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RESUMO

O selénio (Se) é um mineral essencial para o bom desempenho zootécnico
dos peixes. E poderoso antioxidante, auxilia a homeostase do horménio da
tireoide e potencializa a imunidade e a fertilidade. A digestibilidade e metabolismo
do selénio variam conforme a fonte ingerido. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos de fontes e niveis de selénio dietario para alevinos e juvenis
da tilapia-do-nilo. Usaram-se 36 aquarios com 160 litros de agua, distribuindo 90
peixes de 0,135+0,001g por aquario. Apés 28 dias, reduziu-se a densidade para
15 peixes por aquario. O delineamento foi o inteiramente casualizado, com
tratamentos em esquema fatorial (4 x 2) + 1 (quatro niveis e duas fontes de
selénio mais um controle), e quatro repeticoes. Os tratamentos avaliados foram
dieta sem suplementacao (controle), com suplementacdo por Se-levedura (0,25;
0,50; 0,75 e 1,00mg Se kg™ da dieta) e com suplementacdo de selenito de sédio
(Na;SeOs) (0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mg Se kg' da dieta). Analisaram-se a
sobrevivéncia, o peso, 0 comprimento, a conversao alimentar aparente, o indice
hepatossomatico, a uniformidade do lote e a atividade da glutationa peroxidase.
Aos 28 dias, o comprimento total foi maior para grupos suplementados com
selénio, independentemente do nivel. Na suplementacédo com 0,25 mg Se kg™
dieta, Se-levedura foi mais bem comparado ao selenito de sodio. Aos 84 dias, 0
peso e o comprimento total dos grupos que receberam dietas suplementadas com
o mineral foram estatisticamente melhores (15,5+2,3 g e 9,0+0,4 cm),
comparados ao grupo-controle (12,7+1,2 g e 8,3%£0,2 cm), independentemente do
nivel avaliado. A atividade da enzima glutationa peroxidase também foi maior nos
grupos suplementados. Portanto, é necessario suplementar com selénio a dieta

da tildpia-do-nilo.

Palavras-chave: selénio organico, selenito de sodio, crescimento, glutationa

peroxidase, peixes.
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ABSTRACT

The selenium (Se) is an essential mineral to the good fish zootechnical
development. It is an important antioxidant; helps the thyroid hormone
homeostasis and potentiates the immunity and fertility. The selenium digestibility
and metabolism vary according to the ingested source. This way this study aim
was evaluate the dietary selenium sources and levels to Nile Tilapia fingerling and
juveniles. It was used 36 aquariums, 160 litters each, with 90 fishes of
0.135+0.001 g per aquarium. 28 days later the density was reduced to 15 fishes
per aquarium. The statistical design was completely randomized, in which the
treatments were into a factorial scheme (4x2) + 1 (four levels, two sources of
selenium, and one control) with four replications. The evaluated treatments were:
diet without supplementation (control); diet with Se-yeast and supplementation
(0.25, 0.50, 0.75, and 1.00 mg of Se kg™* into the diet) and diet with sodium
selenite (Na,SeOs) supplementation (0.25, 0.50, 0.75, and 1.00 mg of Se kg™ into
the diet). Surviving, weigh, length, apparent alimentary conversion, hepatosomatic
index, lot homogeneity, and the glutathione peroxidase activity were analyzed. At
28 days the total length was higher to the groups supplemented with Se,
regardless the Se level. The diet with 0.25 mg of Se kg™ of feed the Se-yeast
source was better than the Na,SeO3-Se source. At 84 days the total weigh and
length of groups supplemented with Se were statistically better (15.5+2.3 g and
9.0+0.4 cm) when compared to the control (12.7+1.2 g and 8.3+0.2 cm),
regardless to the evaluated level. The enzyme peroxidase glutathione activity was
also higher in the supplemented treatments. This way the Nile Tilapia diet must be

supplemented with selenium.

