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RESUMO

A producdo de peixes praticada atualmente em alta densidade pode levar a
situagdes de estresse, o que leva a alteragdes fisioldgicas causando redugédo no
crescimento e maior suscetibilidade a agentes causadores de enfermidades. O uso
de leveduras como aditivos na racdo de peixes tem potencial por ser fonte de
nutrientes, além disso componentes presentes na parede celular das leveduras
atuam como imunoestimulantes, melhorando a capacidade de resistir a agentes
causadores de enfermidades. O aproveitamento de residuos agroindustriais como a
casca de mandioca convertidos por microrganismos e utilizados como aditivo em
ragdo animal se mostra um destino ecologicamente amigavel a esses residuos. O
presente trabalho buscou avaliar os efeitos da adicdo a racdo de biomassa
fermentada da levedura Yarrowia lipolytica sobre os parametros zootécnicos (ganho
de peso, ganho em comprimento e taxa de sobrevivéncia), hematolégicos
(eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, VCM, CHCM, HCM), imunes (niveis de
lisozima e mieloperoxidase e concentragédo de nitrito/nitrato) no plasma e no rim de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Foram utilizados 320 juvenis de tilapia
divididos em 4 grupos experimentais com diferentes niveis de adicdo de biomassa
de Y. lipolytica: controle (sem adi¢cdo), T1 (3%), T2 (5%) e T3 (7%) com quatro
repeticbes cada. Apds 35 dias de alimentagdo, 24 animais de cada grupo
experimental foram coletados e sacrificados para a realizacdo das analises. O uso
da biomassa de Y. lipolytica adicionada a ragdo promoveu alteragbes nos
parametros zootécnicos e hematoldgicos avaliados. A adigdo promoveu melhora na
capacidade de resposta imune inata, pois houve aumento das células de defesa
como neutréfilos e monécitos no sangue dos animais; levou ainda a um aumento
dos niveis da lisozima, da mieloperoxidase e do conteudo de nitrito/nitrato
plasmaticos correlacionados aos aumentos dos niveis de leucdcitos na corrente
sanguinea. No rim promoveu aumento dos niveis de mieloperoxidase, mas nao
alterou os niveis de lisozima e o conteudo de nitrito/nitrato indicando que os alvos de
agao imunoestimulatorios principais da levedura estejam na corrente sanguinea.
Considerando as respostas fisioldégicas dos sistemas hematologico e imune apos a
suplementacao conclui-se que o uso da levedura em concentracbes mais baixas

como 3 e 5% apresenta efetividade e seguranga para aplicagdo com



imunoestimulantes na dieta de tilapias do Nilo. Ainda, a concentragdo 7%

apresentou os melhores resultados em relagéo aos parametros zootécnicos.

Palavras chave: Imunoestimulantes. Hematologia. Imunologia. Levedura.



ABSTRACT

The fish production currently performed in high density can lead to stressful
situations, leading to physiological changes such as reduced growth and greater
susceptibility to parasites. The use of yeasts as additives in fish feed has the
potential to be a source of nutrients as well as acting as immunostimulants because
of components present in the yeast cell wall, improving the animal’s ability to resist
infections. The use of agroindustrial residues such as cassava peel converted by
microorganisms and used as an additive in animal feed is an ecologically friendly
destination for these residues. The present work evaluated the effects of adding
fermented biomass of the yeast Yarrowia lipolytica on zootechnical parameters
(weight gain, length gain and survival rate), hematological (erythrocytes, hematocrit,
hemoglobin, MCV, MCHC, MHC), immune (lysozyme and myeloperoxidase levels
and concentration of nitrite / nitrate) in the plasma and kidney of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). 320 juveniles of tilapia were used, divided into 4
experimental groups with different levels of biomass addition of Y. lipolytica: control
(without addition), T1 (3%), T2 (5%) and T3 (7%) with four replicates for each group.
After 35 days of feeding, 24 animals from each experimental group were collected
and sacrificed for the analysis. The use of Y. lipolytica biomass added to the feed
promoted significant differences in the evaluated zootechnical and hematological
parameters. The addition promoted an improvement in the innate immune response
capacity because there was an increase in defense cells such as neutrophils and
monocytes in the animals' blood; it also led to an increase in levels of lysozyme,
myeloperoxidase and plasma nitrite / nitrate content correlated with increases in
leukocyte levels in the bloodstream. In the kidney it promoted an increase in the
levels of myeloperoxidase, but did not alter the levels of lysozyme and the nitrite /
nitrate content indicating that the main immunostimulatory action targets of the yeast
are in the bloodstream. Considering the physiological responses of the hematological
and immune systems after supplementation, we can conclude that the use of yeast in
lower concentrations, such as 3 and 5%, is effective and safe for application as
immunostimulants in the Nile tilapia diet. Also, the 7% supplementation showed the

best results to zootechnical parameters.
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1. INTRODUGCAO

A aquicultura, que consiste no cultivo de organismos aquaticos, apresenta
grandes potenciais na producado de alimentos e renda. O Brasil, devido as suas
caracteristicas naturais, matriz energética e aumento no consumo interno de peixes
tem previsdo de grande crescimento na atividade para os proximos anos (ROCHA,
2013).

N&o basta, porém, que se tenha um incremento na atividade, mas sim que
esta seja praticada de maneira racional, sendo uma alternativa a diversificacdo das
praticas na propriedade. Uma aquicultura de base agroecoldgica, que maximize o
aproveitamento dos recursos e residuos existentes na propriedade, o uso
sustentavel dos ecossistemas, a observagcdo e emprego de processos ecologicos
vem oferecer uma nova alternativa para os sistemas de producao de peixes.

Dentre as espécies mais utilizadas nos sistemas comerciais de cultivo
destaca-se a tilapia do nilo (Oreochromis niloticus). Isto se deve a suas
caracteristicas tais como rusticidade, boas taxas de crescimento e ganho de peso
em diversos sistemas de producdo, habito alimentar onivoro, capacidade de
reprodugdo em cativeiro, tolerancia a estocagem em altas densidades, resisténcia a
agentes causadores de doengas e aceitagcdo do mercado consumidor devido as
caracteristicas de sua carne relacionadas ao sabor e a textura (EL-SAYED, 2006).

Considerando-se o cultivo comercial de peixes, a alimentagao consiste em um
dos maiores custos e, portanto, um manejo alimentar adequado pode minimizar
estes custos. Uma racdo com um balanco adequado entre a quantidade de
proteinas e nutrientes energéticos de acordo com as necessidades de cada espécie
vai permitir uma conversao mais eficiente em carne (TOYAMA et al., 2000). Além
disso as tilapias apresentam uma boa habilidade em aproveitar diversos tipos de
alimentos devido ao habito onivoro, se adaptando bem a varias fontes de
alimentagdo. Diante deste cenario, vem sendo observado um incremento no
interesse e na busca por alternativas para a producao de racao na piscicultura.

Dentre as diversas alternativas que podem ser utilizadas, as leveduras
apresentam grande potencial uma vez que ja sdo utilizadas nas ragdes animais
devido ao seu alto teor nutritivo, sendo o exemplo mais conhecido a levedura

Saccharomyces cerevisiae. Esses microrganismos podem ser utilizados para a
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suplementacado de ragdes para peixes, tanto como fonte proteica e lipidica, como
probidtico, tendo o potencial de melhorar o metabolismo bem como a resposta
imune desses animais (IWASHITA, 2012). O estudo do uso da levedura Yarrowia
lipolytica se apresenta como uma opgao a outras espécies de leveduras, pois ocorre
naturalmente no ambiente e pode ser facilmente produzida em escala comercial,
além de poder alterar sua composi¢ao de nutrientes com base no meio em que €
cultivada ou até através de manipulagédo genética (LEDESMA-AMARO; NICAUD,
2016).

O desenvolvimento de praticas e tecnologias de aproveitamento de residuos é
bastante importante para o desenvolvimento de uma aquicultura de base
agroecologica. Assim como a substituicdo de insumos externos e que encarecem 0s
custos de producdo. Nesta perspectiva, o uso de leveduras que degradam esses
residuos, os utilizam como fonte de nutrientes e podem ser incorporadas a ragao
como fonte proteica/probiético em substituicdo a insumos caros tem grande
potencial.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
da adicdo da levedura Y. lipolytica na dieta de tilapia do Nilo (O. niloticus) sobre os

parametros hematoldgicos e imunes.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da adicdo de biomassa da levedura Yarrowia lipolytica na
dieta de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre o crescimento e sistemas
hematoldgico e imune dos animais.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os parametros zootécnicos das tilapias alimentadas com racdo que

recebeu adicado de biomassa da levedura;
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Avaliar a influéncia da racido com adicdo de biomassa da levedura sobre os
parametros hematolégicos: conteudo de hemoglobina, contagem de
hemacias, indices hematimétricos, contagem de leucdcitos e de trombdcitos;
Avaliar a influéncia da racido com adicdo de biomassa da levedura sobre os
parametros imunes no sangue e rim: atividade da lisozima, mieloperoxidase e
conteudo de nitrito/nitrato;

Determinar a concentracéo de levedura mais eficaz para adi¢ao na racao para
tilapias apds tratamento in vivo considerando as respostas fisiolégicas dos

sistemas hematoldgico e imune e os parametros zootécnicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 AQUICULTURA E TILAPIA

Os organismos aquaticos sao um recurso importante em termos alimentares
para milhdes de pessoas ao redor do mundo. O aumento da populagdo mundial e
consequentemente a demanda por pescados tem levado a uma extracdo dos
recursos pesqueiros naturais mais rapida que a sua capacidade de renovagéo,
tornando-a insustentavel (THE, 2016). A aquicultura entdo, se apresenta como um
caminho para um desenvolvimento sustentavel.

