) e concluiram os autores que a inclusdao de leveduras em
dietas para peixes pode apresentar tendéncia positiva no comportamento alimentar.

Gaiotto (2005) ndo observou diferencas no ganho de peso de juvenis de pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) alimentados com ragdes contendo niveis de 0,0, 2,5 ¢ 5,0% de
levedura integra, autolisada e parede celular. A taxa de crescimento especifico, nos diferentes
niveis de inclusdo, foi negativamente influenciada e a sobrevivéncia dos peixes melhorou com
inclusdo de 5,0% de levedura autolisada e parede celular.

Hisano (2005) observou melhora no desempenho produtivo e nos coeficientes de
digestibilidade aparente para matéria seca, proteina bruta, energia bruta e extrato etéreo das
dietas suplementadas com levedura integra, autolisada e parede celular para a tildpia do Nilo.
O autor determinou que a inclusdo de levedura autolisada nos niveis de 1,30 a 1,75%
proporcionou superior desempenho aos animais, ndo observou alteracdes no perfil
hematoldgico dos peixes com a suplementagdo da levedura integra e seus derivados, porém a
suplementagdo com parede celular na dieta aumentou o perimetro das vilosidades intestinais.
O autor ressaltou que, ndo se tem condi¢des de afirmar se esta alteracdo representa
conseqiiente aumento da absorcdo ou se reflete a necessidade do animal para manter a

absor¢ao normal dos nutrientes.

3.3. Absorc¢ao e metabolismo da levedura

Hisano et al. (2004) ao suplementarem levedura e zinco nas dietas, observaram que a
inclusdo de 1,0% de levedura e 300 mg de zinco/kg de dieta para tildpia do Nilo, apresentou
os melhores coeficientes de digestibilidade aparente para matéria seca, lipideo total e energia
bruta das dietas pelos peixes. Sousa & Mattos (1989) substituiram até 50,0% da proteina na
dieta de tambacu pela proteina de levedura e observaram efeito positivo no coeficiente de
digestibilidade aparente da proteina bruta.

A presenca de acidos nucléicos na levedura parece implicar em menor coeficiente de

digestibilidade da fracdo protéica (Baccarin & Pezzato, 2001). O nitrogenio ndo protéico



17

presente na parede celular da levedura pode diminuir a absor¢do da proteina e aumentar o
gasto de energia na excre¢do, diminuindo o desempenho, prejudicando o metabolismo e a
fisiologia dos peixes e, consequentemente, a qualidade de agua (Tacon & Cooke, 1980;
Rumsey et al., 1992; Furuya et al.,, 2000; Oliva-Teles & Gongalves, 2001; Baccarin &
Pezzato, 2001; Gaiotto, 2005; Hisano, 2005).

A forma com que o nitrogénio entra no figado ¢ dependente do estado nutricional e
hormonal do animal. Muitos dos aminoacidos que atingem o figado, exceto os aminoacidos
de cadeia ramificada, podem servir como precursores para a sintese de uréia (Campbell, 1991;
Lenhinger et al., 1995). Esta sintese, também tem contribui¢do da amonia livre, derivada do
metabolismo da glutamina na mucosa intestinal, hepatocitos e da urease bacteriana no
intestino (Meijer et al., 1990).

A maioria dos grupos amino ¢ derivada da proteina ingerida e metabolizada no figado
(Lenhinger et al., 1995). A absor¢do de proteinas envolve a quebra por digestao e absor¢ao de
aminoacidos pelos enterdcitos por meio de enzimas e sistemas de transporte. O transporte de
aminoacidos através da membrana plasmatica dos hepatdcitos ¢ mediado por diversos
mecanismos altamente especificos, alguns destes dependentes de sodio, contra o gradiente de
concentragdo e com alto consumo de energia (Meijer et al., 1990). A sintese e degradacao
protéica geram elevadas quantidades de ion amonio (NHy4) e, parte da amodnia gerada ¢
reciclada e empregada em varios processos biossintéticos (Meijer et al., 1990; Lenhinger et
al., 1995) e, dependendo do organismo, o excesso ¢ excretado diretamente ou transformado
em uréia ou acido urico para excre¢ao (Lenhinger et al., 1995).

A glutamina em mamiferos ¢ a principal forma de transporte de amodnia e se encontra em
elevada concentragdo no sangue (Meijer et al., 1990; Campbell, 1991; Lenhinger et al., 1995).
No caso de organismos aquaticos que excretam amonia, ao contrario dos mamiferos, a alanina
parece ser o principal substrato para a gliconeogénese (Campbell, 1991). Entretanto, ¢é
importante a ndo transformagao completa da amonia em uréia ou acido urico, devido ser um
metabolito essencial em inUimeros processos vitais, tais como a sintese de purinas e
pirimidinas (Meijer et al., 1990). Em peixes, a sintese de uréia ¢ essencial para o equilibrio
ionico ¢ homeostase do pH, mas ndo como metabolito de excre¢do, sendo a amonia produzida
no metabolismo protéico a principal forma de excrecao metabolica do nitrogénio (Meijer et
al., 1990; Campbell, 1991).

Os peixes sdo conhecidos por tolerar relativamente elevadas concentracdes de amonia,
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seja circulante ou nos tecidos. Saha et al. (2002) demonstraram em estudo realizado com
Walking catfish (Clarias batrachus) expostos a elevada concentragdo exogena de amodnia
(25mM NH4Cl na 4gua), aumento da atividade da glutamato sintetase, glutamato
dehidrogenase, aspartato e alanina aminotransferrase, enzimas que atuam na aminagdo
redutiva e deaminagao oxidativa principalmente no figado, rim e musculo, demonstrando que
os peixes tém capacidade ativa de converter a amodnia acumulada em aminoacidos nao
essenciais e uréia e, desta forma excreta-los, principalmente via uréia para evitar a toxidade
endogena da amonia.

A levedura desidratada hd muitos anos ¢ difundida como fonte alternativa de proteina e
vitaminas para alimentacdo animal, sendo promissora candidata a probidtico, por sua
habilidade na producdo de poliaminas e aumento do muco intestinal, melhorando a
capacidade de absor¢do de nutrientes pelo enterdcito (Tovar-Ramirez et al., 2004) quando
utilizada como alimento funcional. Poliaminas sdo moléculas que participam de inumeros
processos biologicos (Tabor & Tabor, 1984), tais como: replicacdo, diferenciagao e biosintese
de 4cidos nucléicos e proteinas (Barddcz et al., 1993).

Tacon & Cooke (1980) testaram diferentes niveis de acidos nucléicos na dieta de truta
arco-iris ¢ observaram que a inclusdo de 2,5 e 5,0% ndo foram prejudiciais prejudiciais a
ingestdo, crescimento e conversdao alimentar dos peixes. Entretanto, niveis elevados (10,0%)
afetaram negativamente estes parametros. Embora a digestibilidade aparente do fosforo e da
matéria seca tenha aumentado, a digestibilidade aparente do nitrogénio se manteve estavel e o
conteudo de cinzas, calcio, fosforo, potdssio, magnésio, zinco, cobre e ferro na carcaga,
concentracdo de uréia no soro e atividade de uricase no figado, aumentaram, atribuido ao
desbalan¢o de aminoacidos e minerais.

O uso da proteina da parede celular de origem bacteriana como fonte principal na
alimenta¢do de peixes tem sido questionada quanto ao seu valor nutricional devido ao elevado
nivel de acidos nucléicos (Runsey et al., 1991; Hisano, 2005). Baccarin & Pezzato (2001)
realizaram estudos com levedura desidratada para alevinos de tilapia do Nilo e concluiram
que a utilizagdo de 10,0% desta na dieta provocou alteracdes hepdticas e renais. Segundo os
autores essas alteragdes macro e microscopicas no figado e rins dos peixes ndo devem ser
consideradas sinais de toxidade, mas como aumento da atividade metabolica destes orgaos,
condicionada pelos nutrientes presentes nessa fonte alimentar ou pela auséncia das vitaminas

impostas pelos tratamentos.
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Watanabe (2006) ao empregar diferentes niveis de levedura integra, autolisada e parede
celular (0,0; 2,5; e 5,0%) em dietas para juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) nao
observou variacdes na deposi¢do de extrato etéreo, matéria mineral e proteina bruta na
carcaga dos peixes. Li et al. (2005) ndo observaram varia¢des na deposi¢ao de proteina bruta e
matéria mineral, mas aumento na deposi¢do de lipideos na carcaca de Red drum (Sciaenops
ocellatus) alimentados com levedura e nucleotideos isolados ou, em combinag¢do na dicta.
Hisano (2005) ndo determinou variagdes na deposi¢cdo de proteina bruta e extrato etéreo em
filés de tilapia do Nilo arragcoada com dietas suplementadas com levedura integra, autolisada e
parede celular. Entretanto, este autor demonstrou variagdes na deposi¢do de matéria mineral
no filé em fung¢ao dos niveis de inclusdo de levedura e seus derivados.

Muzinic et al. (2004) observaram oscilagdo nos niveis de lipideos na carcaca de Red claw
crayfish (Cherax quadricarinatus) com a inclusdo de levedura na dieta em substituicdo a
farinha de peixe. Li et al. (2005) demonstraram que os niveis de inclusdo de nucleotideos e de
levedura isolados ou em combinagdo na dieta de Red drum elevaram o contetido de lipideos
na carcaga dos peixes, e concluiram que a inclusdo de levedura e/ou 4cidos nucléicos na dieta
influenciou os niveis destes nos tecidos (figado, plasma, eritrécitos e cérebro), o que também
foi relatado por Carver & Walker (1995) e Sato et al. (1995).

A suplementago na dieta de 1,0; 2,0 e 4,0% de levedura (S. cerevisiae) para o hibrido
“Striped bass’ nao apresentou alteragdes de lipideos na composigao corporal (Li & Gatlin III,
2003). Igualmente, alevinos de tildpia do Nilo alimentados com dietas suplementadas com
levedura integra e autolisada (0,0; 1,0; 2,0 ¢ 3,0%) e parede celular (0,0; 0,1; 0,2 ¢ 0,3%) nao
apresentaram alteragdes nos valores de extrato etéreo (Hisano, 2005). Gaiotto (2005) forneceu
levedura integra, autolisada e parede celular em dietas para juvenis de pintado nos niveis de
0,0; 2,5 e 5,0% e observou variagdes significativas nas composi¢des corporais de extrato
etéreo nos peixes, com maior valor no nivel de inclusdo de 5,0% de levedura autolisada.
Tacon & Cooke (1980) demonstraram que a inclusdo de 2,5% de 4cidos nucléicos nas dietas
aumentou significativamente o conteido de lipideos na carcaga de truta arco-iris,
demonstrando a necessidade de avaliagdes da levedura como ingrediente a ser suplementado

em dietas para peixes.

3.4. Beneficios nutricionais da levedura

A utilizagdo de leveduras como fonte protéica em dietas para peixes ¢ limitada devido as
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restricdes nutricionais. Entretanto, por apresentar em sua composicao polissacarideos de
parede celular e nucleotideos, que a conferem grande potencial como pro-nutriente em dietas
para peixes (Hisano, 2005; Gaiotto, 2005; Watanabe, 2006; Pezzato et al., 2006), pela sua
bioseguranca, facil incorporagdo e disponibilidade, a levedura e seus derivados, tém merecido
destaque (Butolo, 1997; Hisano et al., 2004; Hisano, 2005; Pezzato et al., 2006).

Segundo Machado (1997), entre os grupos de nutrientes presentes na levedura existem
varias vitaminas do complexo B; enzimas que melhoram a eficiéncia alimentar, como fitase e
enzimas digestivas; acidos graxos volateis como acido latico e isoacidos; minerais quelados
como zinco e magnésio; fatores de crescimento como estimulantes bacterianos e antibioticos
naturais; aminoacidos como glutamatos, nucleotideos como isoniatos € guanilatos e peptideos
como hidrolisados de proteina, que proporcionam maior palatabilidade ao alimento, melhor
desempenho e maior resisténcia ao animal.

Nao ha informagdes precisas em relagdao ao nivel de inclusdo de levedura atuando como
pro-nutriente em dietas para peixes. Butolo (2001) enfatiza que a levedura utilizada como pro-
nutriente melhora o status nutricional dos animais, acreditando que os valores de inclusdao
estejam proximos de 3,0%, porém estudos mais conclusivos devem ser efetuados.

Meurer et al. (2000) avaliando a inclusdo de niveis crescentes de levedura spray-dried de
0,0; 1,5; 3,0; 4,5 ¢ 6,0% em dietas isoprotéicas (30,0% PB) e isoenergéticas (3.000 kcal
ED/kg) para alevinos de tildpia do Nilo, concluiram que o nivel de 6,0% de levedura na dieta
proporcionou o melhor desempenho produtivo e ndo afetou o consumo da dieta pelos peixes.
Baccarin & Pezzato (2001) utilizaram até 10,0% de levedura em ragdes para alevinos da
mesma espécie e concluiram que esta pode ser utilizada como fonte poupadora de vitaminas
hidrossoluveis.

Hisano et al. (2004) empregaram trés niveis de levedura (0,5; 1,0; e 2,0%) e trés niveis de
zinco (150; 300 e 600 mg/kg) em dietas para a tilapia do Nilo e concluiram que as melhores
respostas de desempenho produtivo foram proporcionados com nivel de suplementacdao de
1,0% de levedura e 300 mg Zn/kg de dieta. Li & Gatlin III (2003) também observaram
melhora no ganho de peso, eficiéncia alimentar, sobrevivéncia e resisténcia a doengas na
administragdo de 1,0 e 4,0% de levedura para o hibrido Striped bass.

Os acidos nucléicos, anteriormente citados como fatores deletérios ao uso da levedura,
estdo sendo atualmente avaliados em pequenas quantidades como nutrientes importantes ao

animal e como constituintes obrigatorios de todas as células (Berto, 1997). Os nucleotideos
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dietéticos podem agir no trato gastrintestinal aumentando o crescimento e a diferenciacao das
células, proporcionando respostas positivas na flora bacteriana de ratos, leitdes e humanos
(Burrels et al., 2001ab). Também foram encontrados efeitos positivos no figado melhorando
as fungdes hepaticas (Burrels et al.,, 2001b; Bagni et al., 2005). Burrels et al. (2001a)
avaliando a inclusdo de 0,03% de nucleotideo exdgeno em dietas para salmonideos
demonstraram que a adi¢do deste melhorou a resisténcia a doengas e infecgdes provocadas por
bactérias, virus e infestagdes por ectoparasitas.

Os teores de carboidratos de 20,0 a 35,0% apresentados pela célula de levedura, em sua
maior parte pertencente a parede celular, composta principalmente por glucanos e mananos,
parecem atuar sobre o sistema imunologico e na prevencao da colonizacdo de bactérias
patogénicas no trato gastrintestinal do animal (Spring, 2000). Estes polissacarideos utilizados
como microingredientes melhoradores da saude de peixes foram destacados por Anderson
(1992), Robertsen et al. (1994), Sakai (1999) e Bagni et al. (2005). Estes relataram que a
utilizacdo de glucanos melhorou a atividade do sistema imune nao especifico e aumentou a
resisténcia contra certos patogenos. Os efeitos imunomoduladores de glucanos ndo sao
evidentes, sendo ainda demonstradas diferencas nos efeitos em relagdo as diferentes espécies
de peixes pesquisadas, forma de administragdo, doses e associacdo com outros
imunoestimulantes e o tempo de aplicagdo ou dieta fornecida (Bagni et al., 2005).

Li & Gatlin III (2003) observaram melhores resultados nos valores hematolégicos com o
nivel de inclusdo de 1,0% de levedura para o Striped bass. Entretanto, Hisano (2005) relatou
ndo haverem alteracdes nos pardmetros hematoldgicos quando incluiu levedura integra,
autolisada e parede celular em dietas para tildpia do Nilo. Segundo Hisano, (2005) houve
maior niumero de eritrocitos € menor volume corpuscular médio para o nivel de inclusdo de
2,0% de levedura integra e maior taxa de hemoglobina para o nivel de 0,2% de parede celular
em comparagdo ao controle. As variaveis hematologicas estdo diretamente relacionadas as
condigdes experimentais, metodologia aplicada, tamanho dos peixes e tipo de alimentacao e,
as espécies respondem diferentemente a essas varidveis, podendo apresentar variagdes
distintas nestes parametros (Barros et al., 2004).

A literatura apresenta resultados restritos de pesquisas desenvolvidas com peixes
utilizando-se a levedura autolisada como alimento teste. Carvalho et al. (2002) avaliaram a
levedura desidratada integra, autolisada e parede celular em substitui¢do a 25,0% da proteina

bruta em dietas isoprotéicas (28,0% PB) e isocaloricas (2.900 kcal ED/kg de dieta) para
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juvenis de tildpia do Nilo. As melhores respostas de ganho de peso, consumo da dieta e taxa
de crescimento especifico foram obtidas com a utilizacdo de parede celular e as andlises de
composicdo corporal demonstraram aumento significativo nos teores de proteina bruta dos
peixes alimentados com a parede celular. Igualmente, Li & Gatlin III (2004) avaliaram a
suplementagdo de derivados da levedura integra no desempenho produtivo de hibridos de
Striped bass. Os autores observaram melhores resultados de desempenho produtivo quando
suplementou-se as dietas com prebidtico comercial Grobiotic'™ (levedura parcialmente
autolisada + produtos fermentados) e levedura autolisada (Brewtech™), sendo observado
maior sobrevivéncia dos animais quando comparado aos peixes arragoados com a dieta basal
ausente dos produtos.

Li et al. (2005) ndo observaram melhora no desempenho de Red drum alimentados com
dietas suplementadas com levedura ou nucleotideos, isolados ou em combinagdo. Watanabe
(2006) alimentando juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) com levedura integra,
autolisada e parede celular, como pré-nutrientes, observou melhora na conversdao alimentar,
na taxa de eficiéncia protéica, no crescimento especifico e reducdo no consumo de ragao.
Barnes et al. (2006) suplementaram dietas com levedura para larvas de truta arco-iris (0,0,
0,125 e 0,25 g/kg) observaram tendéncia de melhora no desempenho produtivo com o nivel
de inclusao de 0,25 g/kg de levedura na dieta.

A levedura autolisada pode proporcionar melhores resultados de desempenho, maior
absor¢cdo e melhor disponibilidade dos nutrientes, j& que o processo de autodlise quebra
parcialmente as células e expdem seus nutrientes (Gaiotto, 2005; Hisano, 2005). Os trabalhos
desenvolvidos por Gaiotto (2005) e Hisano (2005) utilizando as leveduras integra, autolisada
e parede celular mostraram melhora na disponibilidade dos nutrientes e absorc¢do destes pelos
peixes com a utilizagdo da levedura autolisada, embora novas pesquisas devam ser

conduzidas para melhor se utilizar as leveduras disponiveis no mercado.