Keywords: organic selenium, sodium selenite, growth, glutathione peroxidase, fish.
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INTRODUCAO

A atividade aquicola brasileira, notadamente a piscicultura, tem-se
desenvolvido de forma acelerada, caracterizando-se pelo aumento dos indices
produtivos, conferindo ao Brasil potencial de grande produtor de pescado. Este
cenario depende diretamente do continuo descobrimento cientifico e tecnoldgico

nos campos de genética, nutricdo, sanidade e manejo.

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é, atualmente, a espécie de peixe
mais cultivada no mundo, sendo produzida em mais de cem paises. A alta
demanda e a melhora das tecnologias produtivas tém aumentado a preferéncia
por sistemas intensivos de producdo. Nestas condicdes, torna-se necessaria a
utilizacdo de racdo capaz de suprir as necessidades nutritivas, tanto em
macroelementos, como as proteinas, os lipideos, e em microminerais como o
selénio (KUBITZA, 2011).

Dentre os microminerais, o selénio € essencial para os animais, incluindo
0s peixes, e a funcdo mais conhecida é a de antioxidante, por ser parte integrante
da enzima glutationa peroxidase. Esta enzima protege o tecido celular contra o
estresse oxidativo, catalisando as reacdes que convertem o peroxido de
hidrogénio em agua, e os hidroperéxidos de lipideos a acidos graxos alcodlicos. O
nivel de atividade desta enzima é indicativo do suprimento de selénio para o
organismo, pois sua atividade no eritrécito, no plasma e em outros tecidos
apresenta proporcéo direta com a ingestéo deste mineral. Outro papel importante
de selénio é atuar contra a toxicidade de metais pesados, como cadmio e
mercurio (HALVER; HARDY, 2002).

Além de antioxidante, o selénio é necessario para a sintese de hormonios
tireoidianos, que participam do crescimento e reprodugcdo, sendo que as
sindromes de deficiéncia de iodo sdo mais graves quando ha também deficiéncia
simultanea de selénio (FERREIRA et al., 2002). Em acdo conjunta com a vitamina

E, este mineral também previne a distrofia muscular (WATANABE et al., 1997).

O peixe pode absorver o selénio tanto da dieta como da agua onde a
concentracdo é menor que 0,0001 mg L™. J4 a toxicidade para os organismos

aquéticos ocorre em intervalos que variam entre 0,04 e 0,13 mg L™ (WATANABE
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et al.,, 1997). De acordo com 0Ss mesmos autores, o0 selénio aquatico é
eficientemente absorvido pelas branquias, sendo estocado em varios tecidos na
forma inorgéanica (selenito). O selénio presente na dieta € estocado na forma
organica, sendo que as margens entre o nivel exigido e o toxico sdo proximas. A
exigéncia minima deste mineral para os peixes varia entre 0,2 e 0,5 mg kg™ da
dieta, tornando-se prejudicial a partir de 3,0 mg kg™ de racdo (WATANABE et al.,
1997).

O selénio esta disponivel em varios componentes, alimentares ou nao, nas
formas de selenito e selenato, que sdo compostos inorganicos, e na forma
organica representada pela selenometionina, selenocistina e selenocisteina. Em
estudos realizados com peixes, a selenometionina foi mais bem assimilada pelo
salméo-do-atlantico (Salmo salar) (BELL; COWEY, 1989). Em outro estudo
avaliando a biodisponibilidade de selénio para o bagre-do-canal (Ictalurus
punctatus), Wang e Lovell (1997) concluiram que a exigéncia se selénio para o
ganho de peso foi de 0,09 e 0,28 mg kg” da dieta, para selenometionina e
selenito de sadio, respectivamente. Para o jundid (Rhamdia quelen), alimentado
com 0,6 mg de selénio kg’ da dieta, nas relacdes 1:1; 1:0 e 0:1 de selénio-
-levedura: selenito de sodio, o0 melhor crescimento e uniformidade do lote foi para

dieta contendo exclusivamente o selénio-levedura (PIEDRAS et al., 2005).