A producdo pesqueira mundial atingiu um maximo de aproximadamente 171
milhdes toneladas em 2016, das quais a aquicultura representou 47% do total e 53%
se excluir usos nao alimentares (incluindo redugao para a preparagao de farinha e
oleo de peixe). O valor total da venda da produgéo pesqueira em 2016 foi estimado
em 362 bilhdes de ddlares, dos quais US$ 232 bilhdes vieram da produgéo aquicola
(EL, 2018). Além disso vem se observando um aumento consideravel em termos de
consumo per capita de peixe ao longo dos anos passando de 9,0 kg em 1961 para
mais de 20 kg em 2017 (EL, 2018) reforcando a importancia da aquicultura, mais
especificamente da piscicultura, no fornecimento de peixes ao mercado consumidor.

O Brasil tem grande potencial para a aquicultura, pelas condigbes naturais,
pelo clima favoravel e pela sua matriz energética. Este potencial esta relacionado a
sua extensao costeira de mais de oito mil quildbmetros, e a sua dimensao territorial,
que dispde de, aproximadamente, 13% da agua doce renovavel do planeta. Em
relacdo as aguas continentais, fazem parte desse volume as areas alagadas
artificialmente pela constru¢cdo de barragens, contidas em reservatérios de usinas
hidrelétricas, bem como areas particulares para produgcdo em viveiros de terra
escavados (ROCHA, 2013).

A piscicultura brasileira produziu 697 mil toneladas de peixes de cultivo em
2017. A tilapia é o tipo de peixe mais importante entre os cultivados do Brasil, sendo
a espécie Oreochromis niloticus - tilapia no Nilo, a principal. Segundo levantamento
da Associacao Brasileira da Piscicultura, a espécie representa 51,7% da piscicultura
nacional, com aproximadamente 400 mil toneladas em 2017. Ainda segundo o

mesmo relatério, o Brasil € o quarto maior produtor mundial da espécie
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correspondendo a 6,67% da producdo mundial, sendo o estado do Parana o maior
produtor de tilapia do Brasil, com 123 mil toneladas em 2018 (MEDEIROS, 2018).

As tilapias pertencem a familia Cichlidae, sdo originarias da Africa e do
Oriente Médio e as primeiras pesquisas com enfoque na sua criagao tiveram inicio
no Congo Belga (atual Zaire) no comecgo do século XIX. A partir da década de 20, o
Queénia intensificou a producgao de tilapia, mas a sua difusdo para outros locais do
mundo ocorreu a partir da Malasia (CAMPO, 2008).

A tilapia apresenta caracteristicas interessantes, como rusticidade, taxa
elevada de crescimento em diversos sistemas de produgdo, habito alimentar
onivoro, boa conversdo alimentar, capacidade de reprodugcdo em cativeiro e
aceitagcao do mercado consumidor (EL-SAYED, 2006). Diante destas caracteristicas,
a tilapia (mostrada na figura 1) se mostra uma espécie de grande interesse e

potencial para os cultivos comerciais.

Figura 1 - Oreochromis niloticus - tilapia no Nilo

Fonte: MFRURAL, 2018

2.2 SISTEMA HEMATOLOGICO E IMUNE DOS PEIXES

De maneira geral, todos os organismos vivos, em especial os peixes, sempre
buscam a homeostase corporal, com os sistemas metabdlico, hematoldgico e imune
funcionando em harmonia protegendo os peixes de estresses ambientais e injurias

externas e permitindo respostas e crescimento adequados. Considerando-se o
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acompanhamento das condicbes de saude dos peixes durante o cultivo, os
parametros hematologicos podem ser usados como indicadores biologicos para tal
finalidade. A hematologia constitui uma importante ferramenta para identificacdo do
estado de saude dos diversos organismos, tanto em condi¢des fisioldgicas basais
quanto em condi¢cdes patoldgicas e nutricionais pois o sangue reflete de forma
rapida e eficiente as alteragdées que ocorrem nos mesmos (AZEVEDO et al., 2006).

O tecido sanguineo interage com os demais tecidos do organismo auxiliando
em importantes fungdes, tais como: transporte de gases, excretas e nutrientes,
osmorregulacdo e defesa (ISHIKAWA et al.,, 2010). O sangue dos peixes é
constituido por diferentes tipos de células, como eritrécitos, leucdocitos e trombdcitos.
Os eritrécitos possuem funcao de transporte de O, e CO, na circulacdo, sendo as
células mais numerosas no sangue (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Os trombécitos atuam no mecanismo de defesa do animal, participando de
processos de coagulacédo e fagocitose celular (NAKANDAKARE et al., 2013). Os
trombdcitos sdo  células  predominantemente  elipticas, ocasionalmente
arredondadas, de citoplasma hialino sem granulagbes e nucleo fusiforme
(TAVARES-DIAS et al., 2002).

Na série leucocitaria, responsavel pela defesa do organismo contra agentes
estranhos temos a caracterizagdo das seguintes células: os neutréfilos sdo as
células mais importantes de defesa no sangue periférico devido a capacidade
fagocitica. S&o predominantemente arredondados, de citoplasma basofilico e
granulos aciddfilos fracamente corados pelo corante acido ou basico usado. O
nucleo tem forma de bastonete ou ocasionalmente segmentado, em geral
excéntrico, sendo a cromatina nuclear compacta e sem nucléolo visivel (TAVARES-
DIAS et al., 2002).

As células granulociticas especiais (CGE) sdo grandes e muito semelhantes
aos neutrdfilos, com citoplasma que se cora fracamente pelo corante acido- basico.
O nucleo é pequeno, excéntrico, contém cromatina densa e ndo se observa a
presenca de nucléolo. Os linfocitos sao responsaveis pela resposta imune especifica
humoral e celular, promovendo a produg¢ao de anticorpos e aumento da capacidade
citotoxica. Sao células predominantemente arredondadas e de tamanho variado, tém
citoplasma basofilico e sem granulagbes visiveis. O nucleo possui forma
arredondada, cromatina densa, sendo grande em relagéo ao citoplasma (TAVARES-
DIAS et al., 2002).



21

Os mondcitos sdo células predominantemente grandes, de forma
arredondada e citoplasma basofilico fracamente corado pelo corante acido ou basico
usado. O nucleo é frequentemente excéntrico, geralmente alongado, ocasionalmente
esférico. Estes leucdcitos sdo os principais fagdcitos e possuem a habilidade de
migragdo dos vasos sanguineos, pelo mecanismo denominado diapedese, até o
foco inflamatorio (RANZANI-PAIVA, 2013). Os eosindfilos sdo células que intervém
nos processos de inflamacédo e na defesa celulares relacionadas a infestagao por
parasitas. Sao células relativamente pequenas e predominantemente arredondadas.
O citoplasma é completamente ocupado por granulos acidéfilos, que se coram de
réseo-alaranjado. O nucleo é geralmente excéntrico, com cromatina compacta
(TAVARES-DIAS et al., 2002).

Os basdfilos se apresentam em pequena quantidade na circulagéo
sanguinea. A fungao dos basdfilos de peixes nao esta definida e parece estar ligada
a processos alérgicos, ja que possuem histamina em seus granulos (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2004). As células imaturas variam de tamanho, podendo
assemelhar-se aos linfocitos ou mondcitos. A diferenga € que apresentam
citoplasma de coloragdo intensamente basofilico (TAVARES-DIAS et al., 2002). A
figura 2 mostra Tipos celulares caracteristicos presentes no sangue de O. niloticus.
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Figura 2 - Tipos celulares caracteristicos presentes no sangue de O. niloticus.

Fonte: a autora.

E — eosindfilo, H — hemacia, L — linfécito, M — mondcito, T — trombdcito, N — neutrofilo.

Nos peixes teledsteos os tecidos com funcdo hematopoiética sao
principalmente o estroma do bago e o intersticio dos rins e, em menor extensao, as
areas peri-portais do figado, submucosa do intestino e timo (AGIUS; ROBERTS,
2003), haja visto que sao desprovidos de medula éssea e de linfonodos (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2004). Os peixes apresentam quantidade variavel de centros
melanomacréfagos ou agregados de macrofagos nos diferentes tecidos, em
particular figado, baco e rim (MESEGUER; LOPEZ-RUIZ; ESTEBAN, 1994). Muitas
sdo as fungdes atribuidas aos melanomacréfagos, cabendo aqui destacar a
fagocitose de patégenos resistentes como esporos de parasitas e processamento de
antigenos na resposta imune (AGIUS, 2003). Notadamente portanto, o rim apresenta
importante atuacao no sistema imune.