4. MINERAL ZINCO: FUNCOES METABOLICAS E FISIOLOGICAS

4.1. O zinco na nutri¢do animal
Entre os minerais, o zinco se destaca por ter importancia estrutural e/ou funcional em
varias enzimas e proteinas no metabolismo animal. A baixa disponibilidade deste mineral na

agua e limitada absor¢do pelos peixes através das guelras (Lall & Bishop, 1977), torna
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necessaria sua suplementacao na dieta para atender as necessidades nutricionais (Sa et al.,
2005). Sa et al. (2005) determinaram a exigéncia nutricional de zinco para tilapia do Nilo em
79,5 mg de zinco/kg de racdo em dietas praticas utilizando o sulfato de zinco como fonte de
zinco, ¢ relataram que a exigéncia estd diretamente relacionada a sua biodisponibilidade e
relagdo com outros minerais na dieta. Sugere-se, portanto, que o zinco sofra competicdo nos
sitios de ligacdo das proteinas transportadoras com outros minerais que apresentam carater
quimico bivalente, tais como calcio, fosforo, ferro, manganés e cobre (Sandstrém, 2001).
Entretanto, estas interagdes serdo danosas ao organismo, quando um dos nutrientes estiver em
excesso ou falta (Sa et al., 2005).

A inclusdo de zinco em dietas tem apresentado melhora no aproveitamento protéico, no
status de zinco no organismo e no crescimento animal (Oberleas & Prasad, 1969; Lorentzen
& Maage, 1999; S4, 2003), além de melhora no status nutricional e aumento na produ¢ao de
células de defesa (Anderson et al. 1996; S4, 2003; Mocchegiane et al., 2004). Assim, dictas
que apresentem alta disponibilidade de zinco em propor¢ao adequada, promoverdo superior
desenvolvimento corporal (Sa et al., 2004). A suplementagdo de elevadas doses para leitdes,
principalmente para os desmamados precocemente, resultou em melhora significativa do
desempenho produtivo (Hahn & Baker, 1993; Hill et al., 2001). O efeito positivo do zinco
sobre o crescimento animal pode estar relacionado ao aproveitamento do zinco dietético pela
microflora bacteriana simbidtica intestinal (Southon et al., 1986; Hisano et al., 2004; Barros et
al., 2004).

Li et al. (2001) relataram que o aumento do zinco disponivel para microflora intestinal
proporcionaria a multiplicagcdo intensa desta, exercendo agdo positiva sobre a morfologia e
funcionamento epitelial absortivo do duodeno, aumentando a espessura da mucosa intestinal e
sua area absortiva. Sugere-se, com isso, aumento da absor¢do dos nutrientes da dieta,
favorecendo o status nutricional e a satide animal (Hisano et al., 2004; S4 et al., 2005; Liao et
al., 2000).

A incidéncia de cataratas em trutas arco-iris foi controlada pela inclusdo de zinco nas
dietas (Ketola, 1979; Breck et al., 2003). Ketola (1979) demonstrou o efeito antagénico de
outros minerais com o zinco na dieta de trutas arco-iris resultando em aumento da severidade
de cataratas e reducao do crescimento. A inclusdo de zinco melhorou o desempenho (Ketola,
1979; Wekell et al., 1983), status nutricional de zinco no organismo e aumentou os niveis de

zinco no sangue e nas guelras de trutas arco-iris (Wekell et al., 1983).
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Hé grande variagao da exigéncia dietética de zinco nos animais monogastricos, sendo
maior em dietas a base de ingredientes vegetais em relacdo aos ingredientes de origem animal,
devido a presenca de fitato nas dietas vegetais, que ao se complexar com o zinco no limen
digestivo, o indisponibiliza (Oberleas & Prasad, 1969; Sa et al., 2004). Assim, em dietas
praticas a exigéncia dietética de zinco ¢ maior que em dietas purificadas, por apresentarem
altos niveis de ligantes ao zinco (Satoh et al., 1987; Sa et al., 2005). Desta forma, o bagre do
canal (Ictalurus punctatus) que apresenta exigéncia de apenas 20,0 mg/kg em dietas
purificadas (Gatlin III & Wilson, 1983) necessita de 150,0 a 200,0 mg/kg em dieta pratica
(Gatlin IIT & Phillips, 1989). Maage & Julshamn (1993) encontraram no contetdo corporal do
salmdo do Atlantico niveis de 30,0 a 50,0 mg de zinco/kg de peso e determinaram que a
exigéncia de zinco para a espécie estd proximo ao seu conteudo corporal, variando de 37,0 a
67,0 mg de zinco/kg de dieta.

Existe correlagdo positiva entre a concentracdo de zinco e o crescimento animal
(Lorentzen & Maage, 1999), sendo maior a taxa de crescimento com o respectivo aumento
corporal de zinco, até certo limite (Sa et al., 2004). Entretanto, o fornecimento de doses
excessivas de zinco pode ocasionar interagdes antagonicas com outros nutrientes essenciais,
levando, por exemplo, a diminui¢do do Status de cobre no organismo, o qual ¢ essencial para
o transporte de ferro entre tecidos, podendo provocar quadro de anemia (Sandstrém, 2001;
Barros et al., 2002; Sa, 2003).

Deve-se portanto, para avaliagdo do zinco dietrio, considerar a biodisponibilidade da
fonte de zinco utilizada, do conteudo de fitato nas dietas, da disponibilidade nos ingredientes
e/ou a composicao das dietas (Sa et al., 2004). Isto demonstra a importancia da padronizagdo
na avaliacdo da biodisponibilidade dos minerais, sua inter-relacio com o ambiente, fatores
antinutricionais e interagdo com os minerais de iguais caracteristicas quimicas. Portanto,
pesquisas devem objetivar o estabelecimento de um padrdo de avaliagdo técnico-cientifica

especifica para a nutri¢ao animal.

4.2. Absorcao e metabolismo de zinco

O zinco além de ser nutriente fundamental para o crescimento somatico, participa do
metabolismo de mais de 300 enzimas conhecidas como metaloenzimas de zinco, sendo
elemento constituinte da estrutura molecular ou agindo como cofator imprescindivel a correta

funcdo enzimatica (Rossi et al., 2001) e controle homeostatico (Chowdhury et al., 2003).
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Algumas metaloenzimas de zinco sdo importantes ao metabolismo animal, tais como:
anidrase carbdnica, fosfatase alcalina, carboxipeptidase, alcool desidrogenase, superdxido
dismutase, colagenase e RNA-polimerase.

A fosfatase alcalina estd presente em muitos tecidos incluindo 0ssos, intestino, rim, figado
e leucocitos (Roth & Kirchgessner, 1980). Esta enzima ¢ sintetizada nos ossos, figado e
intestino e posteriormente transportada para o sangue (Roth & Kirchgessner, 1980) e tem
como elemento constituinte o zinco (Hambidge et al., 1986). Por agir como intermediéria em
uma série de reacdes na disponibilidade e/ou na retengdo deste mineral nos diferentes 6rgaos,
tém se tornado a enzima mais importante nas analises do status de zinco nos animais e
humanos (Roth & Kirchgessner, 1980).

A atividade cinética da fosfatase alcalina ¢ indicador sensivel do status de zinco em
animais (Roth & Kirchgessner, 1980; Swinkels et al., 1996) e também confirmado para peixes
(Apines et al., 2001; Sa, 2003). Dessa forma, a deficiéncia nutricional de zinco, que promova
inadequado balango organico para esse mineral, prejudicard o normal funcionamento de todo
esse conjunto de enzimas, afetando o equilibrio organico e a satide animal (Hambidge et al.,
1986; Apines-Amar et al., 2004; Wang et al., 2002; Liao et al., 2006), reduzindo os niveis de
IGF-I, horménio de crescimento e o hormonio de crescimento ligado a proteina no mRNA
(Oner et al., 1984; Clegg et al., 1995; McNall et al., 1995). Por outro lado, o incremento de
zinco pode aumentar a constituicdo protéica dssea e seu papel no crescimento dsseo ¢
auxiliado pelo IGF-I (Ma & Yamaguchi, 2001).

Embora a exigéncia dietética de zinco para a tilapia do Nilo seja pequena, 30,0 mg/kg,
ndo raro se observam moderada caréncia e status organico de zinco inadequado (Eid &
Ghonim, 1994; S4a et al., 2005). Os fatores relacionados a deficiéncia de zinco podem ser
drésticos ao organismo animal, ndo somente ao desenvolvimento intestinal, mas
principalmente aos processos fisioldgicos vitais a vida. A homeostase intracelular de zinco ¢
critica, principalmente pelo fato deste participar de inimeras e diferentes funcgdes biologicas,
onde as células ajustam rigorosamente a absor¢do e efluxo por meio de ligacdes deste ion a
proteinas intra e extracelulares (Liuzzi et al., 2000; Liao et al., 2006). Sua absor¢do pelos
capilares intestinais também pode ser inibida, dependendo da composicdo das dietas e da
reacdo enddgena que este mineral sofre no processo de digestao do bolo alimentar (Liuzzi et
al., 2000).

As principais causas sdo as agdes de inibidores da absor¢do intestinal de zinco e a
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ingestdo insuficiente do mineral (Lonnerdal, 2000; Sa et al., 2005). Se ocorrer ingestdo de
alimentos ricos em fitato, mesmo que o animal esteja ingerindo a quantidade recomendada de
zinco, este poderd apresentar defici€éncia nutricional, pois o fitato presente em ingredientes
vegetais pode indisponibilizar o zinco (Sa et al., 2004). Desta forma, o complexo formado
entre o fitato e o zinco nao ¢ aproveitado pelo animal, sendo eliminado do organismo com as
fezes, contaminando o meio ambiente (Sa et al., 2004; 2005; Gongalves et al., 2005).

Ajustes na absor¢do gastrintestinal e excrecdo de zinco ¢ a maneira primaria pelo qual o
organismo mantém as concentragdes teciduais, mesmo sob variacdes nos niveis de ingestao
(Sa et al., 2004). As caracteristicas estruturais ¢ funcionais do intestino associadas com a
auséncia de bactérias sdo, em muitos aspectos, similares aquelas observadas no intestino de
ratos deficientes em zinco (Southon et al., 1986). Estudos tém revelado que a privacdo de
zinco estd associada com variagdes morfologicas e funcionais no jejuno de animais
monogastricos, com reducdo na superficie absortiva e aumento no transporte de hexoses,
acompanhado por menor taxa de proliferagao celular e provavel redugdo de celulas ao longo
das vilosidades intestinais (Southon et al., 1986; Glover & Hogstrand, 2002a; Liao et al.,
2006). O intestino apresenta baixa afinidade ao zinco em comparagdo as guelras, entretanto,
sua capacidade de absor¢do ¢ muito superior (Glover & Hogstrand, 2002b; Glover et al.,
2003), principalmente como nutriente essencial aos processos vitais do organismo (Glover et
al., 2003; Liao et al., 20006).

Apesar da baixa capacidade de absor¢do de nutrientes no estdmago de animais
monogastricos, este 6rgao prepara o ion metalico para ser absorvido pelo intestino, sendo o
duodeno o principal sitio de absor¢do dos minerais. A acidez estomacal dissocia o ion
metalico de sua matriz alimentar, solubilizando-o e tornando-o potencialmente disponivel
para absor¢do (Whitehead et al., 1996). Ainda no estdmago, o ion metdlico se ligard a
transportadores enddgenos para que possa ser absorvido. Nao ocorrendo esta ligagdo, este
poderd formar hidréxidos insoluveis em ambiente basico, precipitando-se quando houver
aumento no pH, na passagem do estdmago para o intestino (Powell et al., 1999), tornando-se
indisponivel a absor¢do intestinal (Whitehead et al., 1996; Powell et al., 1999).

A mucina, glicoproteina de alto peso molecular, também denominada de proteina
transportadora de zinco (ZnT-I) ¢ secretada ao longo de todo o trato gastrintestinal e tem
como funcdo fisiologica ligar-se a ions metéalicos propiciando sua absor¢do. Esta se mantém

solivel tanto em meio acido (estdbmago) como basico (intestino), possibilitando que o ion
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metalico, ligado a ele, permanega soluvel independentemente do pH do meio (Conrad et al.,
1991; Glover & Hogstrand, 2002a; Wang et al., 2002; Liao et al., 2006). Os fluidos
gastrintestinais apresentam, além da mucina, outros ligantes de metais, tais como: lactato,
piruvato, histidina, cisteina e bicarbonato (Sandstron, 2001; Glover & Hogstrand, 2003).

Segundo Liao et al. (2006), o trato digestorio ¢ um dos 6rgaos que apresentam a maior
concentragdo de zinco, e as proteinas transportadoras de zinco tém sido associadas
principalmente com a membrana epitelial devido a sua maior fungdo digestiva e absortiva.
Entretanto, avaliagdes imunohistoquimicas e bioquimicas do epitélio intestinal em peixes
demonstraram que as proteinas transportadoras de zinco ndo estdo presentes na camada
epitelial, mas estdo localizadas principalmente no tecido conectivo, na lamina prépria e
camada submucosa, sendo os fibroblastos as principais células ao longo do feixe das fibras de
colageno, onde estdo localizadas as proteinas transportadoras de zinco (Wang et al., 2002;
Liao et al., 2006). Segundo estes autores a concentragdo de proteinas transportadoras de zinco
esta associada ao colageno e glicosaminoglicanos, os quais sdo regulados pelo tecido
conectivo para aumentar ou reduzir a absor¢do de zinco e, proteger as células epiteliais contra
possiveis toxidades.

O muco produzido pelo epitélio celular, induzido pela presenga de cations e anions, ¢
importante na protecdo da membrana epitelial (Bandyopadhyay & Bandyopadhyay, 1997) e
retengdo de minerais como o zinco, reduzindo o potencial téxico e facilitando,
consequentemente, sua absor¢do (Glover & Hogstrand, 2002b), agindo como doador efetivo
de zinco para a camada submucosa do epitélio (Glover et al.,, 2003). O incremento de
temperatura corporea parece aumentar a fluidez da membrana epitelial e, consequentemente,
elevar a absorcdo de zinco pelas proteinas transcelulares, localizadas na camada submucosa
do epitélio intestinal (Glover & Hogstrand, 2002a; Glover et al., 2003; Liao et al., 2006). Esta
acdo ¢ atribuida principalmente aos mamiferos, que ao alterarem sua temperatura corpérea
também alteram e/ou regulam a absor¢ao de alguns minerais (Liao et al., 2006).

Glover & Hogstrand (2003) observaram que a substituicdo de so6dio por potdssio
aumentou a concentracdo de zinco nos compartimentos epiteliais, o que demonstra que o
potassio pode estar relacionado ao aumento de absor¢do ou exercendo aumento da
disponibilidade de zinco nos compartimentos epiteliais, favorecendo as ligagdes do complexo
zinco-proteina e, consequentemente, sua absor¢ao ou excrecao.

Durante o processo absortivo, o transportador de cations divalentes (DMT-1) localizado
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na membrana apical do enterocito (Tandy et al., 2000), ¢ conhecido pelo transporte de zinco
(Gunshin et al. 1997), onde o transportador de zinco (ZnT-I) parece estar envolvido tanto no
influxo quanto no efluxo deste mineral através da superficie basolateral do epitélio intestinal
(Cousins & MacMahon, 2000; Liuzi et al., 2000), o qual foi denominado de DMT-1 por
Tandy et al. (2000). Os transportadores intra e extracelulares de zinco [ZnT-II, ZnT-III, ZnT-
IV, ZnT-V, ZnT-VI, ZnT-VII e ZnT-VIII] os quais se apresentam como diferentes passos no
processo de absor¢do e transporte de zinco (Palmiter et al., 1996b; Murgia et al., 1999;
Chimienti et al., 2004) apresentam fun¢des vitais no metabolismo e homeostase deste mineral
no organismo animal (Glover & Hogstrand, 2002a). Estes processos ainda pouco conhecidos
sao de fundamental importancia no metabolismo intra e extracelular (Glover & Hogstrand,
2002a; Wang et al., 2002; Liao et al., 2006).

Glover & Hogstrand (2002a) sugerem que a maioria do ZnT-II esteja ligado a fragdes do
epitélio para serem removidos extracelularmente através dos compartimentos intracelulares,
demonstrando que o tecido epitelial e subepitelial regulam constantemente a retencdo e
absor¢do de zinco. O tipo e a forma do colageno parecem interferir no processo de absor¢ao
do zinco pelas células no tecido conectivo (Wang et al., 2002). Liao et al. (2006) observaram
variagdes no conteudo de zinco circundando o epitélio intestinal de diferentes espécies de
peixes (Cyprinus carpio, Ctenopharyngodon idellus, Aristychtys nobilis e Oreochromis
aureus) alimentadas com as mesmas dietas. Os autores relataram que a quantidade e tipo de
colageno excretado pelo epitélio intestinal nas espécies de peixes variaram ao longo do
intestino, sendo que a carpa apresentou concentracdo de colageno cerca de 1,7 a 4,4 vezes
maior que as demais espécies.

O processo de absor¢do intestinal de céations parece apresentar a seguinte prioridade:
cations monovalentes > cations bivalentes > cations trivalentes (Powell et al., 1999; Sandston,
2001). Numa ingestao normal a absor¢do de metais faz-se por transporte ativo, enquanto que
em ingestdo excessiva por difusdo passiva (Sandstrom, 2001). A absor¢ao de ions pelo
epitélio intestinal parece ser rigorosamente regulada pelas proteinas intracelulares ligadas a
camada submucosa do tecido conectivo que, desta forma, regulam por meio de processos
metabolicos de proteinas transportadoras de zinco o influxo ou efluxo de zinco (Liao et al.,
2006). Entretanto, muito pouco se conhece sobre seu comportamento € processo absortivo no
epitélio intestinal, mas a presenca de mecanismos regulando e/ou excretando as diferentes

formas de zinco e/ou minerais absorvidos e/ou metabolizados parecem existir (Glover &
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Hogstrand, 2002a; 2003; Liao et al., 2006).

O zinco ¢ cofator para ampla variedade de enzimas, incluindo aquela associada com a
divisdo celular, sintese protéica e metabolismo de carboidratos em bactérias (Mocchegiani et
al., 2004). Sua deficiéncia pode resultar em baixo crescimento bacteriano nas bordas em
escova do epitélio intestinal e possivelmente variagdes na estrutura e funcdo da mucosa
intestinal devido a reducdo da concentragdo intraluminal de zinco (Glover & Hogstrand,
2002a; Glover & Hogstrand, 2003; Liao et al., 2006).