O suprimento adequado de selénio na dieta de peixes melhora o
crescimento (BELL et al., 1987; MONTEIRO et al., 2007; WANG et al., 2007), a
sobrevivéncia e a uniformidade do lote (PIEDRAS et al., 2005). Por outro lado, a
deficiéncia deste mineral pode causar a reducdo do crescimento, distrofia
muscular, anemia e hemorragia, assim como o excesso pode resultar, também,
na reducédo do crescimento, na diminuicdo da eficiéncia alimentar e no aumento
da mortalidade (WATANABE et al., 1997). Portanto, ha necessidade de
conhecimento da suplementacdo adequada deste mineral na dieta de peixes
produzidos em cativeiro, como a tilapia-do-nilo, para proporcionar melhor

desempenho nas diferentes fases de produgéo.
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REVISAO DA LITERATURA

A aquicultura continua sendo o setor que mais cresce em producédo de
alimento de origem animal. O consumo per capita de pescado aumentou de 0,7
kg em 1970 para 7,8 kg em 2008, numa taxa média de crescimento anual de 6,6
% (FAO, 2010). De acordo com esta organizagcao, em 2008, o suprimento mundial
de pescados advindos de pesca e aquicultura foi cerca de 142 milhdes de

toneladas, sendo 36,9 % oriundos de aquicultura.

No Brasil, a producé&o de pescado em 2009 foi 1,24 milhdes de toneladas,
sendo 416 mil toneladas (33,5 %) supridos pela aquicultura. A producdo de

tilapias neste ano foi 133 mil toneladas (MPA, 2010).

1 Tildpia-do-nilo

A tilapia é um ciclideo africano de agua doce sendo conhecidas mais de 70
espécies (EL-SAYED, 2006; KUBITZA, 2011). As espécies mais importantes para
a aquicultura sdo do género Oreochromis, destacando-se a tilapia-do-nilo (O.
niloticus), a tilapia-de-mogcambique (O. mossambicus), a tilapia-azul (O. aureus), e
tilapia hornorum (O. urolepis hornorum) (KUBITZA, 2011; NG; HANIM, 2007;
WATANABE et al., 2002).

A tilapia apresenta carne branca de textura firme, sabor delicado e facil
filetagem, ndo possui espinha intramuscular em forma de “Y” (SIMOES et al.,
2007; WATANABE et al., 2002), com tolerancia a uma ampla gama de condicfes
ambientais (como temperatura, salinidade, baixo oxigénio dissolvido, etc.),
resisténcia ao estresse e as doencas, capacidade de se reproduzir em cativeiro e
tempo de geracdo curto. Imediatamente apds a absorcdo do saco vitelino, ja
aceita alimentos artificiais (EL-SAYED, 2006; KUBITZA, 2011). Para o
crescimento da tilapia-do-nilo, a temperatura adequada esta entre 27 a 30 °C e pH

proximo ao neutro (7,0).

Além dos atributos acima citados, o rapido aumento global da producao de

tilapia €, em parte, devido a introducédo de variedades melhoradas de tilapia-do-
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-nilo. Uma das tilapias mais populares e com sucesso € a tilapia geneticamente
melhorada (Genetically Improved Farmed Tilapia - GIFT), linhagem desenvolvida
pelo WorldFish Center (ASIAN DEVELOPMENT BANK, 2005; FULBER et al.,
2010; NG; HANIM, 2007).

Com a intensificagdo do cultivo das tilapias em diversos paises, inclusive
no Brasil, utilizando tanques-rede, raceways (tanques com alto fluxo de agua), e
viveiros com recirculacdo de agua, onde a disponibilizacao de alimento natural é
limitada, houve aumento na incidéncia de doencas nutricionais. Estes sistemas
mais intensivos demandam o uso de racfes nutricionalmente completas, em que
todos os nutrientes devem estar presentes de forma equilibrada e em quantidades
que supram as exigéncias dos peixes para o adequado crescimento, saude e
reproducdo. O enriquecimento de vitaminas e minerais, nestas ragfes, €
necessario, pois apesar de os peixes poderem absorver minerais como o calcio
diretamente da agua, as exigéncias da maioria destes elementos sdo satisfeitas
atraves dos alimentos (KUBITZA, 2011).