A resposta imune dos peixes frente a agentes estressores externos é
bastante semelhante a dos vertebrados superiores. O sistema imune é formado por
duas partes: o sistema imune inato (ndo especifico) e o adquirido (especifico). O

sistema imune inato é considerado como a primeira linha de defesa, incluindo
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barreiras fisicas (pele e muco) e componentes celulares e moleculares (macréfagos,
células killer e fatores soluveis de imunidade, como lisozima, proteinas do sistema
complemento, peptideos antimicrobianos, entre outros). Os principais componentes
do sistema imune dos peixes sdo as células brancas do sangue, os leucdcitos,
produzidos, principalmente, no rim cefalico, timo e bago (TORT; BALASCH;
MACKENZIE, 2003). O sistema imune especifico ou adquirido, somente sera ativado
apos a exposigdo a substancias que sdo estranhas ao organismo. E caracterizado
pela especificidade e memaria imunolégica, envolvendo os 6rgaos e tecidos linféides
(primarios e secundarios), células apresentadoras de antigeno (APCs), linfécitos T e
B, imunoglobulinas, anticorpos e moléculas do sistema complemento (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Durante a resposta imune inata, os primeiros tipos celulares a serem ativados
sdo os chamados fagdécitos (neutréfilos, mondcitos e eosindéfilos) envolvidos no
processo de fagocitose. Estas células reconhecem, fagocitam e destroem
microrganismos invasores pela liberagao, nos vacuolos fagociticos (fagolisossomo),
de enzimas hidroliticas, proteoliticas e de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Dentre as enzimas presentes estd a mieloperoxidase (MPO) que faz parte de um
grupo de enzimas do tipo peroxidases que normalmente catalisam reagdes de
oxidagdo envolvendo perdxido de hidrogénio, e geragcdo de EROs durante a
explosdo respiratoria (burst respiratério) (ARNHOLD, 2004). Essa enzima é
encontrada predominantemente nos neutrofilos, mondcitos e alguns subtipos de
macrofagos teciduais (LIBBY et al., 2005).

O termo burst respiratorio refere-se a uma série de eventos metabdlicos que
ocorrem quando os fagdcitos sdo devidamente estimulados, os quais envolvem o
aumento do consumo de oxigénio e produgédo de EROs, essencial para a destruigao
dos microrganismos fagocitados (KITAGAWA et al., 2003). Durante o burst oxidativo
ocorre a reducado do 0, em anion superéxido que € reduzido a H»0,. A MPO tem
acao catalitica na formacgao de radicais altamente reativos, como o acido hipocloroso
(HCIO), a partir de H20, e ions halogénios (especialmente o ion cloreto). O acido
hipocloroso tem importante papel nos mecanismos de morte intracelular de
bactérias, possivelmente através da oxidacdo de aminoacidos, lipidios, acidos
nucleicos modificando as propriedades destas biomoléculas (ARNHOLD, 2004).

Outra parte importante da resposta de defesa contra patégenos depende da

citotoxidade do oxido nitrico (NO) produzido durante a exploséo respiratoria. O NO é
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uma molécula altamente instavel com grande poder oxidativo. E sintetizada a partir
de L-arginina e oxigénio pela enzima NO sintase (NOS). Os leucdcitos, em especial
mondcitos e macrofagos, produzem NO apds a indugédo da NOS como parte da
resposta imune. O NO como radical livre reage com o anion superéxido e forma
peroxinitrito um potente oxidante que pode destruir os microrganismos invasores.
Esta molécula tem uma meia-vida curta in vivo, provavelmente menor que 0,1s, apos
o qual é convertido a nitrito (NO2’) e rapidamente oxidado em nitrato (NO3’). Portanto
os niveis de nitrito e nitrato no plasma sao utilizados como marcadores para a
determinacao da produgdo de NO e da resposta imune (MOSHAGE et al., 1995;
ASL; GHASEMI; AZIZI, 2008).

Dentre os componentes moleculares do sistema imune inato que atuam
durante a fagocitose, destaca-se também a lisozima, uma enzima produzida
principalmente pelos leucécitos (macréfagos, neutréfilos) presentes nos rins e
localizada nos lisossomos. Sua atividade catalitica esta relacionada a capacidade de
lisar a parede celular de bactérias, atuando nas ligagdes beta 1,4 glicosidicas entre o
acido N-acetilmuramico e o acido N-acetilglicosaminico. Esta propriedade torna esta
enzima capaz de lisar bactérias gram-positivas e, agindo em conjunto com as
proteinas do sistema complemento, podem destruir também algumas bactérias
gram-negativas (PAULSEN et al., 2003). A figura 3 mostra os principais tipos
celulares do sistema imune inato e adquirido. A figura 4 traz os eventos que ocorrem

durante a fagocitose.



Figura 3 - Principais tipos celulares do sistema imune
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Figura 4 - Fagocitose
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O sistema imunologico dos peixes é diretamente influenciado por fatores
ambientais. Além disso, as condi¢des nutricionais também tém papel preponderante
sobre o sistema imune. Esse sistema desempenha um papel de grande importancia
na defesa do organismo contra a invasdo de agentes causadores de doengas, de
maneira que estimular o sistema de defesa de animais mantidos em um ambiente
estressante é uma alternativa eficaz e necessaria. Para isso, vém sendo utilizados
desde produtos que contenham microrganismos e seus derivados, denominados
probioticos e prébidticos, extratos de plantas e de animais, até adjuvantes e fatores
nutricionais diversos. Estes produtos sao conhecidos como imunoestimulantes, e
tém propriedades capazes de estimular o sistema imune por conferirem um aumento
na atividade das células fagocitarias, na produgdo de lisossomos e anticorpos,
diminuirem o estresse do manejo reduzindo assim as perdas causadas pelas
enfermidades. Os imunoestimulantes, adicionados a ragdo de maneira profilatica,
podem beneficiar a aquicultura, principalmente nas fases iniciais do cultivo, quando

os peixes estdo mais susceptiveis as enfermidades (RIBEIRO et al., 2012).

2.3 SUPLEMENTAGAO DIETETICA E PRODUGAO DE PEIXES

Qualquer atividade a ser realizada pelos animais requer energia provinda dos
alimentos. Por esse motivo a dieta € componente essencial durante o cultivo a fim
de garantir o bom desempenho dos animais incluindo sua capacidade de resposta
imune. A alimentacdo representa a maior parcela dos custos relacionados a
producao animal, correspondendo a cerca de 50 a 80% dos gastos (TOYAMA et al.,
2000). Isso se deve a alta exigéncia proteica desses animais na dieta. Uma das
fontes de proteina das ragdes comerciais € o farelo de soja, pela sua disponibilidade
e alto valor nutritivo. Porém, o alto custo do farelo de soja € um dos fatores que
encarece os custos com a ragado (SOARES et al., 2001). Outra fonte de proteina
para as ragdes € a farinha de peixes extraidos da natureza. A extracdo de peixes de
ambientes naturais para a fabricacdo de farinha e também de 6leo de peixe coloca
em risco de diminuicdo excessiva ou extingao essas espécies. Além disso, derivados

das ragdes podem levar a eutrofizagdo artificial das aguas (ZANATTA; CARVALHO,
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2012). Portanto, existe a necessidade de se estudar alternativas mais baratas e
menos danosas ao ambiente.

Alternativas como adicdo de enzimas, probidticos, prebidticos, extratos
vegetais e nucleotideos estdo sendo utilizadas como forma de substituicdo e/ou
suplementacdo em rag¢des animais (STEIN; KIL, 2006). Dentre os produtos mais
utilizados para adicdo em racdes na industria da aquicultura incluem probidticos
como as bactérias acido laticas e as leveduras (KESARCODI-WATSON et al., 2008).

Considerando esta necessidade de se buscar fontes alternativas de proteinas
para inclusdo nas ragbes, leveduras sao frequentemente utilizadas nas dietas
animais pelo alto teor nutritivo, principalmente no que se refere as proteinas. Dentre
as caracteristicas das leveduras como alimento podem ser citadas a elevada
quantidade de vitaminas do complexo B, particularmente tiamina, riboflavina, niacina
e acido pantoténico (FURUYA et al., 2000). Quanto a proteina, a levedura é
considerada como boa fonte ndo convencional e sua proteina € considerada de bom
valor nutricional quanto a sua composi¢gao de aminoacidos (PACHECO, 1997). Em
relagdo aos aminoacidos, as leveduras destacam-se pelo alto teor de lisina, riqueza
em leucina e valina, teores elevados de triptofano e treonina (PACHECO, 1997),
porém limitada quanto a aminoacidos sulfurados (FURUYA et al., 2000).

O valor nutritivo das leveduras pode variar de acordo com sua composicao
quimica, o substrato onde se desenvolve, o método de obtengao, lavagem, secagem
e o microorganismo utilizado (BUTOLO, 1997). Pacheco (1997) cita niveis de
proteina bruta em leveduras de 45% a 65%, enquanto Butolo (1997) cita valores
entre 28,7% a 38,38%.

A aplicagao de leveduras e bactérias em escala comercial vem sendo muito
utilizada especialmente para o aproveitamento de subprodutos de fermentagao
industrial, sendo o exemplo mais conhecido a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Estudos realizados com esta levedura concluem que a substituicdo de 25% da
proteina bruta na dieta pelos derivados da levedura de cana-de-acucar, parede
celular e levedura autolisada foi eficiente em promover melhor ganho de peso e
maior deposi¢cdo de proteina bruta no musculo de tilapias do Nilo (CARVALHO,
2010). Além disso a levedura desidratada de alcool pode ser usada como fonte de
vitaminas hidrossoluveis (BACCARIN; PEZZATO, 2001). Ainda, o uso de leveduras
pode melhorar a digestdo uma vez que as leveduras vivas se aderem ao muco e

epitélio intestinal dos animais auxiliando na digestdo de fibras, produzindo acidos



28

graxos de cadeias curtas, que sédo posteriormente utilizados como fonte de energia
pela mucosa intestinal (ANDLID; JUAREZ; GUSTAFSSON, 1995; ANDLID;
VAZQUEZ; GUSTAFSSON, 1998).