O metal transportado através da membrana apical (luminal) do enterdcito, pode ser
aproveitado no metabolismo da propria célula absortiva, ligando-se a metalotioneinas
presentes no citosol, ou seguir seu caminho em dire¢do ao capilar sangiiineo, quando
atravessara a membrana basolateral (antiluminal) do enterécito (Powell et al., 1994). A
medida que o complexo mucina-metal (ZnT-I) se aproxima da membrana apical do enterocito,
a mudanga de pH no interior do muco provoca o desacoplamento do metal a mucina e sua
apreensao pelo transportador de membrana (ZnT-II) (Powell et al., 1994). Segundo Umbreit
et al. (1998) para o zinco e outros metais como ferro, cobre e manganés, o complexo mucina-
metal ¢ chamado “transportador de cations divalentes” (TCD), ocorrendo em elevado niimero
nos enterocitos do duodeno proximal. Ligado ao metal, o TCD passa-o para proteinas
intracelulares ligantes de metais, principalmente proteinas ricas em cisteina e histidina, sendo
a primeira dessas moléculas a mobilferrina. Esta, além do ferro, também se liga com relativa
afinidade a outros ions metalicos, como calcio, cobre e zinco (Conrad et al., 1990).

Whitehead et al. (1996) ressaltaram que a presenca de calcio em niveis elevados no meio
intracelular pode desestabilizar o complexo mobilferrina-metal, prejudicando, com isso, a
absorcdo de outros metais. Da mesma forma que no muco, a variacdo no pH intracelular
provoca a separacgdo entre o metal e a mobilferrina e sua ligagdo ao segundo transportador
citosolico a transferrina, transferindo o ion para o transportador basolateral do enterdcito, que
levara o metal até a corrente sanguinea, no caso especifico do zinco, o0 mesmo se chama
“transportador de zinco” (McMahon & Cousins, 1998).

Na corrente sanguinea o zinco parece estar ligado com maior afinidade a histidina,
embora trocas freqiientes entre proteinas ocorram (Glover & Hogstrand, 2002a). Horn et al.
(1995) observaram que com o aumento de histidina na circulagdo ocorre redugdo i6nica de
zinco no sangue e, parece haver correlacdo entre a ingestdo de zinco e a concentragdo de

histidina na corrente sanguinea. Isto pode ser resultado da especificidade nos diferentes
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compartimentos durante o processo de absor¢cdo de zinco, ou condi¢ao especifica para o
transporte de zinco da corrente sanguinea aos tecidos (Glover & Hogstrand, 2002a; 2003).
Entretanto, o sistema metabdlico ndo permite que o ion zinco esteja na forma livre nos
diferentes compartimentos fisiolégicos, podendo causar sérios problemas as células e
conseqiiente disturbios fisioldgicos (Horn et al., 1995; Mocchegiani et al., 2004; Liao et al.,

2006).

4.3. Influéncia do zinco no desempenho e bem estar animal

Lorentezen & Maage (1999) observaram correlagdo positiva entre a concentragdo de
zinco corporea e o crescimento animal. O aumento da concentragdo de zinco corporal, até
certo limite, influenciara positivamente a taxa de crescimento, assim dietas que contenham
fontes de zinco de elevada biodisponibilidade em propor¢des adequadas, promoverdo superior
desenvolvimento (Sa et al., 2004). Embora o organismo tenha sistemas metabolicos que
controlam eficientemente a absorcao, distribuicdo e excrecao de zinco, evitando acumulos que
possam ser toxicos, niveis de zinco superiores ao exigido pelo animal implicam em gastos de
energia, consumo protéico e sintese de enzimas para sua excrec¢ao, que além de reduzirem seu
desempenho, provocarao distirbios metabdlicos e fisiologicos (Sa et al., 2005).

As enzimas, proteinas estruturais, citoplasmaticas e nucleoproteinas constituem a maior
porcdo de peso seco dos oOrgdos e adequada suplementacdo de zinco promoverd maior
absorcdo de nutrientes e consequentemente maior formagdo corpdrea (Sandstrom, 2001;
Hisano et al., 2004). A a¢ao positiva do zinco sobre o crescimento animal estd relacionada ao
aproveitamento do zinco dietético pela microflora bacteriana simbiotica intestinal (Southon et
al., 1986; Liuzzi et al., 2000; Liao et al., 2006), logo, com o aumento do zinco disponivel na
microflora intestinal, essa passa a se multiplicar intensamente, promovendo acdo positiva
sobre a morfologia ¢ o funcionamento do epitélio absortivo duodenal, aumentando a
espessura da mucosa intestinal, e conseqiientemente a area absortiva (Li et al., 2001)
incrementando, desta forma, a capacidade de absor¢do dos nutrientes da dieta e, portanto,
favorecendo a nutrigdo e satide animal (Sa et al., 2004).

No trato digestdrio de carpa comum Sun & Jeng (1998) demonstraram que a concentragao
de zinco esta distribuida na seguinte ordem: porcao anterior, média e posterior. Entretanto,
Liao et al. (2006) ndo observaram diferengas na distribuicdo de zinco nas porcdes intestinais

da mesma espécie. Isto pode estar relacionado ao tamanho dos animais utilizados nos
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experimentos, condigdes experimentais, fonte de zinco utilizada, biodisponibilidade desta e
composicao das dietas alimentares fornecidas. Uma caracteristica marcante nas espécies € a
flexibilidade metabolica controlando os movimentos transcelulares de zinco dentro dos
enterocitos, sua absorc¢do, reabsor¢do e excrecdo conforme suas necessidades (Liuzzi et al.,
2000).

A inclusdo de zinco nas dietas tem proporcionado melhora no aproveitamento dos
nutrientes (Sa et al., 2004; 2005; Perlas & Gibson, 2005). Entretanto, a deficiéncia de zinco na
dieta resulta na reducdo de sintese necessaria de RNA, proteina e DNA (Rossi et al., 2001),
devido a diminui¢do no anabolismo ou aumento do catabolismo, que ainda ndo é claramente
definido, e, concomitante reducao da atividade enzimatica e/ou aumento no turnover de zinco
corporal (Oberleas & Prasad, 1969; Liuzzi et al., 2000; Liao et al., 2006). Tal desequilibrio
metabodlico pode gerar ao organismo consumo dos nutrientes essenciais circulantes no sangue
e os depositados nos tecidos, musculos e dssos com conseqiiente redugdo das atividades
fisiologicas e metabolicas (Hidalgo et al., 2002; Sa et al., 2005).

A exigéncia nutricional de zinco pode ser estimada pela taxa de turnover do zinco
corporal ou pela quantidade excretada de zinco fecal enddégeno. No primeiro caso baseia-se no
aporte de zinco biodisponivel suprindo em propor¢do equivalente as suas necessidades
metabolicas. No segundo, a exigéncia fisiologica de zinco corresponde ao ponto de inflexdo
da curva formada pela relacdo entre a quantidade de zinco absorvido e a quantidade de zinco
fecal endogeno excretado. Atingida a exigéncia nutricional do organismo, qualquer
incremento superior provocard, na mesma propor¢do, aumento da excrecdo de zinco
enddgeno, mantendo com isso a homeostase (Hambidge & Krebs, 2001; S4, 2003).

Maage & Julshamn (1993) estimaram experimentalmente a exigéncia dietética de zinco
para o salmdo do Atlantico entre 37,0 e 67,0 mg de Zn/kg, faixa proxima a verificada no
corpo dos animais, a qual esta entre 30,0 a 50,0 mg de Zn/kg. O ponto de saturacdo dos 0ssos
do corpo ou do plasma sanguineo do animal com zinco pode fornecer a estimativa da
exigéncia dietética de zinco (EI-Mowafi et al., 1997; Sa et al., 2005). Em dietas a base de
ingredientes de origem vegetal, como farelo de soja, por exemplo, a exigéncia dietética de
zinco ¢ maior que em dietas a base de ingredientes de origem animal. Isto ¢ determinado pela
presenca de fitato em dietas vegetais, que complexando-se com o zinco no limen digestivo,
indisponibiliza-o a absorc¢do intestinal (Oberleas & Prasad, 1969; Bobilya et al., 1993;

Apines-Amar et al., 2004). Portanto, em dietas praticas a exigéncia dietética de zinco ¢ maior,
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pois sdo ricas em ligantes que indisponibilizam o zinco, comparado as dietas purificadas,
pobres em ligantes negativos de zinco (S4 et al., 2004).

E vital para o organismo a manutencio do nivel 6timo de zinco no figado e no sangue e,
portanto, nas condi¢des em que a quantidade de zinco for aquém da exigida pelo animal, este
pode recorrer a suas reservas 0sseas para suprir o zinco que lhe falta (Sa et al., 2005). Spinelli
et al. (1983) fornecendo dietas purificadas suplementadas com fitato para truta arco-iris nao
observaram alteracdes nas concentragdes de zinco no figado e plasma. A ampla via
metabolica governada pelo zinco ligado a proteinas e suas inter-relacdes regulam sua
distribuicdo ¢ homeostase. Os sistemas regulatérios sdo efetivos na sua absorcao, distribui¢ao
e excrecao protegendo o organismo contra deficiéncias e consequentemente excessos (Vallee
& Falchuk, 1993; Horn et al., 1995; Glover & Hogstrand, 2002a).

A absorc¢ao de aminoécidos nas bordas em escova do epitélio intestinal parece contribuir
com a absor¢do de minerais, que em propor¢des adequadas beneficiam o sistema metabolico.
A histidina parece ser o aminoacido de maior atividade na absor¢do de zinco (Glover &
Hogstrand, 2002; Glover et al., 2003).

Sa (2003) avaliou dietas praticas e purificadas suplementadas com 150 mg de Zn/kg, a
partir de diferentes fontes de zinco. O autor demonstrou que para dietas praticas o 6xido de
zinco apresentou o menor coeficiente de absorcdo aparente (41,28%) em comparacdo ao
sulfato de zinco (68,88%) e o complexo zinco-aminoacido (61,34%). O mesmo autor
avaliando fontes de zinco, sulfato de zinco, 6xido de zinco e o complexo zinco-aminodacido,
suplementados em 150 mg de Zn/kg em dietas purificadas e praticas para alevinos revertidos
de tilapia do Nilo, tendo como critério de resposta a concentragdo de zinco nos ossos dos
animais, concluiu que o sulfato de zinco apresenta a maior biodisponibilidade relativa de
zinco (104,71%).

A suplementacdo 6tima de sulfato de zinco monoidratado para tilapia do Nilo foi avaliado
por Sa et al. (2004). Esses autores testaram niveis de inclusdo de sulfato de zinco
monoidratado comercial na dieta de 25,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 300,0 e 400,0 mg de
Zn/kg e dieta basal ndo suplementada com fonte de zinco para a tildpia do Nilo na primeira
fase. Na segunda fase, os peixes que receberam as dietas suplementadas com 25,0; 50,0;
100,0; 150,0; 200,0 e 300,0 mg de Zn/kg e dieta basal ndo suplementada com zinco passaram
a receber 400,0 mg de Zn/kg na dieta, e os arragoados com a dieta suplementada com 400 mg

de Zn/kg passaram a receber a dieta basal ndo suplementada com zinco. Determinou-se que a
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suplementagdo Otima de zinco para a tilapia do Nilo ¢ de 79,51mg de zinco/kg de dieta. Os
resultados demonstraram que a suplementacio de fontes de zinco com excelente
biodisponibilidade em dietas para peixes, além de promover melhora na absor¢do de
nutrientes, e conseqiientemente na saide animal, aumentou o crescimento corporal e
produtivo do animal.

O zinco parece desempenhar papel chave no fator de transcri¢do e diferenciacdo celular
no desenvolvimento dos eritrocitos e na hematopoiese (Tsai et al., 1989; Blobel et al., 1995;
Kukita et al., 1999). Sa (2003) observou que o aumento de zinco nas dietas proporcionou
aumento linear significativo de eritrécitos. O nucleo celular apresenta em sua composi¢ao
zinco o qual se liga ao RNA (Wacker & Vallee, 1959) e ao DNA (Shin & Eichorn, 1968) e,
desta forma a deficiéncia fisiologica de zinco parece prejudicar a habilidade do hormoénio da
tiredide em se ligar ao DNA e consequentemente a sua replicagdo e transcricao (Freake et al.,
2001), que, além de retardo no crescimento dsseo, provoca reducdo na divisdo e replicacao
celular (Rossi et al., 2001).

O timo ¢ o 6rgdo linfoide central, responsavel pela producdo da enzima timulina pela
incorporacdao de metalotioneinas, proteinas carreadoras de zinco, que por meio de complexos
processos de maturacao e diferenciacdo de células T na medula dssea levam a migracao de
timocitos positivamente selecionados as areas periféricas (Anderson et al., 1996), atuando de
forma ainda ndo muito clara na producdo e diferenciagdo de leucocitos (Mocchegiane et al.,
2004).

Portanto, ¢ de fundamental importancia utilizar fontes que apresentem elevada
biodisponibilidade de zinco e alimentos enriquecidos com zinco, que possam melhorar o nivel
nutricional dos peixes cultivados. O monitoramento dos indicadores de status de outros
nutrientes que apresentem intera¢cdes com o zinco, como ferro, cobre, calcio e magnésio

também sdo importantes.

4.4. Inter-relacéo do zinco com outros nutrientes

Os minerais sdo exigidos para adequado crescimento, formacdo dssea e tecidual, bem
estar e saude animal. A maioria das espécies de peixes depende do suprimento destes na dieta,
das caracteristicas e disponibilidade no ambiente aquatico, formas de concentracdo e inter-
relacdo para adequada atividade metabolica nas células e tecidos (Watanabe et al., 1997).

Portanto, ¢ de fundamental importancia a consideracdo dos minerais no ambiente em estudo.
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A inter-relacdo entre os minerais pode afetar uma série de mecanismos na absorcao e
disponibilidade, principalmente nos minerais de similaridades quimicas. Em concentragdes
dietarias normais a absor¢do de muitos minerais ¢ ativa ou saturdvel, entretanto em elevada
ingestdo a difusdo passiva pode levar a interpretacdo errdnea (Sandstron, 2001). O status
nutricional pobre de vitaminas afeta a integridade da mucosa e pode, desse modo, afetar a
absorcdo de outros nutrientes, assim como a deficiéncia de elementos tracos pode afetar a
capacidade absortiva geral, mecanismos especificos necessarios para a ingestdo de outros
nutrientes (Sandstrom, 2001; Glover & Hogstrand, 2003; S4 et al., 2005).

Desta forma, ¢ de fundamental importancia a consideragdo dos minerais no ambiente em
estudo, dentre os quais, o calcio e o magnésio por serem altamente absorvidos pelas branquias
e apresentarem similaridade quimica com o zinco e, por conseqiiéncia concorrem pelos
mecanismos de absor¢cdo e transporte (Barron & Albeke, 2000). Embora outros minerais
tenham similaridades quimicas, sdo absorvidos pelas guelras e participam da competi¢ao
interespecifica. Nos mecanismos de absor¢do seu grau de importancia diminui pelo fato de
que estes, em ambientes controlados, ndo interferem diretamente, sendo sua absor¢do pelas
branquias praticamente nula (Glover & Hogstrand, 2002a; 2003). De acordo com os
resultados obtidos por Barron & Albeke (2000), os quais testaram a absor¢do de zinco pelas
guelras de truta arco-iris em quatro diferentes concentracoes e formas de aclimatagdo ao
calcio, a concentragdo deste mineral afeta diretamente a absor¢do do zinco pelas branquias,
sendo que a exposi¢cdo com baixa concentra¢cdo de calcio na dgua e curto periodo de exposi¢ao
apresentou a maior taxa de absor¢ao de zinco.

Pesquisas indicam que o zinco € o calcio inibem competitivamente a ingestdo um ao outro
nas guelras e competem pelo mesmo sitio de ingestao (Hogstrand et al., 1995; 1998; Barron &
Albeke, 2000). No ambiente em que o calcio ¢ altamente disponivel, a absor¢do intestinal de
zinco pode ser inibida ou influenciada pela alta absor¢ao branquial de calcio, ja que este ao
ser absorvido pelas branquias se encontra disponivel e circulante na corrente sanguinea
(Barron & Albeke, 2000). O sitio de entrada de célcio e zinco, parece ser a membrana apical
das células de cloreto localizada nas guelras dos peixes (Spry & Wood, 1988; Hogstrand et
al., 1995; Galvez et al., 1998).

Os ions, cobre, calcio e magnésio parecem agir de forma antagonica na absor¢cdo do
zinco, inibindo a excrecdo de muco intestinal e, consequentemente, reduzindo a absor¢do de

zinco (Glover & Hogstrand, 2003). O cadmio por ser toxico aumenta a excrecao de muco nos
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enterdcitos € também apresenta agdo antagénica na absorcdo do zinco, aumentando seu
carreamento e excre¢ao por meio da elevada produgdo de muco intestinal (Chowdhury et al.,
2003; Kaur et al., 20006).

O cobre parece competir com a absor¢do de zinco, inibindo as ligagdes zinco
metalotioneinas, que sdo muito pronunciadas nas proteinas citosolicas (Shears & Fletcher,
1983; Rutherford & Bird, 2004). As metalotioneinas sdo proteinas de baixo peso molecular
ricas em cisteinas ligadas ao metal que tém fungdes de desintoxicacdo e assimilagdo deste
(Hogstrand & Hood, 1996). O aumento de ligagdes cobre-metalotioneinas provoca um pool
de zinco epitelial intracelular, ¢ da mesma forma o cddmio que tem maior afinidade para a
metalotioneina que o zinco provoca acumulo de zinco extracelular, o que reduz a absorcao de
zinco e limita a disponibilidade e a passagem do zinco na circulacdo, aumentando
conseqiientemente sua excrecdo (Wicklund-Glynn & Olsson, 1991; Glover & Hogstrand,
2002b).

O célcio parece ter o mesmo sitio de absorcao pelas guelras que o zinco (Hogstrand et al.,
1998; Glover & Hogstrand, 2003) e, no epitélio intestinal sua absor¢do apresenta efeito
antagonista com o zinco (Bertolo et al., 2001) reduzindo a biodisponibilidade de zinco
(Richardson et al., 1985) e inibindo a absor¢do deste nos diferentes compartimentos
intestinais (Glover & Hogstrand, 2003). Embora, as concentragdes subepiteliais de zinco
paregam ndo variar, o calcio parece inibir a passagem do zinco dentro do sistema circulatorio
(Glover & Hogstrand, 2002b).