A adicao de leveduras na racdo nao somente traz beneficios indiretos, como o
equilibrio intestinal, mas pode ser considerado um suplemento proteico interessante
e que, dependendo da forma de utilizag&o, auxilia no sistema imunolégico. Estudos
demonstram que a suplementacdo com a mistura probidtica contendo
Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis e Aspergillus oryzae influencia na
quantidade de células de defesa de tilapia do Nilo, melhorando assim, seu estado de
saude, além de diminuir os efeitos deletérios do estresse de manejo (IWASHITA,
2012).

Uma das espécies de leveduras que apresenta grande potencial de utilizagao
como suplemento na alimentagdo de peixes € a Yarrowia lipolytica. O termo
levedura ndo tem valor taxonbmico, mas se refere a fungos unicelulares que se
reproduzem principalmente por brotamento. Muitos fungos apresentam crescimento
leveduriforme, sendo a maioria do filo Ascomicetos (RAVEN et. al., 2001) como a Y.

lipolytica. A figura 5 mostra a levedura Y. lipolytica.

Figura 5 - Yarrowia lipolytica fotografada com microscopio ion de hélio

Fonte: Environmental Molecular Sciences Laboratory — EMSL (2014)

De acordo com Nicaud (2012) o nome genérico Yarrowia foi proposto por Van

der Walt e Von Arx em 1980 em reconhecimento de um novo género identificado por
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David Yarrow do Laboratério de Microbiologia de Delft. O nome da espécie
"lipolytica" é originario da capacidade desta levedura para hidrolisar lipidios. O
género Yarrowia pertence a familia Hemiascomicetos e foi anteriormente conhecida
como Candida, Endomycopsis ou Saccharomycopsis lipolytica (BARTH,;
GAILLARDIN, 1997).

A Y. lipolytica € uma levedura estritamente aerdbia que possui intensa
atividade secretora e elevada capacidade de geragdo de produtos de alto valor
agregado, tais como lipases, esterases, proteases, fosfatases, acido citrico, além de
uma variedade de proteinas extracelulares. E atualmente uma das espécies “ndo
convencionais” mais intensivamente estudadas, sendo classificada como GRAS
(Generally Regarded As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA, EUA)
(BARTH; GAILLARDIN, 1997). Tem potencial no tratamento de residuos
agroindustriais conforme observado por Lopes e colaboradores (2008) no tratamento
de aguas residuais de usinas de azeite de oliva, ou por Dominguez e colaboradores
(2010) no tratamento de dleo de cozinha usado.

Esta espécie de levedura apresenta uma caracteristica vantajosa em relagéao
a outras espécies, que é a de poder alterar sua composi¢ao de nutrientes, com base
no meio em que € cultivada ou até através de manipulagdo genética. Isto coloca a
sua utilizacdo na alimentacdo animal como uma forma nao invasiva de alterar a
composi¢cado da carne, como por exemplo, um melhor balango entre acidos graxos
Omega 3 e 6 ou melhor relacdo de aminoacidos essenciais (LEDESMA-AMARO;
NICAUD, 2016). Além disso, estudos com Pargo Vermelho do Pacifico apoiam
fortemente a ideia de que o isolado da levedura Y. lipolytica N-6 pode estimular os
parametros imunoldgicos inespecificos e o mecanismo imune antioxidante em
leucdcitos do rim cefélico e bago e pode ser usado como potencial imunoestimulante
(ALAMILLO et al., 2017).

Pelas caracteristicas ja citadas a levedura Y. lipolytica mostra grande
potencial na busca de um modelo de produgcao que se baseie na sustentabilidade e
na diminuicdo dos impactos ambientais, podendo ser uma alternativa importante e
viavel.

Neste sentido os caminhos para se desenvolver a aquicultura com
sustentabilidade, perpassam pela mudanga nos paradigmas impostos no passado. O
incentivo a produgdo aquicola foi chamado de Revolugdo Azul, em analogia a

Revolucdo Verde, que prometia aumentar a produtividade da agricultura na década
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de 50 do século passado (KIMPARA, 2012). A partir da década de 70, houve uma
grande discussdo em torno do tipo de modelo de desenvolvimento praticado e a
ciéncia da agroecologia surge com forga para propor novas alternativas. Nesse
novo conceito, a visdo ecossistémica é preconizada sem degradagao além de sua
resiliéncia. Além disso, a aquicultura deve melhorar o bem-estar humano e animal, a
equidade para todos os tomadores de decisao e deve ser desenvolvida no contexto
de outros setores, politicas e objetivos.

O enfoque agroecoldgico esta ancorado na diversidade, na sinergia, na
reciclagem e nos processos de experimentagdo (ALTIERI, 2004). Os principios da
agroecologia buscam a racionalidade ecoldgica, usar os recursos causando o
minimo impacto e aproveitando o maximo possivel. Agroecologia é ir além das
praticas agricolas alternativas e desenvolver agroecossistemas com dependéncia
minima de agroquimicos e energia externa (ALTIERI, 2004).

Na busca pelo desenvolvimento de uma aquicultura agroecoldgica, se faz
importante a pesquisa por técnicas e formas de manejo mais sustentaveis, que
promovam o bem-estar animal, a substituicdo de insumos que tornem a criacdo de
peixes em cativeiro menos impactante ao ambiente e com maior potencial para

contribuir para a soberania e seguranga alimentar.



31

3. METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

Os reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos da Sigma
Chemical CO (St. Louis, MO, USA) e Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Todos os
reagentes sdo de grau analitico (P.A). Os kits para dosagens sanguineas foram
adquiridos da Gold Analisa (Belo Horizonte, MG, Brasil).

3.2 Local e instalagoes

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de Experimentagdo Animal e
Bioquimica e Genética e em estufa pertencente a Universidade Federal da Fronteira
Sul - UFFS, campus Laranjeiras do Sul, PR.

A agua utilizada foi oriunda do abastecimento da propria universidade. A fim
de garantir a qualidade e visando a economicidade da agua do meio ambiente, foi
utilizado processo de recirculagao com biofiltro em fluxo continuo, utilizando bomba
com capacidade de vazdo média de 1200 L/h. O biofiltro foi montado em caixa
d'agua com capacidade para 500 L. No interior do biofiltro foram inseridas pedras
britadas e particulas/pedacos de tubulacbes de eletrodutos, cortados de maneira
homogénea, com dimensdes de 2 cm. O biofiltro ainda contou com aeragao continua
e aquecedor com termostato, visando a manutengdo de boas taxas de oxigénio
dissolvido (OD) e temperatura da agua constante. O sistema de circulagao foi
formado pelo bidfiltro, reservatério e 16 caixas de 150 L, com volume util de 90 L de
agua cada. A figura 6 traz uma fotografia do sistema utilizado.

Diariamente foram registrados a temperatura e oxigénio dissolvido (OD) em
agua bem como semanalmente foram mensurados os parametros: aménia, nitrito,

alcalinidade, dureza e pH no sistema de cultivo.
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Figura 6 - Sistema de Recirculagao da Universidade Federal da Fronteira Sul,
campus Laranjeiras do Sul.

Fonte: A autora.

3.3 Estudo in vivo

Para a realizagéo do experimento o projeto foi aprovado no CEUA/UFFS sob
o numero de protocolo 23205.001157/2018-99 (Comissdo de Etica no Uso de
Animais, da Universidade Federal da Fronteira Sul). Os alevinos de tilapia (O.
niloticus) (n = 320) foram adquiridos de psicultura comercial, com peso inicial médio
de 10 g e comprimento padrdao médio de 8 cm. Na chegada ao laboratério, os
animais foram submetidos a banho de imersao em NaCl 3% por 10 minutos como
profilaxia a agentes patogénicos, conforme recomendagdo de Pavanelli, Eiras e
Takemoto (2008). Os animais passaram por fase de aclimatagéo de 8 dias antes do
inicio do experimento.

O preparo da biomassa fermentada utilizada na ragao foi coordenado pelo
professor Dr. Thiago Bergler Bitencourt e realizado no laboratério de Quimica
Orgéanica da UFFS campus Laranjeiras do Sul. Para realizar o preparo do in6culo
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contendo as células da levedura, primeiramente foi preparado agar GYP (Glucose

Yeast Peptone) conforme descrito por Csutak et. al (2015) contendo glicose 2%,

peptona 1%, extrato de levedura 0,5% e agar 2%; a levedura foi isolada por
esgotamento e incubada a 28 °C por 48 horas (estufa Ethik Technology, 4410-
S5NDRE). Apés o periodo de incubagao, algumas colénias foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 10 mL de solucdo salina e entdo realizada leitura da
densidade 6ptica a 500 nm a fim de se obter absorbancia de 0,104, que conforme
estudo prévio corresponde ao tubo 0,5 da escala padrdo de McFarland e 2x10°
UFC/mL de células de Y. lipolytica QU69.

Foi utilizado meio de suplementagdo mineral descrito por Santos et al. (2013)
com modifica¢des, composto de 1% de nitrato de sédio (NaNOs3), 0,1% de fosfato de
potassio monobasico (KH,PO4) e 0,05% de sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS04.7H,0). As fermentagdes foram realizadas em banho com agitagao tipo
Dubnoff (Nova Instruments NI 1232) em intervalos de tempo pré-determinados.
Foram utilizados frascos erlenmeyer com capacidade de 125 mL, contendo 5% de
residuo de casca de mandioca como fonte de carbono e 50 mL do meio de
suplementagdo. Os frascos contendo o residuo e o meio mineral foram
autoclavados, adicionados de 1 mL da suspensdo de células contendo 2x10°
UFC/mL e incubados em banho com agitagdo de 100 rpm em temperaturas e
tempos pré-determinados 9 dias a 35 °C. Apds o processo de bioconversao a
biomassa obtida foi congelada e submetida ao processo de liofilizagdo, para
posterior uso na elaboragao da racao.

O preparo da racao e a inclusdo das diferentes concentragcdes de levedura
integra foram baseados no trabalho de Souza (2018). Os niveis crescentes de
inclusdo de levedura integra substituiram proporcionalmente os niveis de proteina
de soja. As matérias-primas e a biomassa de levedura foram pesadas e
homogeneizadas, umedecidas com agua até um ponto pastoso (50% de agua
aproximadamente), na sequéncia foram peletizadas numa maquina de moer carne e
levadas a uma estufa com circulagao de ar forgada, por um periodo de 12 horas a 35
°C. Apds o processo de secagem e trituracdo da ragdo, as dietas foram mantidas e
conservadas sob refrigeracédo de 4 °C durante os 35 dias de experimento.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 4

repeticbes (n = 20 por repeticdo), com os animais divididos em diferentes grupos
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experimentais por um periodo de 35 dias: grupo | (controle) peixes que receberam
racdo sem suplementagdo de levedura; grupo Il (levedura 3% - T1) peixes que
receberam ragdo com suplementagao de levedura a 3%; grupo lll (levedura 5% - T2)
peixes que receberam ragdo com suplementacdo de levedura a 5%; Grupo IV
(levedura 7% - T3) peixes que receberam ragdo com suplementagcéo de levedura a
7%. A racao foi fornecida diariamente as 10 horas e as 18 horas, na proporcédo de
7% da biomassa durante 15 dias, em seguida o percentual da dieta foi reduzido a
4% da biomassa. Na tabela 1 esta a composicédo relativa da racdo fornecida as

tilapias.

Tabela 1 - Composicao relativa da ragao fornecida a O. niloticus

Tratamento Controle 3% 5% 7%

Ingredientes (%)

Milho 29,00 29,00 29,00 29,00
Farelo de soja 37,00 34,00 32,00 30,00
Levedura 0,00 3,00 5,00 7,00
Farinha de peixe 28,50 28,50 28,50 28,50
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
Oleo de soja 4,00 4,00 4,00 4,00
*Complexo 1,00 1,00 1,00 1,00
vitam.
Composicao centesimal (%)
Proteina bruta 34 34 34 34
Energia bruta 2974,00 2900,00 2.850,70 2.801,40
Estrato etéreo 8,30 8,2 8,10 8,10
Fibra bruta 3,14 2,96 2,84 2,72
Carboidrato 32,80 31,90 31,30 30,07
Calcio (Ca) 2,02 2,01 2,01 2,02
Fésforo (P) 1,66 1,61 1,6 1,58

Fonte: Souza (2018).

*Niveis de garantia por por¢ao % VD (*);Valor Energético 0 kcal=0 kJ; Vitamina A 600 mcg 100**;
Vitamina B1 (Tiamina) 1,2 mg 100** Vitamina B2 (Riboflavina) 1,3 mg 100** Vitamina B3 (Niacina) 16
mg 100** Vitamina B5 (Acido pantoténico) 5,0 mg 100** Vitamina B6 (Piridoxina) 1,3 mg 100**
Vitamina B7 (Biotina) 30 mcg 100** Vitamina B9 (Acido félico) 240 mcg 100** Vitamina B12
(Cianocobalamina) 2,4 mcg 100** Vitamina C 45 mg 100** Vitamina D 5 mcg 100** Vitamina E 10 mg
100** Calcio 150 mg 15** Cobre 468 mcg 52** Cromo 18 mcg 52** Ferro 7,3 mg 52** Fluor 2,1 mg
52** Fésforo 98 mg 14** lodo 68 mcg 52** Magnésio 44 mg 17** Manganés 1,2 mg 52** Molibdénio
23 mcg 52** Selénio 18 mcg 52** Zinco 3,6 mg 52**.
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3.4 Avaliagao de parametros zootécnicos

No inicio e no final do experimento foi realizada uma biometria total
mensurando peso, comprimento total, comprimento padrdo dos peixes. Estas
variaveis foram determinadas utilizando uma balanga digital e um ictidmetro.

Foram calculadas a taxa de crescimento para ganho de peso GP= [(Peso final
- Peso inicial) /tempo] x 100, além do ganho em comprimento (GC), obtido pela
diferenca entre a medida final e a inicial (cm); e a taxa de sobrevivéncia (TS), obtida
a partir do quociente de animais estocados e animas vivos ao final de cada

tratamento (animais vivos) / (total de animais estocados) x100.

3.5 Coleta de sangue e preparo de plasma

Ao final do periodo de suplementacdo os animais foram coletados,
anestesiados com benzocaina (1 g/10 L) para coleta de sangue por pungao do vaso
caudal utilizando seringa contendo solugdo de anticoagulante heparina e
sacrificados por aprofundamento do estado anestésico com benzocaina (3 g/10 L)
para posterior remocao de tecidos para avaliagdes imunes.

O sangue coletado foi separado em aliquotas para as seguintes analises:
contagem de eritrocitos em caémara de Neubauer e confecgdo de extensodes
sanguineas em ftriplicata posteriormente coradas com May-Grunwald/Giemsa pelo
método de Rosenfeld (ROSENFELD, 1947) e utilizadas para contagem total e
diferencial de leucécitos e contagem total do numero de trombdcitos (BECKER,
2018). Para a contagem dos leucdcitos totais e trombdcitos foi realizada a contagem
das células (hemacias, leucdcitos e trombdcitos) em esfregago até atingir 200
leucdcitos e apds, foram identificadas as porcentagens de leucocitos e trombdcitos
em relacdo ao numero total das células contadas. Ainda, uma aliquota foi
armazenada em capilares de microhematécrito para determinagéo do percentual de
hematdcrito (GOLDENFARB et al., 1971). Foi realizada a determinag&o do conteudo
de hemoglobina através de kit colorimétrico (Bioclin). Aléem disso, parte do sangue
coletado foi armazenado em microtubos e centrifugado a 3000 xg durante 10
minutos. O plasma recolhido foi armazenado a -20 °C até a utilizacdo para os

ensaios imunes.
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Os rins coletados foram homogeneizados em tampao PBS, pH 7,2 e
centrifugados a 5000 xg por 10 minutos. O sobrenadante dos homogenatos foi
armazenado a -85 °C até a utilizagdo para os ensaios imunes. A figura 7 mostra o

fluxograma da metodologia realizada no ensaio in vivo.

Figura 7 - Fluxograma da metodologia do ensaio in vivo
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3.6 Determinagao dos niveis de lisozima

Os niveis de lisozima sérica e renal dos peixes foram medidos por
espectrofotometria de acordo com a metodologia de Ellis (1990) com modificagcbes
(VILLAMIL et al., 2002). Uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus (Sigma) (0,5
mg/mL) em tampao fosfato 0,04 M, pH 6,2 foi utilizada como substrato. Para a curva
de calibragao utilizou-se lisozima liofilizada (100 ug/mL) de clara de ovo de galinha
em tampao fosfato 0,04 M, pH 6,2. Para cada ensaio foi preparada uma nova curva
padrao. As concentragdes de lisozima utilizadas para a construgdo da curva padrao
foram 100, 50, 40, 30, 20, 15, 12,5, 10, 7,5, 5, 2,5 e 0 ug de lisozima/mL. Para a
realizagdo do ensaio, 30 yL das amostras de plasma e de homogenato de rim de
juvenis de Tilapia e dos padrbes da curva foram pipetadas em triplicata em
microplaca de 96 pocos, incubadas a 35 °C por dois minutos e acrescidas de 200 pL
da suspenséao de Micrococcus lysodeikticus (0,5 mg/mL) em tampéao fosfato 0,04 M,
pH 6,2. Ap6s agitagdo, a reducédo na densidade 6ptica (ADO) foi acompanhada em
espectrofotometro a 492 nm com medidas a cada 30 segundos por 30 minutos. Os

resultados foram expressos em pg de lisozima/mL.

3.7 Determinagao das concentragoes de nitrato/nitrito

O Oxido Nitrico (NO) foi quantificado por meio da formacdo de seus
metabalitos: nitrato (NO3’) e nitrito (NO;'), utilizando-se a reagédo de Griess (GREEN
et al.,, 1982). As amostras de plasma e de homogenato de rim dos animais foram
desproteinizadas (através de incubacdo com sulfato de zinco 10%) (100 pL) foram
incubadas com 200 pL da solugao de Griess (sulfanilamida (1%) (p/v) em HCI 5%
(v/v), N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e cloreto de vanadio 11l 0.05 M (1:1)) em
microplaca durante 40 minutos, a 37 °C (MIRANDA; ESPEY; WINK, 2001; VILLAMIL
et al., 2002). A reacao de NO, com esse reagente produz uma coloragao rosea, que
foi quantificada por meio da leitura das densidades Opticas em leitora de microplacas
em 540 nm. As concentragbes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva
padrdo realizada com uma solugdo de nitrito de sodio (NaNO,) (0-200 uM) e

expressos em UM de nitrato/nitrito.