Para monogastricos varios estudos demonstraram o efeito do célcio na biodiponibilidade
do zinco em dietas contendo fitato (O’Dell et al., 1964; Oberleas et al., 1966; Davies & Olpin,
1979; Morris & Ellis, 1980; Forbes et al., 1984). O aumento de calcio, fitato ou ambos
influenciou negativamente a biodisponibilidade do zinco, embora, possa ocorrer interacdo do
calcio com o 4cido fitico da dieta (Lonnerdal et al., 1984; Spencer et al., 1984) podendo
promover efeito “poupador” do zinco, tornando-o mais disponivel para absor¢ao (Lonerdal et
al., 1984; Sandstroén, 2001).

Varios sdo os relatos na literatura do efeito negativo sobre a biodisponibilidade de célcio
e zinco quando estes sdo adicionados conjuntamente na dieta, o qual estd relacionado a
formacgdo de complexos ligantes insoltveis com o calcio e/ou zinco (Clydesdale, 1988; 1989).
Estes minerais para serem absorvidos precisam estar em contato com os diferentes sitios da

mucosa intestinal, as quais requerem que estes estejam na forma soluvel (Richardson et al.,
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1985; Glover & Hogstrand, 2002b; Liao et al., 2006).

As dietas que em sua composicdo apresentam alto contelido de nutrientes vegetais,
principalmente farelo de soja podem tornar o zinco indisponivel, devido ao farelo de soja
apresentar em sua composi¢ao alto contetido de 4cido fitico (Gongalves et al., 2004). O acido
fitico, forma complexos estaveis in Vitro com muitos minerais incluindo o zinco ¢ os
indisponibiliza (Gongalves et al., 2005). Desta forma, as dietas praticas a base de ingredientes
vegetais na nutri¢do de peixes tém a necessidade de inclusdo de niveis superiores de zinco
comparadas as dietas purificadas (Sa et al., 2004; 2005).

Satoh et al. (1987) avaliando diferentes niveis de inclusdo de fosfato tricalcico (FT) na
dieta de truta arco-iris na absor¢do e disponibilidade de zinco, observaram reducao do
crescimento e da eficiéncia alimentar com maior taxa de mortalidade nos peixes que
receberam dietas deficientes de zinco. As dietas em que os niveis de inclusdo de FT foram
igual ou superior a 4,0% determinaram o aparecimento de cataratas nos peixes. Estes autores
também observaram que para obter taxa de crescimento satisfatorio dos peixes os niveis de
zinco na dieta que continham 7,0% de FT deveriam ser o dobro da exigéncia da espécie em
dietas praticas (80,0 mg de zinco/kg de dieta). A inclusdo de FT na dieta resultou em menor
disponibilidade dos minerais, manganés, magnésio, fosforo e zinco. A composi¢do corpdrea
de célcio e fosforo nos peixes diminuiu com a suplementagdo de zinco nas dietas. Concluiu-
se, que o FT da dieta exerceu efeito direto na utilizagdo do zinco pela truta arco-iris,
prejudicando o crescimento, eficiéncia alimentar, taxa de sobrevivéncia, disponibilidade do
zinco ¢ reducdo nas concentragdes corporais dos minerais magnésio, zinco, manganés e
fosforo. Outro fator importante a ser considerado, ¢ que os minerais, calcio, sddio e magnésio
sdo absorvidos em toda a extensdo do trato digestério (do estdbmago até o intestino posterior),
enquanto que os minerais, chamados metais hidroliticos, zinco, ferro e cobre somente a partir
do intestino médio, em pH basico (Satoh et al., 1987).

Spinelli et al. (1983) observaram que a inclusdo de 5,0 g/kg de fitato ndo reduziu a
biodisponibilidade do zinco no sangue, figado e rim de truta arco-iris. Entretanto, em niveis
superiores (25,8 g/kg de acido fitico) Richardson et al. (1985), observaram que Chinook
salmon (Oncorhinchus tshawytscha) alimentados com dietas semipurificadas contendo niveis
de calcio, fosforo e fosfato de sodio nas dietas, ocorreu reducdo no crescimento, conversao
alimentar ruim, baixa taxa de eficiéncia protéica e aumento da taxa de mortalidade.

Minerais que apresentem as mesmas caracteristicas quimicas bivalentes do zinco, como,
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cobre, manganés, calcio, ferro, magnésio, etc., podem competir com o zinco por sitios de
ligagcdo de proteinas transportadoras (Sandstrom, 2001). As inter-relacdes destes nutrientes
podem ser danosas ao organismo, quando ocorrerem em situagdes em que um esteja em
excesso ou em falta, distanciando-se da homeostase necessaria para a manutencio da satde
(Glover & Hogstrand, 2002a; 2003; Sa& et al., 2004; 2005; Rutherford & Bird, 2006).
Recomenda-se, portanto, manter a suplementacdo dos minerais na dieta, no mesmo balanco
dos elementos no corpo do animal, evitando-se assim, a ocorréncia de interagdes antagonistas
entre os nutrientes (Maage & Julshamn, 1993; Shearer et al., 1994; S4 et al., 2004).

De acordo com o exposto observa-se que o sistema metabolico animal demanda de
inimeros processos fisioldgicos para manter a homeostase, € que a inclusao de minerais e
alimentos funcionais na dieta em proporg¢des exigidas pela espécie animal proporciona melhor
crescimento, bem estar e status nutricional. Entretanto, poucos sdo os relatos na literatura
sobre a influéncia da suplementacdo de diferentes nutrientes na dieta de peixes,
principalmente nas respostas fisiologicas € metabolicas de suas possiveis inter-relagdes, fato

este que suscitou a realiza¢do do presente estudo apresentados em dois capitulos:

Capitulo 2 — Desempenho produtivo e respostas metabolicas da tilapia do Nilo arragoada

com dietas suplementadas com levedura autolisada e zinco

Capitulo 3 — Parametros hematoldgicos da tilapia do Nilo alimentada com dietas

suplementadas com levedura autolisada e zinco e submetidas ao estresse pelo frio
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Desempenho produtivo e respostas metabdlicas da tilapia do Nilo arracoada com dietas

suplementadas com levedura autolisada e zinco

RESUMO: A levedura se destaca como alimento funcional de excelente qualidade e
disponibilidade que, juntamente com o zinco, em fung¢do de sua ampla participagdo
metabolica tém sido analisados em dietas para animais. Neste estudo, avaliou-se o
desempenho produtivo; porcentagem de proteina, extrato etéreo, peso seco e cinza nho
musculo; peso seco e cinza nos 0ssos; concentracdo de amoénia e atividade cinética da
fosfatase alcalina no figado; amonia, atividade da fosfatase alcalina, uréia e lipideos no
plasma e; minerais no plasma, no figado e nos ossos dos peixes. O delineamento experimental
foi composto por nove dietas praticas formuladas para conter 32,0% de proteina digestivel e
3240 kcal ED/kg de dieta com niveis de inclusdo de levedura autolisada (%) e zinco (mg/kg),
a saber: 0,0:0,0; 0,0:79,5; 2,0:0,0; 0,795:79,5; 2,0:200; 4,0:400; 6,0:600; 12,0:1200 e
14,0:1400, com trés repetigdes/tratamento. Foram distribuidos aleatoriamente 135 alevinos de
tilapia do Nilo com peso médio inicial de 7,27 + 0,19g em 27 aquérios de S0L e alimentados
ad libitum quatro vezes/dia por 128 dias. Concluiu-se que a suplementagdo de levedura
autolisada e zinco nas dietas, melhora o desempenho produtivo e o metabolismo dos peixes; a
suplementagdo de 2,0% de levedura autolisada determina melhor desempenho produtivo;
niveis superiores a 6,0% de levedura autolisada e 600 mg de zinco nas dietas prejudicam o
desempenho produtivo e o metabolismo de lipideos nos peixes; niveis superiores a 4,0% de

levedura autolisada e 400 mg de zinco/kg de dieta prejudicam o metabolismo de minerais.

Palavras chave: desempenho produtivo; levedura autolisada; metabdlitos; minerais.
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Growth performance and metabolic responses of Nile tilapia fed diets supplemented

with autolised yeast and zinc

ABSTRACT: Yeast is considered a functional feedstuff with high quality and availability,
and zinc because its wide metabolic participation, have been analyzed in fish diets. In this
research was evaluated the growth performance; protein, lipid, dry weight and ash content in
muscle; dry weight and ash in bones; ammonium concentration and alkaline phosphate
activity in liver; ammonium concentration, alkaline phosphate activity, urea and lipids in
plasma and; minerals in plasma, liver and bones of fish. A 128-days trial was evaluated in a
completely randomized design with nine practical diets formulated to contain 32.0% DP and
3,240 kcal DE/kg diet with the following autolised yeast (%) and zinc (mg/kg)
supplementation, respectivelly: 0.0:0.0; 0.0:79.5; 2.0:0.0; 0.795:79.5; 2.0:200; 4.0:400;
6.0:600; 12.0:1200 e 14.0:1400, and with three replicates/treatment. 135 Nile tilapia
fingerlings with 7.27 + 0.19g average weight were randomly assigned into 27 50l-aquaria and
fed ad libitum four times a day. Dietary autolised yeast and zinc supplementation improve
growth performance and metabolism of fish; the 2.0% of autolised yeast supplementation
determined better growth performance; levels higher than 6.0% of yeast and 600 mg of zinc in
diets impaired growth performance and lipid metabolism in fish; levels higher than 2.0% of

autolised yeast and 200 mg zinc/kg diet impaired the minerals metabolism.

Key words: productive performance; autolised yeast; metabolits; minerals.
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INTRODUCAO

A busca por dietas que atendam as exigéncias nutricionais e proporcionem melhor status
fisiolégico e saude aos animais tornou-se ferramenta importante para prevenir doengas e
melhorar a producao. Desta forma, ingredientes e nutrientes com potencial para melhorar o
desempenho e/ou apresentem funcdes especificas no metabolismo necessitam ser
investigados.

Com base neste conceito, a levedura tem sido avaliada. H4 algumas décadas a levedura
(Saccharomices cerevisiae) era utilizada como alimento protéico, porém seu elevado
conteudo de nitrogénio nao protéico (Butolo, 1997) e a deficiéncia de aminoacidos sulfurados
(Furuya et al., 2000) tornaram inviavel sua utilizacdo em niveis elevados na dieta. Entretanto,
resultados obtidos com sua utilizagdo como pro-nutriente demonstraram potencial na melhora
do desempenho (Li e Gatlin III, 2003; Hisano, 2005; Pezzato et al., 2006), saude (Hisano et
al., 2003; Watanabe, 2006) e resposta imunoldgica dos peixes (Li e Gatlin III, 2004). Isto a
destaca hoje como alimento funcional de excelente qualidade e disponibilidade a ser incluido
em dietas para animais.

Igualmente aos alimentos funcionais, alguns nutrientes tém sido estudados visando a
saude dos peixes. O zinco se destaca por participar como cofator de diversas enzimas (Glover
e Hogstrand, 2002), da estruturacdo Ossea (Sa et al., 2004), por proporcionar melhora no
desenvolvimento (S4 et al., 2005), na condi¢ao de saude (Henriques et al., 2003; Hisano et al.,
2003) e por ser necessario para o bom funcionamento metabolico dos animais.

Entretanto, o nivel de suplementacdo desses elementos deve ser atentamente avaliado,
pois a relagdo antagdnica existente entre os diferentes minerais de mesmo potencial idnico e a
presenca de fatores antinutricionais nos alimentos de origem vegetal pode determinar a
formag¢ao de complexos que os indisponibilizam, com respostas fisioldgicas indesejaveis
(Sandston, 2001; Sa et al., 2004). Estas poderao ser danosas ao organismo em funcdo do
excesso ou falta de minerais, afetando a homeostase necessaria para o crescimento e a
manuten¢do da saude (Sa et al., 2005). Entretanto, os minerais quando disponiveis em niveis
adequados nas dietas promovem agdo positiva, prevenindo a incidéncia de doencas e
melhorando o bem estar animal (Breck et al., 2003; Sa et al., 2005).

Desta forma, nesta pesquisa, avaliou-se a influéncia das dietas suplementadas com

levedura autolisada e zinco no desempenho produtivo; concentragdo de amonia e atividade
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cinética da fosfatase alcalina no figado; amonia, atividade cinética da fosfatase alcalina, uréia
e lipideos no plasma e; minerais no plasma, no figado e nos ossos de alevinos de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Estadual Paulista — Unesp — Campus de
Botucatu, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Departamento de Melhoramento e
Nutricdo Animal, Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos — AquaNutri, Unidade
integrada ao CAUNESP. Avaliou-se o desempenho produtivo, a concentracdo de amonia ¢ a
atividade cinética da fosfatase alcalina no plasma e no figado e a concentragdo de uréia e
minerais no plasma, no figado e nos ossos dos peixes. Estes foram alimentados por 128 dias
com dietas suplementadas com levedura autolisada e zinco.

As dietas foram formuladas segundo NRC (1993), Miranda et al. (2000 ab), Pezzato et
al. (2002), Gongalves et al. (2004, 2005), Furuya et al. (2001), Hisano (2005) e Guimaraes
(2006), de modo a apresentarem-se isoaminoacidicas, isoprotéicas (32% PD), isoenergéticas
(3200 kcal ED/kg de dieta), mesma relacdo calcio total/fosforo disponivel e isofibrosas
(Tabela 1). Para a confecg¢do das dietas, os ingredientes foram moidos em particulas de 0,5
mm, pesados e homogeneizados manualmente e a mistura foi submetida ao processo de
extrusdo em equipamento de rosca simples.

Foram utilizados 135 alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com peso
médio de 7,27 + 0,19g, distribuidos aleatoriamente em 27 aquarios retangulares com
capacidade de 50,0L, numa densidade de cinco peixes/aquario. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado com nove dietas contendo niveis de levedura
autolisada (0,0; 0,795; 2,0; 4,0; 6,0; 12,0 e 14,0%) e zinco (0,0; 79,5; 200; 400; 600; 1200 ¢
1400 mg/kg de dieta). Estes tratamentos foram confrontados com um tratamento
suplementado com 79,50 mg de zinco/kg sem suplementagdo de levedura autolisada, como
determinado por Sa et al. (2004) e, outro tratamento suplementado com 2,0% de levedura
autolisada ndo suplementado com zinco, fundamentado nos resultados obtidos por Hisano
(2005). Como fonte de zinco foi utilizado o sulfato de zinco heptaidratado qualidade

comercial 21,0%.
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Os peixes foram alimentados ad libitum, quatro vezes ao dia, 8h00, 11h00, 14h00 e
17h00, numa propor¢do que possibilitou maxima ingestdo. Quando necessario, realizou-se a
limpeza dos aquérios e do filtro-bioldgico, por sifonagem, para retirada do acumulo de
residuos das fezes. A temperatura da agua foi controlada por termostato sendo em média 26,5
+ 1,0°C e a aeragao foi mantida por soprador de ar.

Todos os peixes foram pesados no inicio e ao final do periodo experimental. Para tal
utilizou-se balanga de precisdo (0,01g), sendo as pesagens antecedidas por 12 horas de jejum.
Para a avaliagdo do desempenho produtivo foi determinado o ganho de peso, consumo
aparente da dieta, conversdao alimentar aparente, eficiéncia protéica e porcentagem de
sobrevivéncia. Os peixes antes de serem pesados para avaliagdo do desempenho produtivo
foram anestesiados com benzocaina (100 mg/L) [para coleta de sangue do vaso caudal com
auxilio de seringa de 1,0 mL visando a obtencdo do plasma]. Para determinagdo da
concentragdo plasmatica de amonia e minerais utilizou-se como anticoagulante o EDTA
(3,0%) e, para a determina¢do da concentragcdo plasmatica de uréia e de lipideos totais e a
atividade cinética da fosfatase alcalina, solu¢do de heparina (100 UI/mL de solugdo salina
0,7%).

A composi¢do quimico-bromatologica das dietas experimentais (Tabela 2) e filés dos
peixes foram determinadas segundo AOAC (2000) no Laboratério de Bromatologia da
FMVZ-Unesp/Botucatu, e a energia bruta das dietas em bomba calorimétrica (Parr
Instrument, Moline-IL) no Laboratorio de Quimica Analitica do Instituto de Biociéncias da
Unesp — Botucatu.

Para determinacao da concentragdo de amoénia ¢ da atividade cinética da fosfatase
alcalina o figado dos peixes foi extraido apds incisdo antero-posterior ventral e estocado em
nitrogénio liquido (-70,0°C) até realizacdo das andlises. Para as analises de minerais os 0ssos
dos peixes foram extraidos de acordo com a metodologia adaptada de Mustin e Lovell (1992).
Estas analises foram realizadas por espectrofotometria de chama (Freire et al., 2001), no
Laboratorio de Quimica Analitica do Instituto de Biociéncias da Unesp, Campus de Botucatu.

A anélise de amonia foi realizada segundo metodologia desenvolvida por Gentezkow e
Masen (1942), utilizando-se o reativo de Nessler. A analise de uréia foi realizada por
colorimetria de ponto final pelo método de quimica seca in Vvitro por espectrofotometro optico

(Sistema Vitros 950 da Jhonson & Jhonson) e a analise de lipideos totais segundo
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metodologia adaptada de Tonks (1970). Essas avaliagcdes foram efetuadas no Laboratdrio de
Andlises Clinicas da Faculdade de Medicina, Campus de Botucatu.

A atividade cinética da fosfatase alcalina foi mensurada no plasma e no figado
utilizando-se kit de determinagdo por método cinético de tempo fixo (Labtest®). Foram
utilizados extratos de figado obtidos pela homogeneizacdo de uma amostra de massa
conhecida (25 mg de massa natural) em solu¢do de acido tricloroacético seguida de
centrifugacdo em 5000 rpm/15 minutos.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia Anova e quando
observadas diferencas significativas entre tratamentos aplicou-se o teste de comparagdo de
médias de Tukey ao nivel de cinco porcento de significancia. Para as varidveis de metabdlitos
foi utilizada a técnica da analise de variacdo nao paramétrica complementado com o teste de
média de DUNN. Para a operacionalizag@o utilizou-se o programa computacional PERFIL

(Rosa, 1994).

RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos da agua como temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
amonia, nitrito e alcalinidade foram, respectivamente; 26,47 + 0,38 °C; 7,43 + 0,28; 5,13 +
0,39 mg/L; 0,03 £ 0,05 mg/L; 0,5 £ 0,27 ppm e 124,0 £ 2,68 mg/L. Estes resultados se
mantiveram dentro da faixa considerada 6tima para o desempenho da tildpia do Nilo (Boyd,
1990).

O desempenho produtivo dos peixes foi influenciado pela presenga de levedura
autolisada e zinco nas dietas (Tabela 3). Observou-se que a suplementacdo de levedura
autolisada e zinco, isolados ou em conjunto, influenciaram o crescimento dos peixes, com
melhores resultados (P<0,05), para o desempenho produtivo nos peixes alimentados com as
dietas suplementadas com até 6,0Lev:600Zn [Lev:Zn; levedura autolisada em porcentual e
zinco em mg/kg de dieta, respectivamente]. Entretanto, a suplementacdo de 2,0Lev:0,0Zn
determinou os melhores resultados de ganho de peso (GP), conversao alimentar aparente
(CAA) e taxa de eficiéncia protéica (EP) dos peixes, enquanto a dieta contendo
14,0Lev:1400Zn resultou nos piores resultados.

A acdo benéfica destes nutrientes no metabolismo dos peixes parece resultar no melhor

aproveitamento nutricional nos niveis de inclusdao de 2,0Lev:0,0Zn ou, suplementagdao de
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0,0Lev:79,5Zn e 2,0Lev:200Zn nas dietas. O consumo de racdo, proteina e porcentagem de
sobrevivéncia dos peixes ndo diferiram entre os tratamentos.

As analises quimico-bromatoldgicas do musculo dos peixes (Tabela 3) mostraram que
os percentuais de proteina e extrato etéreo ndo apresentaram variagdes significativas com a
suplementagdo de levedura autolisada e zinco nas dietas, sendo que os percentuais de peso
seco e cinza aumentaram. Para os 0ssos, os porcentuais de peso seco ndo apresentaram
variagOes significativas e os valores de cinza oscilaram com os niveis de suplementagdo de
levedura e zinco nas dietas. As analises de contrastes ortogonais realizadas para os niveis de
inclusao de levedura e de zinco ndo revelaram diferencas no desempenho produtivo e nos
percentuais de cinza no musculo e nos ossos dos peixes.

As analises dos resultados de concentragoes de amodnia e atividade cinética da enzima
fosfatase alcalina no figado e as concentragdes de amonia, uréia e lipideos e atividade cinética
da fosfatase alcalina no plasma (Tabela 4) demonstraram oscilagdes nos valores observados
entre os tratamentos sobre as concentracdes de amonia, lipideos totais e atividade cinética da
fosfatase alcalina.

Na Tabela 5 estdo apresentadas as concentracdes de zinco e ferro no plasma e zinco,
ferro, cobre, magnésio, célcio e foésforo no figado e na Tabela 6 as concentragdes de zinco,
ferro, cobre, magnésio, calcio e fosforo nos ossos peixes alimentados com dietas
suplementadas com levedura autolisada e zinco. Os resultados demonstraram que os niveis de
inclusdo de levedura autolisada e zinco influenciaram as concentra¢des destes minerais no
plasma (excecdo para o zinco), no figado e nos 0ssos (excegdo para o calcio) dos alevinos.

A maior concentracdo plasmatica de ferro foi obtida nos peixes que receberam a dieta
suplementada com 0,795Lev:79,5Zn e a menor concentragdo nos peixes alimentados com
12,0Lev:1200Zn na dieta, embora ndo tenham ocorrido diferencas entre alguns tratamentos
tanto para a maior quanto para a menor concentragdo deste mineral no plasma dos peixes. Para
a concentracdo de cobre no figado, as respostas foram semelhantes, sendo a maior
concentragdo encontrada nos peixes alimentados com a dieta suplementada com
0,795Lev:79,50Zn e a menor concentracdo deste mineral nos peixes alimentados com dietas
contendo 14,0Lev:1400Zn.

Para as concentragdes de magnésio e calcio no figado e nos ossos observou-se oscilagao
nos valores. Entretanto, os resultados nao mostraram inter-relagdo clara destes minerais com a

suplementagdo de levedura e zinco nas dietas. Em relacdo as concentragdes de fosforo no
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figado e nos 0ssos dos peixes, igualmente, ocorreram diferencas entre tratamentos com o
menor valor obtido nos peixes alimentados com a dieta ausente de suplementa¢do dos

ingredientes testes e o maior valor com a suplementacgdo de 0,795Lev:79,50Zn nas dietas.

DISCUSSAO

A agdo positiva da utilizagdo de levedura como pré-nutriente (Hisano et al., 2004;
Hisano, 2005; Pezzato et al., 2006) e do zinco em niveis proximos a exigéncia para
crescimento (Hidalgo et al., 2002; Breck et al., 2003; Barros et al., 2004; Sa et al., 2004;
Kindermann et al., 2005). Estes autores ressaltaram a agdo benéfica destes na absorcdo de
nutrientes das dietas e no metabolismo dos peixes. A influencia no desempenho produtivo e
nas concentragdes de metabolitos e minerais no plasma, no figado e de minerais nos ossos dos
peixes deste estudo, estdo em acordo com as afirmagdes apresentadas pelos autores citados,
com tendéncia de melhor desempenho produtivo e metabolismo dos peixes, quando
alimentados com dietas suplementadas em niveis de até 2,0% de levedura autolisada e 200mg
de zinco/kg de dieta. Para a suplementacdo em niveis superiores a 4,0% de levedura
autolisada e 400mg de zinco/kg de dieta houve tendéncia de piora destes parametros.

Os resultados positivos podem estar relacionados a melhora da fisiologia e metabolismo.
Os melhores resultados observados na EP, CAA e GP com a suplementacdo de levedura e
zinco em baixos niveis, mostraram possivel melhora na absor¢do e deposi¢do corporal do
nitrogénio. A suplementagdo de levedura e zinco nas dietas apresentou intera¢ao positiva para
tilapias do Nilo (Hisano et al., 2004). Entretanto, a utilizagdo de elevados niveis de levedura
nas dietas (como fonte protéica) apresentou reducdo no desempenho produtivo (Furuya et al.,
2000; Baccarin e Pezzato, 2001) e alteragdes fisioldgicas (Runsey et al., 1991; Li e Gatlin III,
2003), provavelmente em fungdo dos niveis de nitrogénio ndo protéico presentes na levedura
(L1 e Gatlin III, 2004; Li et al., 2005).

Os resultados observados neste estudo demonstraram que a inclusdo de 2,0% de
levedura autolisada na dieta aumentou a concentracdo de amonia no plasma dos peixes e, a
suplementagdo de zinco em conjunto com a levedura autolisada nas dietas parece ter inibido
ou moderado o aumento desta. O zinco por atuar como promotor de crescimento (Yamaguchi,
1998; Sa et al., 2004) pode ter agido beneficamente no metabolismo do nitrogénio (Sa et al.,

2005), proporcionando melhor deposicdo corporal deste e/ou auxiliando o metabolismo e
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excrecao da amonia. Embora sejam limitadas as informagdes sobre a participacdo do zinco no
metabolismo dos peixes e ainda, sua participagdo no metabolismo do nitrogénio, os resultados
permitem tal inferéncia.

A melhor taxa de eficiéncia protéica e desempenho produtivo resultaram na maior
concentragdo de amonia no plasma dos peixes alimentados com dietas contendo 2,0% de
levedura sem a inclusdo de zinco. Isto sugere possivel efeito deletério da levedura no
metabolismo dos peixes alimentados com dietas suplementadas com niveis elevados.
Entretanto, tal condi¢do ndo se refletiu com a suplementacdo de até 14,0% de levedura e
1400mg de zinco/kg de dieta, podendo, a inclusdo de zinco em conjunto com a levedura, ter
influenciado positivamente o metabolismo da amodnia pelos peixes. Tal resposta permite
inferir que os peixes parecem resistentes a elevadas concentragdes de amonia no plasma.

Os percentuais de extrato etéreo no musculo e as concentra¢des de lipideos no plasma
dos peixes demostraram tendéncia similar de queda com a suplementagdo de levedura e zinco
nas dietas. Tal evento pode estar relacionado a possivel agao do zinco no metabolismo dos
lipideos (Henriques et al., 2003; Mocchegiani et al., 2004), com menor deposi¢cdo de gordura.
Respostas semelhantes foram descritas por S& (2003) que ndo observou variagdo nos
percentuais de extrato etéreo no musculo dos peixes ao suplementar de 0,0 a 400,0 mg de
zinco/’kg de dieta, o mesmo demonstrado por Hisano (2005) ao suplementar até 3,0% de
levedura autolisada na dieta de tilapia do Nilo.

A avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina plasmatica fornece a atividade total desta
enzima no organismo, resultante do metabolismo mineral 6sseo, hepatico e intestinal (Vieira,
1999). A maior atividade cinética da fosfatase alcalina ¢ na fase de crescimento, devido a
producdo de colageno preceder a mineralizagdo dssea (Steln e Lian, 1993). A atividade da
fosfatase alcalina 6ssea e hepatica contribui com mais de 90,0% da atividade desta enzima e,
intestinal em torno de 5,0% os quais respondem por praticamente toda a atividade enzimatica
circulante (Vieira, 1999). O figado por participar ativamente do metabolismo dos minerais
(Seve et al.,, 2004; Zambuzzi et al., 2005), de proteinas carreadoras e sua distribui¢do
(Chimiente et al., 2004), do DNA e RNA polimerase o e a, respectivamente, dependentes de
zinco para a divisdo celular (Lehninger et al., 1995; Falchuk, 1998) tem fundamental
participagdo na sintese e atividade da enzima fosfatase alcalina (Zambuzzi et al., 2005). Esta
envolvido na estabilidade e expressdao génica por meio dos fatores de atividades de transcri¢ao

DNA e RNA polimerase no qual o zinco desempenha importante papel no reparo do DNA e
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apoptose celular (Falchuk, 1998; Dreosti, 2001), podendo aumentar a sintese protéica e
melhorar o crescimento (Apines-Amar et al., 2004) aumentando a sintese de IGF-I e proteina
Ossea (Ma e Yamaguchi, 2001 ab). A literatura apresenta ainda que a suplementacdo de
minerais nas dietas provoca aumento das atividades enzimaticas (Apines-Amar et al., 2004;
Liao et al., 2006; Cho et al., 2006).

Neste estudo, houve resposta similar, porém a atividade da fosfatase alcalina no plasma
dos peixes alimentados com as dietas ndo suplementadas com zinco foi semelhante a dos
peixes que receberam dieta suplementada com 12,0Lev:1200Zn. Portanto, o padrio de
resposta da atividade da fosfatase alcalina no plasma, por ndo ter tido relagdo direta com o
incremento no nivel dietario de zinco, conforme esperado, ndao pode ser explicado somente
pelo nivel de suplementacdo deste mineral na dieta, demonstrando que outros fatores possam
também ter influenciado tal resposta.

O aumento da concentrac¢do de zinco no figado ndo foi observado no plasma e nem nos
ossos dos peixes. Entretanto, segundo Sa et al. (2005), o figado, apresenta elevado turnover
de zinco, regulando a absor¢do e distribuicdo deste mineral no organismo, por meio de
enzimas e proteinas denominadas metaloenzimas e metalotioneinas de zinco (Henriques e
Cozzolino, 2001; Glover e Hogstrand, 2002).

Avaliando-se em conjunto as concentragdes de zinco e ferro no plasma, figado e 6ssos
dos peixes, pode-se inferir que houve, a¢do antagdnica do zinco absorvido no metabolismo do
ferro. Isto pode ser observado pela concentragdo desses minerais nos 6ssos, sendo que nos
maiores niveis de inclusdo de levedura autolisada e zinco (6,0Lev:600Zn; 12,0Lev:1200Zn e
14,0Lev:1400Zn) nas dietas, as concentracoes de ferro nos o6ssos reduziram
significativamente. Entretanto, esta relacdo ndo foi observada no plasma e no figado dos
peixes. A auséncia desta resposta, tanto no plasma quanto no figado, talvez possa ser
explicada pelo fato de que os compostos que circulam no plasma refletem o momento e,
portanto, dificultam o estabelecimento de um padrdao de resposta e que o figado, por seu
elevado metabolismo, também se comporte desta maneira principalmente com relacdo ao
ferro, mineral bastante exigido por ser o principal constituinte do grupo heme que formara a
hemoglobina (Feldman et al., 2000; Barros et al., 2002).

A concentragdo de cobre no figado e nos ossos dos peixes foi igualmente influenciada
pela suplementacdo de levedura e zinco nas dietas, ndo refletindo um padrdo linear de

resposta. Contudo, as menores concentragdes de cobre foram determinadas, tanto no figado
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quanto nos 6ssos, na maior concentracdo dos ingredientes testes (14Lev:1400Zn) na dieta.
Nos o0ssos, a maior concentracao de cobre foi determinada nos peixes alimentados com a dieta
suplementada com levedura autolisada ausente de zinco (2,0Lev:0,0Zn). A influéncia direta
do cobre (80,0mg/kg dieta) na concentracdo de zinco no figado foi reportada por Ferrari et al.
(2004) para a tilapia do Nilo.

A relacdo entre esses minerais pode ser explicada, uma vez que as vias de absorcao de
cations divalentes sdo similares (Rutherford e Bird, 2004), sendo que o zinco e o cobre se
ligam aos mesmos transportadores intracelulares (Glover e Hogstrand, 2003). Entretanto, os
processos metabolicos resultantes sdao diferentes, apresentando interagdes positivas ou
negativas, dependentes das concentragdes suplementadas as dietas (Sandstrén, 2001).

O cobre e o ferro s3o minerais com importante inter-relagdo por estarem envolvidos
principalmente na eritropoiese, sendo que a deficiéncia destes pode determinar prejuizo na
sintese de células vermelhas (Devlin, 1997). Embora ndo tenha sido determinada resposta
direta e inversa da suplementagdao de concentracdes elevadas de zinco na dieta para os niveis
de ferro e cobre nos tecidos avaliados, pode-se inferir que num periodo experimental mais
prolongado talvez houvesse prejuizo no metabolismo destes minerais com reflexo tanto no
desempenho produtivo, quanto na saide dos peixes.

Embora a literatura apresente possivel efeito antagonico principalmente entre minerais
bivalentes (Sandstron, 2001), o aumento das concentragdes de magnésio no figado e as
oscilacdes de respostas observadas nos 0ssos dos peixes de todos os tratamentos nao
caracterizam relagdo desfavoravel dos ingredientes testes, principalmente zinco, sobre o
metabolismo do magnésio. Contrario ao esperado, observou-se efeito favoravel ao serem
avaliadas as concentragdes deste mineral no figado dos peixes. Porém, esta acdo positiva nao
esta descrita na literatura.

Igualmente aos demais minerais avaliados, o célcio ndo apresentou relagdo direta com
os ingredientes testes suplementados as dietas, embora tenha apresentado tendéncia de
aumento da concentra¢do no figado dos peixes alimentados com as dietas suplementadas com
os ingredientes testes e menores valores na auséncia de suplementagdo de zinco e levedura
autolisada, 0,0Lev:79,5Zn ¢ 2,0Lev:0,0Zn nas dietas. A manutencdo de valores similares de
calcio no figado, independente da concentragdo de zinco suplementada também foi descrita,

para tilapia do Nilo por S& et al. (2004). Porém estes autores descreveram aumento da
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concentragdo no filé e 6ssos, 0 que nao ocorreu neste estudo, uma vez que a concentragao de
calcio nos 6ssos se manteve constante.

A literatura descreve a acdo negativa do zinco no metabolismo do célcio (Saris e Niva
1994; Sandstron, 2001). Entretanto, nesta pesquisa isso pode ndo ter ocorrido em fungdo da
presenca da levedura nas dietas, o que necessitaria ser melhor investigado. Contudo, pode-se
inferir que seja em fun¢do do aumento da disponibilidade dos minerais, uma vez que houve
reducdo da inclusdo de farelo de soja na dieta e, por conseguinte, do 4cido fitico, o qual age
indisponibilizando diversos minerais (Gongalves et al., 2005).

A concentragdo de fosforo no figado respondeu a suplementacdo dos ingredientes testes
na dieta (auséncia menor valor). Porém, também ndo mostrou padrao linear de resposta,
embora o maior valor tenha sido observado nos peixes alimentos com maiores niveis
suplementares de ingredientes testes (14Lev:1400Zn) na dieta. Resposta similar foi observada
nos ossos dos peixes dos diferentes tratamentos. Igualmente ao ocorrido com o calcio, a
presenca de levedura autolisada na dieta favoreceu possivelmente a absor¢cdo de fosforo e
determinou, portanto, maior concentracdo deste no figado. Analisando-se em conjunto o
metabolismo dos minerais mediante a avaliacdo do plasma, figado e ossos dos peixes, fica
evidente a dificuldade de se estabelecer a relagdo direta entre estes, embora seja possivel a

observacao da inter-relacao existente.
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CONCLUSOES

A suplementacdo de levedura autolisada e zinco nas dietas, melhora o desempenho
produtivo ¢ o metabolismo dos peixes; a suplementacdo de 2,0% de levedura autolisada
determina melhor desempenho produtivo; niveis superiores a 6,0% de levedura autolisada e
600mg de zinco/kg nas dietas prejudica o desempenho produtivo e o metabolismo de lipideos
nos peixes; niveis superiores a 2,0% de levedura autolisada e 200mg de zinco/kg de dieta

prejudicou o metabolismo de minerais.
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Tabela 1. Composicdo porcentual das dietas experimentais suplementadas com levedura
autolisada (Lev) e zinco (Zn)

Lev:Zn'
Ingredientes 0,0:0,0 0,0:79,5 2,0:0,0 0,795:79,5 2,0:200 4,0:400 6,0:600 12,0:1200 14:1400
Farelo de soja 58,50 58,50 58,00 58,00 57,00 56,00 54,50 48,00 45,00
Gluten de milho 5,78 5,78 5,60 5,88 6,15 6,37 6,72 9,32 10,80
Fuba de milho 7,00 7,00 6,60 7,00 7,00 6,56 6,13 6,30 6,30
Farelo de trigo 7,50 7,50 5,90 7,30 7,30 5,75 5,80 4,90 4,50
Quirera de arroz 13,33 13,29 13,75 13,06 12,46 12,91 12,21 10,00 9,59
Levedura autolisada 0,00 0,00 2,00 0,80 2,00 4,00 6,00 12,00 14,00
Cloreto de sodio 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicalcico 3,70 3,70 3,70 3,70 3,65 3,60 3,50 3,40 3,30
Sulfato de zinco® 0,00 0,04 0,00 0,04 0,10 0,19 0,29 0,57 0,67
Celulose 1,85 1,85 2,05 1,89 2,00 2,23 2,40 2,95 3,23
Oleo de soja 0,60 0,60 0,67 0,60 0,60 0,65 0,64 0,59 0,56
L-lisina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,37 0,42
DL-Metionina 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57 0,56 0,53 0,52
Triptofano 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,06
Treonina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Sup. (Min. + Vit.)? 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Ant. (BHT)* 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

"Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.