3.8 Determinagao da atividade da mieloperoxidase

A determinacao da atividade da mieloperoxidase no plasma e rim foi realizada

Figura 8 - Fluxograma dos ensaios imunes
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3.9 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + Desvio Padrdo. Todas as analises
foram realizadas no programa Instat. O delineamento utilizado neste estudo foi o
inteiramente casualizado. A normalidade dos dados foi testada pelo teste de
Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade. A homocedasticidade foi verificada através do
Teste de Bartlett. Quando atenderam aos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade, as comparagdes estatisticas foram submetidas a analise de
variancia e a comparag¢ao das médias foi feita através do Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS DE QUALIDADE DE AGUA E ZOOTECNICOS

A fim de garantir o bem-estar dos animais durante o experimento, a qualidade
de agua do sistema de circulagéo foi monitorada. Durante o periodo do experimento
os padrdes de qualidade da agua se mantiveram dentro do aceitavel para a espécie
(ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004). A temperatura da agua variou entre 24 a 27
°C, o oxigénio dissolvido ficou entre 5,04 a 7,2 mg/L, a aménia oscilou entre 0,1 a
0,25mg/L, o nitrito variou entre 0,025 a 0,2 mg/L, a alcalinidade entre 20 a 30 mg/L,
a dureza da agua ficou entre 40 e 80 mg.L™”' CaCOs e o pH entre 6,5 e 7,0.

Com o objetivo de analisar o efeito da adicdo da biomassa de levedura Y.
lipolytica sobre o crescimento dos peixes foram mensurados alguns parémetros
zootécnicos entre o tratamento controle e os tratamentos com adicdo de biomassa
de levedura. Os parémetros zootécnicos analisados foram o ganho em peso, o
ganho em comprimento (padréo e total), a taxa de sobrevivéncia. Os dados obtidos

constam na tabela 2, abaixo.

Tabela 2 - Parametros zootécnicos de O. niloticus submetidos a dieta com diferentes

niveis de adicdo de biomassa de levedura Y. lipolytica.

Tratamentos  Controle 3% 5% 7%

GP (g) 32,35+£297 3641+206 31,93%4,70" 37,42+2,34"
GCP (cm) 3095+028 3,79+011  3,37+0,36* 4,1220,37"
GCT (cm) 423+025 456+048* 4,06+0,37* 533+021"

TS (%) 98,75% 98,75% 98,75% 95%

Fonte: a autora

GP — ganho em peso; GCP — ganho em comprimento padrdo; GCT — ganho em comprimento total;
TS - taxa de sobrevivéncia; #estatisticamente diferente do controle p <0,05. * estatisticamente
diferente da concentracédo 7% p <0,05.

Em relacdo ao ganho em peso houve diferenga significativa entre o
tratamento controle e o tratamento com 7% de adi¢do. Diferiram significativamente
ainda os tratamentos com adicdo de 5% e 7%. Tendo o tratamento com 7% de

adicdo de biomassa de levedura apresentado melhor desempenho. No que se refere
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ao ganho em comprimento padréo o tratamento com 7% de adi¢gdo de biomassa de
levedura apresentou aumento significativo comparado aos grupos controle e 5%.
Para o ganho em comprimento total, o tratamento com 7% de adicao de biomassa
de levedura segue apresentando o melhor desempenho, sendo significativamente
maior quando comparado aos grupos controle, 3 e 5%. Ainda, ndo foram observadas
alteragdes significativas na taxa de sobrevivéncia dos grupos experimentais e
controle.

Resultados eficientes de ganho de peso e crescimento também foram
observados por outros autores com niveis crescentes de adigdo de levedura na dieta
de peixes. A inclusdo de 1, 2 e 4% da levedura Saccharomyces cerevisiae na dieta
de hibridos de Perca (Morone chysops x Morone saxatilis) proporcionou indices de
ganho de peso 20% maiores em relagdo ao tratamento que recebeu a dieta com
ragcado sem inclusédo de levedura (LI; GATLIN; DELBERT, 2003). Em outro estudo os
autores adicionaram niveis crescentes de levedura spray-dried (0 a 6%) nas dietas
de alevinos de tilapia do Nilo e verificaram melhora linear para o peso, 0O
comprimento, a taxa de eficiéncia proteica e a conversdo alimentar em relagdo ao
aumento do nivel de levedura (MEURER et al., 2000).

Em outro trabalho, avaliou-se a adi¢ao de células integras de levedura e seus
derivados em dietas para juvenis de tilapia do Nilo. Os peixes foram alimentados ad
libitum com dietas isoproteicas e isocaldricas contendo levedura integra de cana-de-
agucar (S. cerevisiae) (Ll), levedura autolisada (LA) e parede celular (PC)
adicionados na proporgao de 25% da proteina bruta total, comparadas com uma
dieta controle (CO), sem adicdo de levedura. O ganho em peso foi melhor nos
peixes alimentados com as dietas LA (114,70 g) e PC (131,03 g), aplicando-se o
indice relativo de comparacao (IRC%), atribuindo-se 100% a média do tratamento
controle, observa-se que os tratamentos LI, LA e PC proporcionaram valores
superiores de ganho de peso (8,04, 13,82 e 30,03%, respectivamente) em
comparagao ao tratamento sem adigdo dos ingredientes teste. Assim como houve
aumento em relagcdo a taxa de crescimento especifico (LA=1,79 e PC=1,93%), a
proteina bruta no ganho de peso (LA=14,45 e PC=15,62%) e ao conteudo corporal
proteico (GONCALVES et. al., 2010).

O melhor desempenho das racbes com o0s niveis mais altos de inclusdo de
levedura podem ser atribuidos a uma melhora na qualidade da racdo quanto a seu

conteudo vitaminico e balango de aminoacidos. Isso pode ser explicado porque,
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através da adicdo da levedura, foram aumentados os niveis das vitaminas do
complexo B e melhorado o balango de aminoacidos, ja que a levedura é uma boa
fonte de vitaminas e aminoacidos essenciais (BUTOLO, 1997).

No presente estudo os parametros zootécnicos apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos que receberam adigdo de biomassa da levedura e
o controle. A adicdo de 7% da levedura da dieta se mostrou a quantidade mais
eficiente para promover melhora nos parametros zootécnicos. Tais resultados
sugerem a eficiéncia da levedura em promover o crescimento e ganho de peso,
demonstrando que a levedura Y. lipolytica pode ser usada com seguranga Ccomo

aditivo na racao de peixes.

4.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Através do sangue é possivel fazer diversas analises que demonstram as
condigdes fisioldgicas, bem como o diagnodstico de enfermidades (TAVARES-DIAS
et al., 2009). Portanto, uma analise dos parametros hematoldgicos pode dar uma
ideia da condigdo do animal ao comparar com os niveis basais para a espécie. Estes
parametros podem ser utilizados no controle de patologias e estresse, seja qual for a
causa e ainda demonstram o estado fisiolégico do animal.

A contagem de eritrocitos, a quantidade de hemoglobina e os indices
hematimétricos de hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) n&o apresentaram diferenga significativa
entre os tratamentos. O hematdcrito e o VCM apresentaram reducao significativa
entre os grupos 5 e 7% de adi¢gédo de biomassa.

Como pode ser observado na tabela 3, no presente trabalho os valores de
eritrocitos, hemoglobina e VCM estdo dentro da faixa proposta para a espécie
Oreochomis niloticus: eritrécitos com valores de 1,31 a 2,47 x10°. uL ~', hemoglobina
de 5a 10 gdL ", VCM 246 a 118,6 fL. J& os valores de hematdcrito e CHCM
encontram-se acima e abaixo, respectivamente, do proposto para a espécie (
hematdcrito de 18,5 a 32,5%, CHCM 20 a 33,8 g.dL™") (TAVARES-DIAS; MORAES,
2004). As alteragbes observadas em todos os grupos experimentais para o
hematocrito e para o CHCM, bem como as redugdes significativas observadas para
o hematocrito e para o VCM no grupo 7% comparado ao grupo 5% podem estar
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relacionadas a alteragcdes da atividade hematopoiética do bago e do rim ou a
situacoes de estresse (SILVA, LIMA, BLANCO, 2012; LABARRERE, et al., 2012).

Tabela 3 - Parametros hematoldgicos do sangue de O. niloticus alimentada com

racao com diferentes niveis de adigao de biomassa de Y. lipolytica.

Controle 3% 5% 7%
Eritrocitos 1,96 + 0,22 1,78 £ 0,19 1,76 £ 0,33 1,76 £ 0,32
Hemoglobina 6,76 £ 0,93 6,99 + 1,47 6,67 + 1,00 6,40 £ 1,20
Hematdcrito 37,69 * 6,61 38,5+5,34 39,56 + 5,25 34,5+ 5,15"
HCM 35,84 + 5,90 40,87 £ 5,77 35,95 + 7,47 35,72 £ 6,82
CHCM 18,57 £ 3,95 18,39 + 3,95 16,72 £ 3,32 19,54 + 3,48
VCM 201,76 +37,87 213,71+ 35,01 219,42 +4243 182,72 + 41,39"

Fonte: a autora

Eritrocitos (><106/mm3); Hemoglobina-Hb (g/dL); Hematdcrito (Hm%); Hemoglobina Corpuscular
Média-HCM (pg); Concentragcdo de Hemoglobina Corpuscular Média-CHCM (g/dL); Volume
Corpuscular Médio-VCM (fL). #p<0,05 estatisticamente diferente de 5%.