2 Fonte comercial de sulfato de zinco heptaidratado [ZnSO,(7H,0)] qualidade comercial 21,0% de zinco.

® Suplemento mineral e vitaminico ausente de zinco (SupreMais) (niveis de garantia por kg do produto): vit. A = 1.200.000 UIL; vit. D; =
200.000 UT; vit. E = 12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit. B; = 4.800 mg; vit. B, = 4.800 mg; vit. Bs = 4.000 mg; vit. B, = 4.800 mg; acido
folico = 1.200 mg; pantotenato de calcio = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg; niacina = 24.000 mg; ferro

=10.000 mg; cobre = 600 mg; manganés = 4.000 mg; iodo = 20,0 mg; cobalto = 2,0 mg e selénio = 20,0 mg.

* Antioxidante (BHT) = Butil hidréxi tolueno.
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Tabela 2: Andlise quimico-bromatologica e de minerais das dietas experimentais suplementadas com levedura autolisada (Lev) e zinco (Zn)

Lev:Zn'
Nutrientes 0,0:0,0 0,0:79,5 2,0:0,0 0,795:79,5 2,0:200 4,0:400 6,0:600 12,0:1200 14,0:1400
Energia bruta (kcal’kg) 4375 4378 4292 4307 4314 4397 4462 4341 4341
Proteina bruta (%) 39,37 37,47 36,64 37,49 37,46 36,53 37,62 39,26 37,98
Extrato etéreo (%) 1,08 1,03 1,05 1,21 1,06 1,13 1,07 1,05 1,00
Fibra bruta (%) 7,53 7,47 7,40 6,93 6,59 7,42 6,84 6,94 7,95
Matéria seca (%) 96,72 96,94 98,29 98,00 97,79 97,31 97,23 97,16 97,12
Matéria mineral (%) 7,98 8,04 7,81 7,85 7,83 7,80 8,18 8,13 7,68
Zinco (mg/kg) 203,58 258,59 222,41 261,31 328,85 823,70 988,14 1604,11 1821,17
Calcio (mg/kg) 8649 7701 7907 8394 9842 9693 10409 14451 18713
Foésforo (mg/kg) 15694 15097 14996 15276 14912 14570 14798 14214 13880
Magnésio (mg/kg) 8219 7870 7878 7633 7802 8197 8188 8896 16764
Ferro (mg/kg) 434,49 554,95 384,54 554,29 470,12 519,03 359,16 471,90 557,40

"'Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.



Tabela 3: Média e desvio padrdao do peso inicial, ganho de peso, consumo diario de ragdo, conversdo alimentar aparente, consumo didrio de
proteina, taxa de eficiéncia protéica, porcentagem de sobrevivéncia, proteina, extrato etéreo, peso seco e cinza no musculo, peso seco e
cinza nos 6ssos de alevinos de tilapia do Nilo alimentadas com dietas suplementadas com levedura autolisada (Lev) e zinco (Zn) durante
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128 dias
Lev:Zn' Contrastes
Parametros avaliados 0,0:0,0 0,0:79,5 2,0:0,0 0,795:79,5 2,0:200 4,0:400 6,0:600 12,0:1200 14,0:1400 Contraste’: Contraste™:
Zinc Lev

Peso médio inicial (g) 7,12+0,11 7,41+0,23 7,39+0,17 7,1340,11 7,23+0,14 7,27+0,30 7,21£0,27 7,24+0,18 7,21+0,02 - -
Ganho médio de peso (g/dia) 0,88+0,18ab 1,05+0,15b 1,12+0,06b 0,72+0,17ab 1,05+0,17b 0,97+0,15ab 0,95+0,10ab 0,74+0,21ab 0,59+0,17a P>0,05 P>0,05
Consumo didrio de ragéo (g/dia) 5,63+1,19 6,70+0,88 6,60+0,75 4,42+1,00 6,41+0,77 6,26+0,59 6,14+0,74 5,05+0,99 4,35+0,78 - -
Conversao alimentar aparente 1,25+0,06ab 1,21+0,05a 1,19+0,33a 1,19+0,07a 1,16+0,04a 1,224+0,08a 1,22+0,06a 1,28+0,08ab 1,39+0,11b P>0,05 P>0,05
Consumo didrio de proteina (g/dia) 2,03+0,43 2,29+0,30 2,20+0,25 1,51+0,34 2,17+0,26 2,07+0,20 2,08+0,25 1,78+0,35 1,46+0,26 - -
Eficiéncia protéica 2,224+0,12ab 2,43+0,10ab 2,52+0,07b 2,47+0,15ab 2,54+0,09b 2,48+0,16ab 2,43+0,12ab 2,224+0,15ab 2,15+0,18a P>0,05 P>0,05
Sobrevivéncia (%) 86,67+23,09 100,00£0,00 93,33£11,55 86,67+23,09 100,00£0,00 100,00£0,00 100,00£0,00 100,00£0,00 93,33£11,55 - -
Proteina musculo (%) 88,49+2,59 90,82+1,45 89,22+0,64 89,63+0,66 91,11+0,83 90,22+2,03 88,27+1,31 89,60+1,55 89,99+0,78 - -
Extrato etéreo musculo (%) 8,524+2,47 6,62+2,59 8,14+1,30 6,57+2,43 4,10+0,95 6,23+0,60 6,54+1,47 4,70£1,13 3,74+1,23 - -
Peso seco musculo (%) 94,08+0,04a 94,26+0,16a 93,33+0,05a 94,53+0,07ab 93,90+0,20a 94,59+1,46ab 95,95+0,37b 95,58+0,05b 95,80+0,37b - -
Cinza musculo (%) 4,63+0,30a 4,67+0,15a 4,64+0,02a 4,89+0,38ab 4,95+0,04ab 4,78+0,12ab 4,98+0,13ab 5,23+0,15b 5,1940,11b P>0,05 P>0,05
Peso seco o0ssos (%) 93,99+0,43 94,65+0,39 94,91+0,05 94,49+0,06 94,22+0,20 94,42+0,04 94,51+0,24 93,80+0,03 93,41+1,25 - -
Cinzas ossos (%) 70,92+0,50ab 69,38+0,60a  70,66+0,03ab 71,20+0,27b 70,90+0,43ab 69,89+0,03a 70,06+0,17a 70,21+0,02ab 70,60+0,70ab P>0,05 P>0,05

''Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.

2 Contrastes ortogonais entre os niveis (0,0:79,5X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementagio de zinco nas dietas.
3 Contrastes ortogonais entre os niveis (2,0:0,0X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementagdo de levedura autolisada nas dietas.
" Médias nas linhas seguidas por letras iguais nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 4: Média e desvio padrao da concentragdo de amonia e atividade da fosfatase alcalina no figado e
concentracdo de amonia, uréia e lipideos e atividade da fosfatase alcalina no plasma de
alevinos de tilapia do Nilo alimentadas com dietas suplementadas com levedura autolisada
(Lev) e zinco (Zn) durante 128 dias

Figado Plasma

Amonia Fosfatase alcalina Amoénia Fosfatase alcalina Uréia Lipideos
Lev:Zn' (nmols/mL) (mmols/mL) (nmols/mL) (mmols/mL) (mg/L) (mg/mL)
0,0:0,0 7,15+0,61 46,40+5,67 275,68+17,60a 8,51b+1,21ab 17,76+1,62 3,18+0,18ab
0,0:79,5 7,40+0,90 40,80+4,16 263,14+6,34a 6,90+1,52a 16,82+1,24 4,78+2,43b
2,0:0,0 6,88+0,39 34,54+1,87 339,31£20,32b 7,75+0,61ab 15,58+0,71 3,83+0,13ab
0,795:79,5 7,19+1,21 34,26+16,47 256,64+7,05a 8,51+2,24ab 19,78+4,86 2,50+0,70ab
2,0:200 6,84+0,68 42,46+4,81 252,15+0,93a 12,68+0,91bc 20,41+5,71 3,10+0,20ab
4,0:400 7,39+0,09 54,56+6,02 265,15+£10,92a 7,55+1,36a 16,20+2,35 4,13+0,08ab
6,0:600 6,95+0,49 38,92+1,80 272,27+40,89a 8,66+2,85ab 14,64+0,27 4,30+0,10ab
12,0:1200 6,97+0,88 42,28+3,27 280,94+25,81a  11,73+2,85abc 16,51+1,18 1,90+0,10a
14,0:1400 6,68+0,36 38,6449,40 258,19+0,80a 15,15+0,63¢ 17,76+2,14 2,05+0,05a
Cont® - - P>0,05 P>0,05 - P>0,05
Cont’ - - P<0,05 P>0,05 - P>0,05

"Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.
2 Contrastes ortogonais entre os niveis (0,0:79,5X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementagdo de zinco nas dietas.
* Contrastes ortogonais entre os niveis (2,0:0,0X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementagio de levedura

autolisada nas dietas.

" Médias nas colunas seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).



Tabela 5: Concentracdo de zinco e ferro no plasma e zinco, ferro, cobre, magnésio, calcio e fosforo no figado de
alimentadas com dietas suplementadas com levedura autolisada (Lev) e zinco (Zn) durante 128 dias
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alevinos de tilapia do Nilo

Plasma Figado
Zinco Ferro Zinco Ferro Cobre Magnésio Calcio Fosforo

Lev:Zn' (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) (mg/g) (mg/g) (ng/g)
0,0:0,0 849,41+4,14 335,85+42,08abc 145,32+1,33a 50,01+10,07a 111,80+20,88ab 2,71%0,69a 2,32+0,25a 111,82+5,60a
0,0:79,5 849,76+16,38 438,55+37,41bc 161,23+26,67a 72,02+14,03ab 94,80+7,57ab 3,07+0,56ab 3,44+0,70bc 151,38+0,83b
2,0:0,0 871,44+6,84 381,26+11,42abc  173,06+0,54ab 51,41+0,84a 106,10+5,80ab 3,29+0,66ab 3,09+0,13b 144,06+4,16b
0,795:79,5 818,92+0,11 521,87+200,18¢c 255,64+18,82d 83,30+12,17b 134,42430,13b 5,33+0,35d 4,98+0,28f 246,42+12,90e
2,0:200 814,28+16,94 280,99+£11,35ab  199,36+13,95bc 48,86+4,16a 119,10+3,15ab 4,12+0,29¢ 3,93+0,38cde 216,73+29,23d
4,0:400 827,96+10,67 246,83+3,48ab 210,02+4,68¢ 67,26+15,13ab 93,95+2,26ab 3,90+0,53bc 3,78+0,46cd 201,60+5,44cd
6,0:600 830,96+18,01 291,80+42,72ab 205,61£17,43c¢ 108,26+7,74c 117,284+20,71ab 3,66+0,41bc 4,35+0,11de 178,78+7,33¢
12,0:1200 814,30+6,53 233,77+0,90a 192,28+3,74bc 63,63+5,71ab 123,61+35,49b 3,80+0,78bc 3,94+0,23cde 151,27+0,79b
14,0:1400 811,94+7,92 389,59+132,12abc  207,12+1,83¢ 63,71+1,20ab 75,87+8,30a 421+0,41¢ 4,39+0,49¢f 187,04+11,91¢

"Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.
* Médias nas colunas seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 6: Concentragdo de zinco, ferro, cobre, magnésio, calcio e fosforo nos ossos de alevinos de tilapia
do Nilo alimentadas com dietas suplementadas com levedura autolisada (Lev) e zinco (Zn)
durante 128 dias

Zinco Ferro Cobre Magnésio Célcio fosforo
Lev:zn” (mg/g) (ng/g) (ne/e) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
0,0:0,0 1,20+0,37b 156,23+19,34bcd 248,84426,62b 31,58+0,90a 255,67+3,78 47,5449,22a
0,0:79,5 1,18+0,33b 145,02+5,15bc 137,01+13,74a 31,45+0,39a 252,34425,78 66,35+7,05abc
2,0:0,0 1,08+0,29a 152,00+19,42bc 421,11£29,86¢ 29,92+1,44ab 274,334+4,21 56,79+18,87ab
0,795:79,5 1,18+0,50b 157,917, 71bcd 208,67+1,13b 31,42+0,52a 255,07+15,46 89,28+7,81bc
2,0:200 1,13+0,16ab 159,03+11,22¢cd 254,07+56,67b 30,20+0,71ab 272,86+1,84 65,94+24,51abc
4,0:400 1,07+0,57a 182,19+4,98d 116,87+16,48a 31,34+0,81a 263,52+11,01 81,98+9,90bc
6,0:600 1,15+0,41b 118,23+12,54a 86,38+3,68a 29,43+0,54b 262,53+1,70 93,72+20,05¢
12,0:1200 1,17+0,13b 116,09+0,84a 205,4146,56b 30,55+0,36ab 255,224+4,12 60,46+6,88abc
14,0:1400 1,19+0,29b 132,09+0,23ab 124,51+3,58a 30,30+0,35ab 260,4149,63 163,61+13,87d

"Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.
* Médias nas colunas seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Parametros hematolégicos da tilapia do Nilo alimentada com dietas suplementadas com

levedura autolisada e zinco e submetidas ao estresse pelo frio

RESUMO: A levedura e o zinco por demonstrarem agao benéfica na manutengao da higidez
animal tornaram-se objetivo de estudos na area de nutricdo e salide animal. Nesta pesquisa
avaliou-se parametros hematologicos da tilapia do Nilo alimentada com dietas suplementadas
com levedura autolisada e zinco, antes (fase I) e apos (fase II) o estresse pelo frio. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituido de nove dietas formuladas
para conter 32,0% PD e 3240 kcal ED/kg com niveis crescentes de levedura autolisada (%) e
zinco (mg/kg), a saber: 0,0:0,0; 0,0:79,5; 2,0:0,0; 0,795:79,5; 2,0:200; 4,0:400; 6,0:600;
12,0:1200 e 14,0:1400 com trés repetigdes/tratamento. Na fase I, 135 alevinos com peso
médio de 7,27 + 0,19g foram distribuidos em 27 aquarios S0L e mantidos a 26,0 = 1,0°C
durante 128 dias. A alimentagdo foi ad libitum quatro vezes/dia. Apds esse periodo avaliou-
se: numero de eritrocitos, porcentagem de hematdcrito, taxa de hemoglobina, volume
corpuscular médio, concentragdo de hemoglobina corpuscular média, proteina plasmatica
total, leucocitos totais, porcentagem de linfocitos, neutrofilos e monocitos. Posteriormente,
iniciou-se a fase II, sendo que nove peixes/tratamento foram transferidos para 27 aquarios de
40L cada (trés/aquario) e submetidos & baixa temperatura (13,0°C) por sete dias. Apos, foram
avaliados os mesmos parametros hematoldgicos da fase I. O numero de eritrocitos foi
significativamente influenciado pelos niveis de inclusdo de levedura autolisada e zinco nas
dietas. Apos o estresse pelo frio os peixes que demonstraram maior prejuizo na eritropoiese
foram os que receberam dietas 0,795:79,50 (Lev:Zn) e 14:1400 (Lev:Zn). A auséncia dos
nutrientes testes determinou queda significativa no hematocrito, leucécitos totais e proteina
plasmatica total. A combinagdo de levedura autolisada e zinco na dieta, ndo refletiu num
padrao de melhora do perfil hematologico; niveis elevados de levedura autolisada e zinco
determinaram condicdes sub-Otimas de satde; o estresse pelo frio determina leucopenia,

linfopenia, neutrofilia e monopenia.

Palavras-chave: Hematologia; Oreochromis niloticus; desafio pelo frio; saude; pro-nutriente,

minerais.
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Hematologic parameters of Nile tilapia fed diets supplemented with autolised yeast and

zinc and submitted to cold stress

ABSTRACT: Due to the benefits of yeast and zinc on animal health maintenance, their study
have been considered in many researches in animal nutrition and heath area. In this research
was evaluated hematological parameters of Nile tilapia fed diets supplemented with autolised
yeast and zinc, before (phase I) and after (phase II) cold stress. The experimental design were
completely randomized with nine diets formulated to contain 32.0% DP and 3,240 kcal/kg DE
with increasing levels of autolised yeast and zinc (mg/kg), as: 0.0:0.0; 0.0:79.5; 2.0:0.0;
0.795:79.5; 2.0:200; 4.0:400; 6.0:600; 12.0:1200; 14.0:1400 and three replicates/treatment. In
phase I, 135 fingerlings with 7.21 + 0.19g average weight were distributed in 27 50l-aquaria
and kept to 26.0 £ 1.0°C during 128 days. Fish were fed ad libitum four times/day. After this
period evalueted: erythrocytes number, hematocrit, hemoglobin, corpuscular volume, mean
corpuscular volume, total plasmatic protein, total leucocytes, lymphocytes, neutrophils and
monocytes percentage. After these analyses phase Il began and nine fish from each treatment
were transferred into 27 40l-aquaria (three/aquarium) and submitted to cold temperature
(13.0°C) during seven days. After this period it were analyzed the same hematological
parameters of phase I. The number of erythrocytes was significantly influenced by autolised
yeast and zinc in diets. After cold stress fish fed diets supplemented with 0.795:79.50
(Lev:Zn) and 14:1400 (Lev:Zn) presented impaired erythrocyte synthesis. Absence of test
nutrients determines significant decrease in hematocrit, total leukocyte and total plasmatic
protein. The combination of autolised yeast and zinc in diet did not reflect in better
hematological parameters; high levels of dietary autolised yeast and zinc determined quite
good health conditions; cold stress determines leukopenia, lymphopenia, neutrophylia and

monopenia.

Key words: Hematology; Oreochromis niloticus; cold stress; healthy; pro-nutrient, minerals.
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INTRODUCAO

Os pro-nutrientes por melhorarem o desempenho produtivo e o sistema de defesa e os
minerais por participarem de diversas fun¢des enzimaticas tornaram-se objetivo de estudos na
area de nutrigdo e satde animal. Segundo Barros et al. (2006) o novo conceito de
balanceamento de racdes considera que, além de nutrir o animal visando o méximo
desempenho, ¢ necessario nutrir ainda, seu sistema de defesa. Tal pratica, além de possibilitar
as respostas zootécnicas almejadas e a satde dos peixes, permite que se obtenha maior
resisténcia organica para superar a acao de agentes estressores, componentes inevitaveis sob
condicdes intensivas de cultivo.

Por conseguinte, a levedura tem sido avaliada e tém demonstrado seu potencial na
melhora da satide, bem estar e crescimento dos peixes. Igualmente, o zinco tem demonstrado
ser essencial no metabolismo animal por ter fungdes especificas em ampla variedade de
enzimas, hormoénios de crescimento, estrutura dssea e sistema imunologico.