Estudos indicam que a adigdo de leveduras, seja na forma integra ou lisada
ou ainda parede celular apresenta poucos efeitos sobre os pardmetros
hematolégicos. Estudo de Hisano et. al.,, (2006) n&o encontraram diferenca
significativa nos parametros hematolégicos ao avaliar os efeitos em juvenis da tilapia
do Nilo da inclusédo de trés niveis de levedura integra ou autolisada (1,0; 2,0 e 3,0%)
e trés niveis de parede celular (0,1; 0,2 e 0,3%). Ainda, Hassaan et al. (2014)
alimentaram tilapias do Nilo com dietas formuladas com quatro niveis de Bacillus
licheniformis (0,0; 0,24 x 10°, 0,48 x 10° e 0,96 x 10° UFC/g) e trés niveis de extrato
de levedura (Diamond VXPC®) (0%, 0,5% e 1%) isolados e em associagao
(simbidtico). Indices hematoldgicos, proteina total e albumina de O. niloticus
aumentaram significativamente na presengca de B. licheniformis até 0,48 x 10°
UFC/g, ja os niveis de extrato de levedura nao tiveram efeito sobre os parametros

hematoldgicos.
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4.3 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CELULAS LEUCOCITARIAS E
TROMBOCITOS

A contagem e identificacdo das células sanguineas, bem como suas
quantidades relativas podem revelar muito sobre o estado de saude de um animal.
Alteracbes na contagem relativa das células sanguineas de defesa podem indicar a
ocorréncia de processos infecciosos, estresse ou situagdes que ativem o sistema
imune (SILVA, LIMA, BLANCO, 2012).

Para os trombdcitos, a contagem em todos os tratamentos foi muito
semelhante demonstrando que o uso da levedura ndo causou alteragdo na
porcentagem de trombdcitos em relagdo ao numero total de eritrécitos (Tabela 4).

Para os leucdcitos totais, a contagem em todos os tratamentos foi muito
semelhante demonstrando que o uso da levedura ndo causou alteragdo na
porcentagem de leucdécitos em relagdo ao numero total de eritrocitos (Tabela 4).

A contagem diferencial de leucécitos apresentou algumas diferengas
significativas. A quantidade relativa de neutréfilos aumentou significativamente
conforme o nivel de adigdo da levedura na dieta comparado ao grupo controle. Além
disso, também houve aumento significativo do numero de neutrdfilos entre os
tratamentos com 5% e 7% de adigdo de biomassa de levedura comparados ao

grupo 3%, como pode ser observado na tabela 4.
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Tabela 4- Contagem total de leucocitos e trombdcitos e contagem diferencial de
células de defesa do sangue de O. nilotius alimentadas com ragdo com diferentes

niveis de adicdo de biomassa de Y. lipolytica.

CONTROLE 3% 5% 7%
Trombécitos (%) 0,66 + 0,42 0,72 +0,38 0,66 + 0,33 0,49 + 0,22
Leucdcitos totais (%) 6,42 + 1,21 6,86 + 0,74 6,75 + 0,90 6,50 + 0,45
Neutréfilos (%) 26,88 + 6,49 35,91 +3,53* 40,40 +2,74* 4387 +312*
Linfocitos (%) 67,82 + 5,61 61,15+ 3,74* 56,35+ 2,48** 53,08 + 3,72**
Mondcitos (%) 2,29 + 0,66 2,76 + 0,63 3,37 +0,69** 228+0,53

Fonte: a autora
*p<0,05 estatisticamente diferente do controle. # p<0,05 estatisticamente diferente de 3%. $ p<0,05

estatisticamente diferente de 7%.

Os neutréfilos sdo componentes do sistema imunolégico que formam a
primeira linha de defesa celular contra agentes invasores e tém como fungéo a
fagocitose. Essas células estdo envolvidas com a defesa inata, ndo especifica e
rapida (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Além disso, sao células sensiveis a
desnutricdo proteica e energética, e seus valores podem variar de acordo com a
composicdo da dieta do peixe (FLAJINIK, DU PASQUIER, 2004). Os resultados
obtidos corroboram essa observagao, pois 0os maiores valores de neutrofilos foram
constatados nos peixes alimentados com dietas com adicdo de biomassa de
levedura. Como as leveduras sao fontes de proteinas, as doses mais altas de adicéo
de biomassa podem ter fornecido maior aporte proteico comparados aos grupos com
taxas mais baixas e com o controle.

Em estudo avaliando a inclusdo de 1, 2 e 4% da levedura S. cerevisiae na
dieta de hibridos de Perca (Morone chysops x Morone saxatilis), a suposi¢cao da
capacidade imunoestimulante das leveduras foi reforcada testando parametros como
a produgao de radicais oxidativos, neutréfilos no sangue, producdo de anion
superoxido extracelular e intracelular, de macrofagos no rim cefalico e lisozima
sérica apds 16 semanas de alimentagdo de cada dieta. Verificou-se que os peixes
alimentados com 2% de levedura de cerveja tiveram aumento significativo (P <0,01)

nos radicais oxidativos e neutréfilos no sangue, produgdo de anion superoxido
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extracelular e macrofagos no rim cefalico do que peixes alimentados com a dieta
controle. Sem diferenga significativa para os outros parametros (LI; GATLIN;
DELBERT 2003).

Além dos neutréfilos, os mondcitos e macréfagos sao células envolvidas na
resposta imune inata. Quando os mondcitos migram do sangue para os tecidos
maturam e se tornam macrofagos. Os macréfagos respondem a presenga de
microrganismos quase tao rapidamente quanto os neutréfilos, mas persistem por
muito mais tempo no local da infecgédo e, portanto, sdo as células dominantes nos
processos tardios de resposta imune inata (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Em
relacdo a contagem dos mondcitos foi observado aumento significativo para o grupo
5% em relag&o aos grupos controle, 3 e 7% de biomassa. O aumento no numero de
monocitos na concentracao 5% de adicdo de biomassa de levedura indica que sua
aplicacdo na dieta pode melhorar a capacidade de resposta do sistema imune,
deixando os animais mais preparados para o combate a agentes invasores.

Por outro lado, foi observado uma redugdo significativa na contagem
diferencial de linfocitos em todos os grupos de tratamento comparado com o grupo
controle assim como dos grupos 5% e 7 %, em relagdo ao grupo 3% de biomassa.
Os linfécitos sao leucdcitos que estdo relacionados a produgdo de anticorpos e
resposta celular humoral e, portanto, estdo envolvidos na defesa especifica. Estes
resultados podem indicar que a levedura teve efeito imunoestimulante na imunidade
inata demonstrado pelo aumento no numero de neutréfilos e mondcitos, mas nao na
imunidade adaptativa demonstrado pela diminuicdo do numero de linfécitos.

Em geral a linfopenia esta associada a algumas condi¢gdes como a resposta
secundaria de estresse. Em relacdo aos leucdcitos sob condicbes de estresse, em
geral resultam em bloqueio da produgao de linfocitos, monocitopenia e neutrofilia
(ANDERSON; SIWICK, 1994). Porém entre os grupos do presente estudo nao
houveram diferencas de estresse aos quais os animais foram submetidos, visto que
as coletas seguiram o mesmo procedimento. A conclusdo que se pode chegar € que
a levedura atuou como imunoestimulante nas células fagocitarias (neutrofilos e

mondcitos) mas nado teve ag&o nos linfocitos.



47

4.4 NiVEIS DE LISOZIMA

Um componente do sistema imune bastante importante € a lisozima. Esta
enzima é um agente bacteriolitico encontrado em varias espécies de peixes
marinhos e de agua doce (LIE et al., 1989). Ela é produzida durante as infecgdes e é
capaz de lisar a parede celular de bactérias, atuando nas ligagbes beta 1,4
glicosidicas entre o acido N-acetiimuramico e o acido N-acetilglicosaminico
(PAULSEN et al., 2003). Avaliar o nivel de lisozima dara uma ideia de como os
animais estao preparados para resistir a uma infeccdo e ainda, se a adicdo da
biomassa de levedura na dieta pode interferir neste parametro.

Foram analisados os niveis de lisozima no plasma e no rim dos animais.
Observou-se um aumento significativo da atividade da lisozima plasmatica
compativel com o aumento da adi¢do de levedura na dieta das tilapias. Por outro
lado, ndo houve alteracdes dos niveis de lisozima renais, conforme pode ser
observado na figura 9. Os niveis de lisozima sérica podem ser utilizados como
indicador de respostas imunes nao especificas em peixes (TORT; BALASCH;
MACKENZIE, 2003) e os aumentos observados neste estudo indicam que a
levedura atua como estimulante do sistema imune inato, em especial de alguns

leucocitos da corrente sanguinea.
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Figura 9 - (A) Niveis da enzima Lisozima em ug/mL no plasma; (B) Niveis da enzima
Lisozima em pg/mL no rim de O. niloticus alimentada com racédo com diferentes

niveis de adicdo de biomassa de levedura Y. lipolytica. Os valores sdo expressos

como média + DP; n=16 para cada tratamento.
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Outros estudos com adicdo de probidticos na racdo obtiveram resultados
semelhantes em relagédo aos niveis de lisozima. Um estudo com juvenis de linguado
(Paralichthys olivaceus) alimentados com mistura de probidticos (Lactobacillus
plantarum, L. brevis, L.acidophilus, B. subtilis e S. cerevisiae) e extratos vegetais
concluiu que a resposta imune e em especial a atividade da lisozima aumentaram
significativamente em peixes alimentados com dieta suplementar das semanas 4 a
12 em comparagao com o controle (HARIKRISHNAN et al., 2011). Além disso, o uso

de S. cerevisiae na dieta de tilapias promoveu aumento do numero de mondcitos e
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da capacidade fagocitica bem como da atividade da lisozima nos animais
alimentados com 3,5% de levedura e desafiados com a bactéria Streptococcus
agalactiae (AMIN; JUSADI; SUKENDA, 2015). Ainda, o uso do S. cerevisiae em
garoupas demonstrou que na medida em que as concentragdes de levedura
adicionadas a dieta foram aumentando foi observado aumentos proporcionais na
atividade sérica da lisozima, do sistema complemento alternativo, da atividade
fagocitica, do nivel de explosé&o respiratéria e da atividade da superdxido dismutase
(SOD) dos leucacitos do rim cefalico (CHIU et al., 2010).