A levedura por apresentar estimulantes naturais em sua composicdo surge como fonte
alternativa de pro-nutrientes (Rodriguez et al., 2003; Li e Gatlin III, 2004; Pezzato et al.,
2006) proporcionando melhora no metabolismo (Tovar et al.,, 2002) e bem estar animal
(Butolo, 2001). A agdo benéfica de sua utilizagdo em dietas para a aqiiicultura tem sido
relatada por diversos autores, com melhora no desenvolvimento inicial, sobrevivéncia e
melhor status nutricional (Runsey et al., 1991; Rostad et al., 1993; Hisano et al., 2004; Barnes
et al., 2006; Watanabe, 2006; Pezzato et al., 2006), saude (Hisano, 2005) e resposta imune
(Rodriguez et al., 2003; Li e Gatlin III, 2003). Entretanto, quando utilizada como unica fonte
protéica em dietas para peixes tem resultado em prejuizo ao desenvolvimento e metabolismo e
ainda anemia microcitica hipocromica (Sdnchez-Muniz et al., 1982).

Pesquisas com zinco tém demonstrado melhora no desempenho produtivo (Watanabe et
al., 1997; Li e Gatlin III, 2003; 2004; Sa et al., 2004) e saude dos peixes (Henriques et al.,
2003; Hisano et al., 2003). Em condi¢des de deficiéncia deste mineral relatou-se baixos
indices de ganho de peso, piora na conversdo alimentar e menor ingestdo didria de alimento
(Hidalgo et al., 2002) podendo ainda, prejudicar as fun¢des dos hormoénios da tiredide (Freake
et al., 2001; Rossi et al., 2001) e a eritropoiese (Sa et al., 2004). Foi também relatada a
interagdo antagdnica entre o zinco e outros minerais de mesmo carater idnico bivalente

(Sandstron, 2001; Sa et al., 2005).
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Desta forma, o presente experimento objetivou avaliar a suplementagdao de levedura
autolisada e zinco em dietas para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) nos
parametros hematoldgicos e suas implicagdes metabolicas antes e ap6s o desafio pelo frio, por

meio do hemograma completo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Estadual Paulista — Unesp — Campus de
Botucatu, Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia, Departamento de Melhoramento e
Nutri¢do Animal, Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos — AquaNutri — Unidade
integrada ao CAUNESP. O experimento constou de duas fases, anterior e posterior ao estresse
pelo frio. Inicialmente os peixes foram arragoados com as dietas experimentais objetivando
estabelecer a condicdo nutricional em fungdo dos niveis de zinco e levedura presentes nas
dietas, fase I, anterior ao estresse. Posteriormente, foram submetidos ao estresse por baixa

temperatura, fase II, com a finalidade de se avaliar as diferentes condi¢des nutricionais.

Fase |

Na fase anterior ao estresse pelo frio, alevinos de tilapia do Nilo, obtidos da Piscicultura
Aracangud/SP foram alojados em caixas de 250L, num sistema de recirculacao de agua, pelo
periodo de 15 dias para adaptagdo ao sistema, onde foram alimentados ad libtum com a dieta
controle, utilizada no periodo experimental. Apos esse periodo, 135 alevinos com peso médio
de 7,27 £ 0,19g, foram distribuidos aleatoriamente em 27 aqudrios retangulares com
capacidade de 50L cada, numa densidade de cinco peixes/aquario. A estrutura experimental
foi, incluia filtro fisico-bioldgico, distribui¢ao de agua e ar de acordo com as necessidades
experimentais. A renovacdo média de agua foi de 13,19 mL/s ou renovagao completa em

63,20 minutos.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com nove dietas
contendo niveis de levedura autolisada (0,0; 0,795; 2,0; 4,0; 6,0; 12,0 ¢ 14,0%) e zinco (0,0;
79,5; 200; 400; 600; 1200 e 1400 mg de Zn/kg de dieta). Estes tratamentos foram

confrontados com dois tratamentos, um contendo 79,50 mg de zinco suplementar/kg e ausente
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da suplementacao de levedura autolisada, como determinado por Sa et al., (2004) e, outro
tratamento suplementado com 2,0% de levedura autolisada e ausente de zinco, fundamentado
nos resultados obtidos por Hisano (2005) (Tabela 1). Como fonte de zinco utilizou-se o
sulfato de zinco heptaidratado, qualidade comercial 21,0%.

Nesta fase inicial os peixes foram alimentados ad libitum, quatro vezes ao dia: 8h00;
11h00, 14h00 e 17h00, numa propor¢do para maxima ingestdo sem perdas, repetido o
processo alimentar duas vezes num periodo de 10 minutos de intervalo por horario de
alimenta¢do durante todo o periodo experimental inicial (Fase I), que foi de 128 dias. As
dietas foram armazenadas em freezer a — 4,0 °C ¢ semanalmente os potes foram abastecidos e
estocados no periodo noturno em geladeira a 12,0 °C, minimizando as perdas de nutrientes.
Quando necessario realizou-se a limpeza dos aquérios e demais estruturas, por sifonagem,
para retirada do acumulo de residuos das fezes. Procedimento este mantido em todos os
aquarios.

Para manutencao dos parametros de qualidade da agua, o sistema de abastecimento foi
dotado de filtro fisico-bioldgico, sistema de aquecimento controlado por termostato eletronico
e digital e aeracdo mantida por soprador de ar externo. Quando necessario foi realizada a
sifonagem do filtro fisico-bioldgico. A temperatura da agua dos aquarios foi mantida dentro
da faixa de conforto para a espécie, 26,0 £ 1,0°C, a qual foi aferida as 8h00 e 17h00. O
controle do pH e o teor de oxigénio dissolvido da agua foram efetuados semanalmente, por
meio de peagdmetro e oximetro digital e, quinzenalmente com kits comerciais para controle
de amdnia e nitrito e a alcalinidade por solug¢des padrio, respectivamente.

As avaliagdes hematoldgicas foram realizadas antes (128° dia) e ap6s o desafio pelo frio
(7° dia apos inicio da queda de temperatura). A coleta de sangue foi efetuada do vaso caudal
com seringa de 1mL banhada em anticoagulante EDTA (3,0%) com os peixes anestesiados
em benzocaina (100mg/L de agua).

A contagem do nuimero de eritrécitos e leucocitos totais foi realizada pelo método do
hemocitometro em camara de Neubauer, utilizando-se azul de toluidina a 0,01% em pipeta de
Thoma como solucdo diluente e corante. A diferenciagdo dos leucécitos foi realizada em
esfregaco sanguineo corado com May-Griinwald Giemsa.

A taxa de hemoglobina foi determinada pelo método da cianometahemoglobina,
utilizando-se kit de determinagdo fotocolorimétrica (Analisa Diagnostica®), segundo Collier

(1944). Para determinagcdo da porcentagem de hematocrito utilizou-se centrifuga para
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microhematocrito em 5000 rpm durante 5 minutos (Goldenfarb et al., 1971) e a proteina
plasmatica total foi mensurada utilizando-se refratdbmetro manual de Goldenberg. As varidveis
acima apresentadas foram avaliadas segundo as técnicas descritas por Jain (1986).
Posteriormente a essas analises foram calculados os indices hematimétricos volume
corpuscular médio [VCM = (Htc x 10)/eritrécitos] e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média [CHCM = (Hb/Htc) x 100], segundo Wintrobe (1934).

A contagem diferencial de leucocitos foi realizada nas extensdes em laminas. Estas
foram previamente limpas com detergente e agua e, desengordurada com éter etilico PA e
acetona PA e, secas com auxilio de gaze. Devidamente identificadas, foram confeccionadas
trés laminas por tratamento, acondicionados em caixas apropriadas e posteriormente coradas
com corantes hematologicos May-Griinwald Giemsa utilizando-se a técnica descrita por
Tavares-Dias e Moraes (2004). A contagem diferencial foi realizada em microscopio com
aumento de 100 vezes, contando-se 200 células e estabelecendo-se o percentual de cada

componente celular (linfocitos, neutrofilos € mondcitos).

Fase Il

Estresse pelo frio

Apos a avaliagdo hematoldgica inicial (128° dia) os peixes permaneceram na mesma
estrutura, com o sistema de aquecimento desligado, objetivando baixar gradativamente a
temperatura para posterior mudanca dos animais para a sala de desafio. A partir do momento
em que a temperatura da dgua dos aquarios de ambas as estruturas experimentais estavam
iguais, nove peixes de cada tratamento foram transferidos para sala experimental de desafio
pelo frio com 27 aquarios de 40L cada com filtros individualizados e aeragdo. Foram
distribuidos aleatoriamente 81 peixes, na densidade de trés/aquario, constituindo cada peixe
uma unidade experimental, sendo mantido o mesmo delineamento experimental utilizado
anteriormente, com nove repeti¢cdes por tratamento.

Apods a distribuicdo dos peixes, a temperatura da agua dos aquarios foi reduzida
gradativamente do conforto térmico para a espécie até 13,0°C durante sete dias. Os animais
foram alimentados ad libitum, porém ndo foi mensurado o alimento consumido. Ao final
deste periodo foram avaliados os mesmos pardmetros hematologicos iniciais: contagem do

numero de eritrocitos e leucdcitos totais, taxa de hemoglobina, porcentagem de hematocrito e
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proteina plasmatica total. Foram calculados os indices hematimétricos e determinada a

contagem diferencial dos leucocitos.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a técnica de analises multivariada pelo modelo de medidas
repetidas considerando nove grupos independentes, complementada com os intervalos de
confianca simultdneo de Hotelling. Para a operacionalizagdo utilizou-se o programa

computacional PERFIL (Rosa, 1994).

RESULTADOS

Os parametros de qualidade de agua, monitorados na fase I, estiveram dentro do
considerado adequado para manutencdo da condicdo de saude dos peixes segundo Boyd
(1990).

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores médios do nimero de eritrocitos,
porcentagem de hematocrito, taxa de hemoglobina, nimero de leucdcitos totais e proteina
plasmatica total, fases I e II, antes e apos o desafio pelo frio, respectivamente. O numero de
eritrocitos foi significativamente influenciado pelos niveis de suplementagdo de levedura e
zinco. Na fase I niveis elevados de zinco (1200 e 1400 mg/kg dieta) na dieta determinaram os
menores valores de eritrocitos nos peixes, independente do nivel de suplementagdo de
levedura autolisada, sendo o mesmo resultado observado nos peixes que receberam dieta
isenta de suplementacdo de zinco e que continha 2,0% de levedura autolisada na dieta. Apos o
estresse pelo frio os peixes que demonstraram maior prejuizo na eritropoiese foram os que
receberam dietas suplementadas com 0,795Lev:79,50Zn e 14,0Lev:1400Zn (Lev:Zn; levedura
autolisada em percentual e zinco em mg/kg de dieta, respectivamente), valores estes
condizentes com a condi¢do anterior ao estresse. A menor porcentagem de hematodcrito foi
igualmente determinada nos peixes destes mesmos tratamentos, o que também foi observado
para a taxa de hemoglobina. Ja, a menor concentragdo de proteina plasmatica total foi
observada nos peixes que receberam dieta suplementada com 14,0Lev:1400Zn de levedura

autolisada e zinco, respectivamente.
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Comparando-se a condi¢do anterior € posterior ao estresse observou-se que a auséncia
dos nutrientes testes determinou queda significativa na porcentagem de hematdcrito, nimero
de leucdcitos totais e proteina plasmatica total. A ndo suplementagdo de levedura autolisada
determinou queda na sintese de células vermelhas, numero de leucécitos totais e proteina
plasmatica total. Ja, a auséncia de suplementagdo de zinco determinou prejuizo significativo
na sintese de células brancas totais e proteina plasmatica total.

Alteragdo significativa no volume do eritrocito (VCM) (Tabela 3) foi observado
somente nos peixes alimentados com a dieta suplementada com 14,0Lev:1400Zn de levedura
autolisada e zinco, respectivamente. Este menor valor reflete a taxa de hemoglobina ¢ a
porcentagem de hematocrito também encontrados nestes animais.

Na fase anterior ao estresse pelo frio nao foi observada influéncia dos nutrientes testes
na sintese dos diferentes tipos de leucocitos: linfocito, neutréfilo e mondcito (Tabela 4).
Porém, apos o estresse todos os trés tipos avaliados foram significativamente alterados. A
menor porcentagem de linfocito foi observada nos peixes arragcoados com a dieta
suplementada com 6Lev:600Zn. Observou-se, no entanto, para esses animais, 0S maiores
valores de neutrofilo e mondcitos. A suplementagdo dietaria 4,0Lev:400Zn determinou a
maior porcentagem de linfocitos. J&, as menores porcentagens de neutréfilo e mondcito foram

observadas para 0,795Lev:79,50Zn e 12,0Lev:1200Zn, respectivamente.

DISCUSSAO

Os valores hematologicos determinados na fase I estdo dentro da faixa considerada para
peixes higidos corroborando com os resultados obtidos por Barros et al. (2002); Hisano et al.
(2003); Barros et al. (2004); Falcon (2004); Ferrari et al. (2004); Sa et al. (2004); Hisano
(2005) e Kleemann (2006), em condi¢des experimentais semelhantes e, ainda, por Feldman et
al. (2000).

A combinac¢do de levedura autolisada e zinco nas dietas nao determinou melhora no
perfil hematoldgico dos peixes. Resultados semelhantes foram anteriormente descritos por
Hisano (2005) ao suplementar até 3,0% de levedura autolisada na dieta para a tilapia do Nilo,
porém o autor ressaltou tendéncia de aumento nos valores de eritrocitos. Alteragdes positivas
no perfil hematoldgico de peixes foram anteriormente descritas por Li e Gatlin III (2003) para

o hibrido Striped bass com a inclusdo de levedura Saccharomyces cerevisiae na dieta (1,0; 2,0
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e 4,0%), com destaque para tendéncia de melhora na satde dos peixes com a suplementacdo
de 1,0%, observados por meio de parametros imunoldgicos. A acdo benéfica na satide dos
peixes com a suplementacao dietaria de levedura e zinco foi também descrita por Hisano et al.
(2003).

Os valores sanguineos deste estudo demonstraram que a dieta ausente de suplementagao
de levedura autolisada e zinco (Tabela 1) apresentou niveis nutricionais disponiveis para
suprir as exigéncias nutricionais da tildpia do Nilo, determinando Status nutricional adequado.
Isto pode explicar os valores proximos obtidos com a suplementagdo de levedura autolisada,
zinco e levedura autolisada e zinco.

Melhora significativa na eritropoiese foi observada por Sa et al. (2004) ao
suplementarem niveis de 0,0 a 400,0 mg de Zn/kg de dieta para tildpia do Nilo. Resultados
que ndo ficaram claramente evidenciados neste estudo. O zinco presente nas enzimas anidrase
carbonica e superoxido dismutase (Hambidge, 1986) tem fun¢do de protecdo e manutengdo da
integridade da membrana dos eritrocitos (O’Dell et al., 1987), sendo que a deficiéncia deste
resultou em baixa contagem de células (Kraus et al., 1997).

Os resultados demonstraram que as dietas fornecidas aos peixes ndo apresentaram
deficiéncia na disponibilidade de zinco. As informagdes escassas relacionadas a a¢ao do zinco
na eritropoiese limitam a discussdo dos resultados obtidos, embora se observe que o zinco,
mesmo em concentragdes elevadas, ndo parege ter influenciado de forma negativa os valores
de eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos e proteina plasmatica na fase anterior ao
desafio pelo frio. A suplementagdo dos niveis acima da exigéncia nutricional poderia ter
determinado inter-relagdo metabolica deste mineral com o ferro (Devlin, 1997; Sa et al.,
2005) e comprometido o metabolismo deste com prejuizo na sintese de hemoglobina pela
possivel inibi¢do da transferéncia do ferro da ferroquelatase a protoporfirina IX, com
conseqliente comprometimento da formagao do grupo heme (Devlin, 1997).

Considerando-se a agdo benéfica de oligossacarideos nao digestiveis no estimulo a
absor¢do de diversos minerais (Scholz-Ahrens et al., 2001) e na capacidade de melhora da
resposta inata (Ortufio et al., 2002; Li e Gatlin III, 2004; Selvaraj et al., 2005) exercida pelo
glucano que compde entorno de 7,7% da célula de levedura (Cabib et al., 1982 e Runsey et
al., 1992), seria esperado que em niveis baixos de inclusdo (pro-nutrientes) esta viesse a ter

efeito benéfico na satde dos peixes. Esta hipotese pode ser observada pela tendéncia de
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melhora nos parametros sanguineos com a inclusao de levedura autolisada, principalmente
quando os animais sofreram estresse pelo frio.

A avaliacdo do perfil hematoldgico é considerada ferramenta importante na andlise do
estado de saude dos peixes (Noga, 2000; Barros et al., 2006) que estimulado, seja pelo
estresse causado por infecgcdes e/ou variagcdes ambientais, podem responder positiva ou
negativamente 4s dietas fornecidas. Neste estudo observou-se que embora na fase I a auséncia
destes nutrientes (0,0Lev:0,0Zn) na dieta tenha mantido os pardmetros hematoldgicos dentro
do considerado normal em condi¢des adequadas de temperatura, abaixo do conforto térmico a
exigéncia de nutrientes pode ter sido maior, condi¢ao refletida na queda da porcentagem de
células vermelhas (P<0,05). Embora ndo de forma significativa observou-se reducao de
15,92% no ntimero de eritrdcitos; 24,57% na taxa de hemoglobina e 11,50% no VCM. A
avaliacdo do leucograma e da concentracdo de proteina plasmatica total corroborou com a
menor condicdo de satde dos peixes deste tratamento (0,0Lev:0,0Zn). O aumento da
porcentagem de neutrdfilos traduz o esfor¢o do organismo em vencer possiveis condigdes
patogénicas instaladas em funcdo da queda de resisténcia do organismo. No entanto, Vruwink
et al. (1993) descreveram que a deficiéncia de zinco prejudica a fun¢do fagocitica do
neutrofilo. Os resultados relatados apods o estresse pelo frio foram anteriormente descritos por
Falcon et al. (no prelo) e Barros et al. (no prelo).