Um estudo investigou o potencial prebiético de Immunowall® (um prebidtico
comercial que consiste em alta concentragdo de B-glucano de levedura (BG) e
mananoligossacarideos (MOS)) na nutricdo e desempenho de saude da tilapia do
Nilo Oreochromis niloticus. Trés grupos de peixes foram alimentados com dietas
contendo 0%, 0,1% e 0,2% de Immunowall® por dois meses. A resposta
imunoldgica nao especifica (por exemplo, atividade fagocitica, indice fagocitico
e atividade da lisozima ) foram superiores em 0,2% Immunowall® (ABU-ELALA et
al., 2018).

Considerando que na constituicdo de leveduras em geral existem diversas
substancias como B-glucanos e manoproteinas que possuem potencial
imunoestimulante tanto de respostas humorais (atividade da lisozima e
complemento) quanto celulares (atividades de ruptura fagocitica e respiratéria e
morte bacteriana) in vitro e in vivo (CHEN; AINSWORTH, 1992), podemos supor que
o uso da levedura Y. lipolytica na ragao para tilapias apresenta potencial para

melhorar o sistema imune dos animais durante o ciclo produtivo.

4.5 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Enzima envolvida na destruicdo dos microrganismos invasores durante a
fagocitose, a atividade da mieloperoxidase (MPO) plasmatica apresentou diferencga
significativa para os grupos 3 e 5% comparados ao grupo controle. Ainda, o grupo
7% apresentou uma atividade significativamente menor comparado aos demais

tratamentos (3 e 5%). Para a MPO renal também foram observadas diferencas
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significativas. O grupo 3% apresentou um aumento significativo de atividade da
mieloperoxidase quando comparado aos grupos controle, 5 e 7%(figura 10).

Foi observado que concentracbes mais baixas de adicdo de biomassa de
levedura na alimentagao obtiveram maior nivel de atividade da MPO em relacéo ao
controle e a concentracdo mais alta, tanto no rim quanto no plasma. Um estudo com
carpa (Catla catla) que recebeu administracdo alimentar do probidtico Bacillus
amyloliquefaciens FPTB16 em trés niveis de inclusdo diferentes, 1 x 10° 1 x 10%¢e 1
x 10’ UFC/g, observou que a atividade da mieloperoxidase bem como outros
marcadores de resposta imune apresentaram aumento significativo em peixes
alimentados com 10% e 10° UFC/g de B. amyloliquefaciens, com os maiores valores
observados no caso de 10° UFC/g (DAS et. al., 2013), diferentemente do observado
no presente trabalho, onde os niveis de adigdo de levedura mais baixos foram os
que apresentaram diferenca significativa em relagéo a este parametro.

Em outro estudo foi avaliado o papel de Y. lipolytica N-6, de um ambiente
natural hipersalino como imunoestimulante da resposta imune inespecifica em
Pargo-vermelho (Lutjanus peru) apés desafio com Vibrio parahaemolyticus. Foi
observado um aumento significativo na resposta imune inespecifica, como explosao
respiratoria, atividade fagocitica, éxido nitrico e atividade da mieloperoxidase. Além
disso, foi observado também aumento nas atividades de superdxido dismutase e
catalase e redugdo da apoptose de leucécitos causada por V. parahaemolyticus.
Estes resultados apoiam a hip6tese de que a levedura Y. lipolytica pode estimular os
parametros imunes inespecificos e o mecanismo imunolégico antioxidante nos
leucocitos (ALAMILLO et al., 2017).

Portanto as concentragdes 3% e 5% de adigdo de biomassa de levedura na
dieta dos peixes pode ter funcionado como imunoestimulante. A maior atividade da
MPO indica que os animais que receberam este nivel de adicdo na dieta estio
melhor preparados para responder a agentes causadores de enfermidades em
comparagao aos animais que nao receberam a adigcao de biomassa de levedura na

racao.
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Figura 10 - (A) Atividade da enzima mieloperoxidase no plasma; (B) Atividade da
enzima mieloperoxidase no rim de O. niloticus alimentada com ragao com diferentes

niveis de adigdo de biomassa de Y. lipolytica. Os valores s&o expressos como media

+ DP; n=16 para cada tratamento.
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4.6 CONCENTRAGCOES DE NITRATO/NITRITO

O nivel de o6xido nitrico NO é medido indiretamente pelo conteudo de
nitrito/nitrato. O radical 6xido nitrico (NO) esta implicado em uma variedade de
processos como neurotransmissao, morte de células tumorais, imunidade e
processos inflamatérios, com efeitos citoprotetores e citotoxicos (MOSHAGE, et al.,
1995).

Foram avaliados os niveis de nitrito/nitrato no plasma e no rim das tilapias. Na
analise do plasma, os maiores niveis de nitrito/nitrato foram encontrados nos
tratamentos com adigédo de 3% e 5% de biomassa de levedura na ragao comparados
com o grupo controle. Ainda, foi observada diferencga significativa entre os grupos 3
e 7% de tratamento. Por outro lado, na analise dos homogenatos de rim os niveis de

nitrito/nitrato n&o apresentaram diferenca significativa (figura 11).
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Figura 11 - (A) Concentragdo de nitrito/nitrato no plasma; (B) concentragdo de
nitrito/nitrato no rim de O. niloticus alimentada com racdo com diferentes niveis de
adicdo de biomassa de levedura Y. lipolytica. Os valores s&o expressos como média

+ DP; n=16 para cada tratamento.
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Considerando o potencial de leveduras atuarem como imunoestimulantes, um
estudo utilizando diferentes concentragdes (zero; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2%) de um
prebiotico de levedura (GroBiotic®-A) durante 8 semanas em solha juvenil
(Platichthys stellatus) demonstrou um aumento significativo do conteudo de 6xido
nitrico nos tratamentos com as concentragées mais elevadas de prebidtico (WANG
et al., 2016). Outro estudo buscou demonstrar os efeitos da adigdo de levedura
nucleotidica (Nu-Pro®) (NP) a proteina base, sobre a atividade enzimatica

antioxidante e a resposta imune em tecidos hepaticos e sanguineos da truta arco-iris
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(Oncorhynchus mykiss). Ao longo do periodo de crescimento de 60 dias, o grupo de
controle foi alimentado com uma dieta basal a base de farinha de peixe, e trés outros
grupos foram alimentados com dietas nas quais 20 (NP 20), 40 (NP 40) e 60% (NP
60) de farinha de peixe foram substituidos com nucleotideo (levedura Nu-Pro®
(NP)). As atividades da lisozima sérica (LYZ) e da mieloperoxidase (MPO) e o nivel
de oxido nitrico (NO) do tecido hepatico aumentaram significativamente (p <0,05) em
peixes alimentados com dietas de proteina a base de levedura nucleotidica. Os
resultados mostraram que os peixes em todos os grupos suplementados
apresentaram atividade antioxidante e respostas imunolégicas significativamente
melhores (OZLUER-HUNT et al., 2016)

A partir destes dados e considerando o presente resultado de nitrito/nitrato
bem como o perfil de atividade da mieloperoxidase e da lisozima podemos sugerir
que a adigdo de biomassa da levedura Y. lipolytica apresenta um excelente potencial

como imunoestimulante nas concentragées mais baixas utilizadas de 3 e 5%.
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5. CONCLUSOES

A adigdo de biomassa da levedura Y. lipolytica influenciou no crescimento,
levando a um incremento do ganho de peso, comprimento padrao e comprimento
total na concentragéo 7% de adigéo de levedura.

Em relagédo aos parametros hematoldgicos o hematécrito esteve acima da
média para a espécie em todos os grupos e o CHCM esteve abaixo da média para a
espécie em todos os grupos, situagdo que pode ser indicativo de estresse. Porém
nao houve diferenca entre os tratamentos e o controle, demonstrando que o uso de
biomassa da levedura Y. lipolytica como suplemento na alimentagao de tilapias é
seguro e ndo afetou a distribuicdo e circulagdo de oxigénio.

O uso da levedura promoveu melhora na capacidade de resposta imune inata
uma vez que estimulou aumento das células de defesa como neutréfilos e mondcitos
no sangue dos animais.

Houve aumento de atividade da lisozima e da mieloperoxidase bem como do
conteudo de nitrito/nitrato plasmaticos nos grupos tratados com levedura condizente
ao aumento dos niveis de leucdcitos na corrente sanguinea.

A adicdo de biomassa de levedura promoveu aumento de atividade de
mieloperoxidase renal sem modificar a atividade de lisozima e o conteudo de
nitrito/nitrato indicando que os alvos de acdo imunoestimulatérios principais da
levedura estejam na corrente sanguinea.

Considerando as respostas fisiologicas dos sistemas hematologico e imune
apos a suplementacdo concluimos que o uso da levedura em concentracdes mais
baixas como 3 e 5% apresenta efetividade e seguranga para aplicagdo com

imunoestimulantes na dieta de tilapias do Nilo.
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