Neste estudo, os peixes que receberam dieta ausente de suplementacdo de levedura
autolisada e zinco ndo desenvolveram anemia, embora a queda na taxa de hemoglobina e na
porcentagem de hematocrito indique tendéncia deste quadro hematoldgico. No entanto, os
peixes que receberam a dieta suplementada com 0,795Lev:79,50Zn a 14,0Lev:1400Zn,
respectivamente, desenvolveram quadro de anemia microcitica hipocromica, caracteristica da
deficiéncia de ferro. Observou-se niveis abaixo do normal para peixes higidos no niumero de
eritrocitos, porcentagem de hematdcrito e taxa de hemoglobina. Resultados semelhantes
foram observados por Sa et al. (2005) que ao fornecer dietas praticas e purificadas para
alevinos de tilapia do Nilo observaram influéncia do zinco no metabolismo do ferro. Esta a¢ao
pode demonstrar a possivel inter-relacdo dos minerais disponiveis principalmente zinco-ferro
ao nivel celular e dos niveis de nitrogénio ndo protéico advindos da suplementagdo de
levedura autolisada. Nos demais tratamentos os peixes podem ter sustentado o perfil
hematologico em funcdo da reserva corporea de ferro, indicando possivelmente que o nivel de

zinco suplementado ndo estaria, no tempo avaliado, influenciando significativamente o
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metabolismo do ferro. A possivel acdo da levedura na eritropoiese foi descrita por Sanchez-
Muniz et al. (1982) que ao substituirem a proteina da dieta para truta arco-iris pela levedura
Hansenula anomala observaram possivel acdo degenerativa dos eritrocitos.

O prejuizo na manuteng¢ao dos pardmetros hematoldgicos dos peixes sob condi¢des de
baixa temperatura (estresse cronico) foi anteriormente descrito por Falcon (2004) ao avaliar o
estado de higidez da tildpia do Nilo alimentada com dietas contendo suplementagcdo de
vitamina C e lipideos. Os valores determinados por este autor ndo atingiram niveis baixos
quanto os do presente experimento. Vale ressaltar que o estresse deste estudo foi agudo com
menor temperatura quando comparado ao estudo citado. Noga (2000) relatou que as respostas
hematoldgicas dos peixes, aclimatados e submetidos a condigdo cronica de reducdo da
temperatura sa0 menores.

Os peixes expostos 4 baixa temperatura apresentam reducdo do metabolismo, o que
pode afetar a condigdo fisioloégica e, pode determinar redugdo do perfil hematoldgico.
Observou-se alteracdes significativas principalmente nas células do sistema de defesa, com
leucopenia independente da suplementagcdo ou ndo de levedura autolisada e zinco e, ainda,
linfopenia, neutrofilia e monopenia. Quadro de leucopenia sob condi¢des de estresse por
temperatura foi anteriormente descrito por Dunn et al. (1989) para Carassius auratus e por
Falcon et al. (no prelo) para tilapia do Nilo, os quais observaram ainda, igualmente as
respostas deste estudo, aumento significativo do numero de neutréfilos. Desta forma, € certo o
prejuizo exercido pelo estresse pelo frio as condi¢cdes de higidez dos peixes, mesmo em

condi¢des nutricionais adequadas.
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CONCLUSOES

A combinag¢do de levedura autolisada e zinco nas dietas, ndo reflete num padrdo de
melhora do perfil hematolégico; niveis elevados de levedura autolisada e zinco na dieta
determinam condi¢des sub-Otimas de saude; o estresse pelo frio determina leucopenia,

linfopenia, neutrofilia € monopenia.
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Tabela 1. Composicdo percentual das dietas experimentais suplementadas com levedura autolisada
(Lev) e zinco (Zn) para a tilapia do Nilo'

Lev:Zn®

Ingredientes 0,0:0,0 0,0:79,5 2,0:0,0 0,795:79,5 2,0:200 4,0:400 6,0:600 12,0:1200 14,0:1400
Farelo de soja 58,50 58,50 58,00 58,00 57,00 56,00 54,50 48,00 45,00
Gluten de milho 5,78 5,78 5,60 5,88 6,15 6,37 6,72 9,32 10,80
Fuba de milho 7,00 7,00 6,60 7,00 7,00 6,56 6,13 6,30 6,30
Farelo de trigo 7,50 7,50 5,90 7,30 7,30 5,75 5,80 4,90 4,50
Quirera de arroz 13,33 13,29 13,75 13,06 12,46 12,91 12,21 10,00 9,59
Levedura autolisada 0,00 0,00 2,00 0,80 2,00 4,00 6,00 12,00 14,00
Cloreto de sodio 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicalcico 3,70 3,70 3,70 3,70 3,65 3,60 3,50 3,40 3,30
Calcareo calcitico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,15 0,18
Sulfato de zinco’ 0,00 0,04 0,00 0,04 0,10 0,19 0,29 0,57 0,67
Celulose 1,85 1,85 2,05 1,89 2,00 2,23 2,40 2,95 3,23
Oleo de soja 0,60 0,60 0,67 0,60 0,60 0,65 0,64 0,59 0,56
L-lisina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,37 0,42
DL-Metionina 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57 0,56 0,53 0,52
Triptofano 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,06
Treonina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Sup. (Min.+Vit.)* 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Ant. (BHT) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

" Formulagio das ragdes realizadas segundo: NRC (1993); Miranda et al. (2000ab); Pezzato et al. (2002); Gongalves et al. (2004; 2005); Furuya et al.

(2001); Hisano (2005); Guimaraes (2006).

Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.
*Fonte comercial de sulfato de zinco heptaidratado [ZnSO,(7H,0)] qualidade comercial 21,0% de zinco.
“Suplemento vitaminico e mineral ausente de zinco (SupreMais) (niveis de garantia por kg do produto): vit. A = 1.200.000 UI; vit. D; = 200.000 UI; vit. E
=12.000 mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit. B; = 4.800 mg; vit. B,=4.800 mg; vit. B¢ = 4.000 mg; vit. By, = 4.800 mg; acido folico = 1.200 mg; pantotenato de
céalcio = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina = 48 mg; colina = 65.000 mg; niacina = 24.000 mg; ferro = 10.000 mg; cobre = 600 mg; manganés =
4.000 mg; iodo =20 mg; cobalto = 2 mg e selénio = 20 mg.
S Antioxidante (BHT) = Butil hidréxi tolueno.
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Tabela 2: Média e desvio padrao do numero de eritrocitos (Erit), porcentagem de hematdcrito (Htc), taxa de hemoglobina (Hb), nimero de

leucdcitos totais (Leuc) e proteina plasmatica total (PPT) de alevinos de tildpia do Nilo alimentados com dietas suplementadas com
niveis de levedura autolisada (Lev) e zinco (Zn) e submetidos a estresse pelo frio

Erit Htc Hb Leuc PPT
(10°uL) (%) (%) (uL)) (mg/dL)
Lev:Zn' Fase I Fase II Fase I Fase II Fase I Fase 11 Fase | Fase I Fase I Fase I
0:0 2,26+0,22abA 1,90+0,19bA 29,00+4,00B  21,62+4,08bcA  7,00£1,04A  5,28+0,83bcA 91100+3150B 36600+18219A 3,98+1,28B 2,60+0,43bcA
0,0:79,5 2,36+0,21bB 1,70+0,16bA 28,30+3,19A 23,32+4,88cA 7,34+£0,92A  5,50+1,43bcA  76300+29186B  30100+10871A 4,02+0,66B 2,74+0,42cA
2,0:0,0 2,16+0,24abA 1,78+0,29bA 26,204+2,84A 23,3846,62cA 6,24+0,70A  5,76+1,09bcA  85400+16422B 29800+7719A 3,68+0,56B 2,50+0,31bcA
0,795:79,5 2,00+0,26aB 1,40+0,19aA 24,60+£2,22B  17,52+1,74abA  6,56£1,06A  4,38+0,59abA  76300+17109B 30100+5952A 3,06+0,30A 2,36+0,29bA
2,0:200 2,36+0,26bB 1,68+0,34abA  28,30+2,05B  20,06+3,50bcA  7,02+0,67A  5,44+0,86bcA  83300+19276B 31400+8181A 3,22+0,30A 2,3240,24bA
4,0:400 2,2240,22abA 1,84+0,38bA 25,5043,48A  22,3242,12bcA  6,68+1,03A  5,88+0,96bcA  77800+£31473B  35500+10416A 3,96+0,80B 2,38+0,19cA
6,0:600 2,36+0,23bA 1,96+0,42bA 29,20+3,05A 25,1244,79cA 6,98+0,88A 6,14+1,24cA 72400+12959B 26800+8592A 4,08+0,95B 2,44+0,34bA
12,0:1200 2,00+0,27aA 1,80+0,26bA 25,40+3,70A 24,3244,61cA 6,06+0,98A  5,86+1,42bcA  82200+21647B 22800+4685A 2,88+0,67A 2,54+0,85bA
14,0:1400 1,94+0,23aB 1,36+0,18aA 28,00+1,77B 14,48+1,87aA 7,76+0,80B 3,22+1,27aA 91200+18546B 21900+2903A 2,96+0,50B 1,92+0,31aA
Cont: Zn? P>0,05 - - P>0,05 - P>0,05 - - - P<0,05
Cont: Lev’ P>0,05 - - P>0,05 - P>0,5 - - - P>0,05

"Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.
% Contrastes ortogonais entre os niveis (0,0:79,5X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementagdo de zinco nas dietas.
* Contrastes ortogonais entre os niveis (2,0:0,0X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementagio de levedura autolisada nas dietas.
" Médias nas colunas seguidas por letras mintsculas iguais ndo representam diferengas entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05) no mesmo momento e maitisculas ndo representam diferengas estatisticas (P<0,05) pela
técnica de analises multivariada entre fases.
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Tabela 3: Média e desvio padrao do volume corpuscular médio (VCM) e concentragao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de alevinos de tilapia do Nilo
alimentados com dietas suplementadas com niveis de levedura autolisada
(Lev) e zinco (Zn) e submetidos a estresse pelo frio

VCM (fL) CHCM (%)

Lev:zn' Fase I Fase I1 Fase | Fase 11

0:0 128,44+8,48A 113,62+17,67A 24,10+1,07 24,58+2,99
0,0:79,5 121,08+16,25A 137,00+24,82A 26,00+2,39 23,48+4,34
2,0:0,0 123,54+16,07A 132,10+£27,04A 24,02+3,60 25,30+3,93
0,795:79,5 124,54+12,29A 124,78+10,83A 26,72+4,38 25,08+2,04
2,0:200 120,28+7,08A 122,08+22,57A 24,76+1,66 27,14+0,68
4,0:400 115,66+9,82A 124,98+23,46A 26,32+1,55 26,34+3,25
6,0:600 124,80+19,83A 128,98+19,93A 23,8642,15 24.,62+3,00
12,0:1200 127,26+11,13A 135,14+14,44A 23,94+2,13 24,08+3,96
14,0:1400 144,3249,92B 108,04+3,56A 27,66+1,63 22,18+7,49

"Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.
“Médias nas linhas seguidas por letras maitisculas iguais ndo representam diferencas estatisticas (P<0,05) entre fases pela técnica de

analises multivariada.
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Tabela 4: Média e desvio padrao do nimero de linfécitos (Linf), neutréfilos (Neut) e mondcitos (Mon)

de alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas suplementadas com niveis de levedura
autolisada (Lev) e zinco (Zn) e submetidas a estresse pelo frio

Linf Neut Mon

Lev:zn' Antes Depois Antes Depois Antes Depois

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,0:0,0 77.60£1536A  62,75+8,02ceA  15,00+1234A  3338+9,59abcB  7,4044,74A  3,88+1,78abcA
0,0:79,5 89,00£7,20A  71,00+4,78defA 6,50+4,43A 26,00+6,09abB  4,50+3,10A  2,63+2.53abA
2,0:0,0 94,30£7,40B  49,30+14,92abA  10,00£6,04A  44,90+14,39cdB  540+2,16A  520+1,99bcdA
0,795:79,5  83,60+11,48A 77,40+8 47fA 10,809,54A 19,60+8,97aA  540+2,30A  3,00+1,87abA
2,0:200 82,008,498 55,13+7,21bcA 12,20+6,18A 40,25+549cB  5.80+3,05A  4,63+1,98bcdA
4,0:400 76,80+12,42A  76,10£12,97fA 16,20£9,14A  2520+13,17abA  6,90+4,02A  2,70+1,79abA
6,0:600 84,70+9,87B 36,70+23,06aA 10,90+7,70A  55,20+20,32dB  4,40+4,11A  7,80+5,77dA
12,0:1200  79,10+11,33A  69,63+10,17defA  14,90+8,13A  29,13+9,99abA  6,00+3,76B  1,13+0,41aA
14,0:1400 78,80£9,35B  59,60+6,94bcdA  15,00£8,80A  34,40+5,52bcB  5.80+1,20A  6,00+3,16cdA
Cont*: Zn - P>0,05 - P>0,05 - P>0,05
Cont’: Lev - P>0,05 - P>0,05 - P>0,05

'Niveis de levedura autolisada em porcentual e zinco em mg/kg de dieta.
? Contrastes ortogonais entre os niveis (0,0:79,5X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementagio de zinco nas dietas.
* Contrastes ortogonais entre os niveis (2,0:0,0X0,795:79,5+2,0:200+4,0:400+6,0:600+12,0:1200+14,0:1400, Lev:Zn) de suplementacio de levedura

autolisada nas dietas.
" Médias nas colunas seguidas por letras mindsculas iguais nio representam diferengas entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05) no mesmo
momento e mailsculas ndo representam diferencas estatisticas (P<0,05) pela técnica de analises multivariada entre fases.
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Implicacoes

A levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta excelente qualidade nutricional e, a
suplementagdo desta na dieta para peixes poderd proporcionar melhora no desempenho
produtivo, saude e possivelmente aumentar a resisténcia a infecgdes ou ao estresse resultante
do sistema de cultivo. Para peixes observa-se que sua utilizagdo como alimento funcional ou
pro-nutriente tem apresentado melhora no desenvolvimento dos animais. O nivel de inclusdo
deste alimento nas dietas parece estar proximo a 2,0% e os resultados observados nos
experimentos realizados com a tilapia do Nilo indicam melhora no desempenho produtivo, no
metabolismo e na fisiologia dos peixes alimentados com a suplementacdo de levedura nas
dietas.

A utilizacdo da levedura como pro-nutriente merece destaque, e varios experimentos
realizados com diferentes espécies de peixes, indicam que este nutriente quando em baixos
niveis nas dietas, melhoram o status nutricional dos peixes. Isso pela possivel agao benéfica
da levedura na absorc¢ao de nutrientes e/ou pela sua composi¢ao proporcionar as dietas melhor
balango de aminoacidos e vitaminas e, ainda, por apresentarem polissacarideos de parede
celular e acidos nucléicos, conhecidos por melhorar o desempenho produtivo, a saude e
beneficiar os mecanismos de defesa imune dos animais.

Os mecanismos pelos quais as células de levedura agem no sistema fisiologico e
metabolico dos peixes ainda sdo desconhecidos, mas os beneficios observados mostram seu
potencial de utilizacdo nas dietas. Entretanto, novas pesquisas sdo necessarias para melhor
esclarecimentos.

A combinagdo de levedura autolisada e zinco quando suplementado em baixos niveis
nas dietas parece melhorar o sistema metabolico e o desempenho produtivo dos peixes.
Resultados observados (Hisano et al., 2004) no Laboratério AquaNutri da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ — Unesp/Botucatu, mostraram que a relagdo destes
nutrientes nas dietas melhorou as condigdes fisiologicas, metabolicas, o desempenho
produtivo e a satde dos peixes. A suplementacdo de levedura e zinco nas dietas apresenta
possivel interagdo destes nutrientes no metabolismo dos peixes.

A suplementacdo de micro-minerais em dietas para peixes ¢ importante, principalmente
quando sua disponibilidade nas dietas esta aquém da exigéncia ou sua absor¢ao ¢ inibida por
ligantes que o indisponibilizam. Como relatado na literatura micro-minerais como, zinco,

ferro e cobre merecem atencao, haja visto, os inlimeros processos metabolicos que estes direta
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ou indiretamente participam no organismo. O zinco ¢ conhecido por participar como cofator
de mais de 300 enzimas e no metabolismo de inUimeras proteinas, fundamentais para a
manuten¢do do status nutricional, mineralizacdo dssea, estruturagdo corporal, sintese de DNA
e RNA, producao e diferenciagdo celular e beneficiar o sistema de defesa imune especifico e
nao especifico.

A suplementacdo de zinco em dietas para peixes tem apresentado melhora no
desempenho produtivo, na saude e no metabolismo destes. Resultados observados em
experimentos realizados (S& et al., 2004) no Laboratério AquaNutri da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ — Unesp/Botucatu, demonstraram a necessidade
de suplementagdo de zinco em dietas a base de ingredientes vegetais para obtengao de melhor
desempenho produtivo e saude dos peixes. O zinco por agir em fungdes especificas e vitais ao
metabolismo animal pode melhorar a fisiologia do trato gastrintestinal e aumentar a absor¢ao
de nutrientes. A inclusdo de zinco nas dietas ausente da suplementacdo de levedura
apresentou tendéncia de melhora no desempenho produtivo e no metabolismo dos peixes.
Possivelmente, por ter aumentado sua disponibilidade nas dietas e melhorado a absor¢ao dos
nutrientes.

Em niveis elevados de suplementacdo de zinco e levedura (12,0Lev:1200Zn e
14,0:1400Zn) os resultados observados apresentaram prejuizo no metabolismo e no
desempenho produtivo dos peixes. Isso mostra que a inclusdo de zinco nas dietas ¢
dependente da disponibilidade deste mineral e, possivelmente da formulagdo, visto que, os
ingredientes utilizados na composi¢do das dietas em muitas vezes apresentam diferentes
concentragdes e disponibilidade deste mineral. Portanto, ¢ fundamental a observacao do nivel
de inclusdo de zinco, composi¢do nutricional e a concentracdo e disponibilidade deste mineral
na dieta dos peixes.

A composic¢ao nutricional das dietas pode melhorar ou nao a satde dos peixes, a qual é
diretamente dependente do status nutricional dos animais, condi¢des ambientais, variacdes
climaticas, conforto térmico e estresse aplicado. A exposicao dos peixes a condi¢cdes adversas
do meio exige status nutricional adequado e, respostas fisiologicas, metabolicas e imune,
capazes de suportar tais alteragcdes que podem ser prejudiciais ao organismo. O estresse pelo
frio ¢ uma forma de avaliagdo do status nutricional, das condigdes fisiologicas e metabdlicas
dos peixes e, fundamental para entender os mecanismos pelos quais os peixes se utilizam para

a manutencao de fung¢des vitais ao organismo.
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O estresse pelo frio prejudicou a satide e o metabolismo dos peixes, independente das
dietas fornecidas. Ocorreu redu¢do nos parametros hematologicos avaliados e,
consequentemente, a reducao de leucdcitos nos peixes apds o estresse pelo frio pode levar a
reducdo nas respostas do sistema de defesa dos peixes, tornando-os mais sensiveis a
infec¢des. Os resultados revelaram que permanecendo o estresse pelo frio nas condigdes em
que foram mantidos os peixes (13°C) por periodo superior ao utilizado no presente

experimento pode levé-los a morte.
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