Segundo Pezzato et al. (2004), as reais exigéncias nutricionais estao
diretamente relacionadas aos seguintes fatores: espécie, fase de
desenvolvimento, sexo e estadio de maturacdo sexual, sistema e regime de
producdo, temperatura da agua, frequéncia de arragoamento e qualidade da
dieta.

2 Selénio

O selénio € um microelemento mineral indispensavel aos animais. Em
1935, foi identificado como um fator toxico presente nas forragens (NUNES,
1998), e sua essencialidade foi reconhecida desde 1957 (ANDRIGUETO et al.,
1981). O selénio pode atuar como fator de crescimento, poderoso antioxidante e
tem propriedades anticancerigenas, suporta homeostase do horménio da tireoide,
a imunidade e a fertilidade (PEZZATO et al., 2004; RAYMOND; RALSTON, 2004;
UNDERWOOD; SUTTLE, 1999). Atua também na prevencao da degeneragédo do
figado, da didtese exsudativa e da distrofia muscular nutricional (ANDRIGUETO et

al., 1981). De modo geral, sua caréncia resulta em retardamento do crescimento,
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estados patolégicos e morte, enquanto sua toxicidade se traduz por perda de
apetite, atrofia do coragéo e morte (ANDRIGUETO et al., 1981).

O selénio esta presente em varios componentes alimentares e existem
compostos considerados como fontes de suplementacdo desse mineral. O
selenito e o selenato sdo compostos inorganicos, enquanto a selenometionina, a
selenocistina e a selenocisteina sdo compostos organicos desse mineral. Para
animais, normalmente, esse mineral entra na cadeia alimentar através da
incorporacdo de proteinas vegetais, como aminoacidos selenocisteina e
selenometionina (MCKENZIE et al., 1998; NRC, 1993). Ja produtos de origem
marinho, como a farinha de peixe, utilizados em dietas para peixes fornecem
adequada concentracédo de selénio, enquanto a concentracdo desse mineral em
ingredientes vegetais varia (PEZZATO et al., 2004), em fungéo da espécie e da
parte da planta amostrada e do nivel desse elemento no solo em que crescem
(COMBS; COMBS, 1984; LALL, 2002; UNDERWOOD; SUTTLE, 1999).

O selénio soluvel é rapidamente absorvido pela mucosa intestinal. E
eliminado pelos rins, intestino e pulmdes, sendo neste caso, caracteristico um
odor aliaceo (correspondem ao odor de alho) no ar expirado por animais que

ingeriram doses relativamente altas do elemento (ANDRIGUETO et al, 1981).

A selenoproteina ou subunidade de proteinas tém sido detectadas em
células animais, ocorrendo em tecidos especificos. As atividades de
selenoproteinas podem ser especialmente importantes no cérebro, hipdfise e
tireoide, uma vez que é virtualmente impossivel esgotar o selénio presente
nesses tecidos. A selenometionina € bioquimicamente equivalente & metionina e é
considerada como um compartimento de armazenagem regulamentada para o
selénio. Em contraste, selenocisteina é rigidamente regulamentada e incorporada
a numerosas proteinas que executam fun¢des bioldgicas essenciais (RAYMOND;
RALSTON, 2004).

Bioquimicamente, as funcdes conhecidas de selénio sao:

e antioxidante ndo especifico que protege as membranas celulares e o0s
tecidos contra a peroxidacdo, fazendo parte da enzima glutationa
peroxidase. Esta enzima atua na desintoxicacdo do peroxido de hidrogénio

e de outros peroxidos organicos, catalisando as reacdes que convertem o
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Caunesp

peréxido de hidrogénio a dgua e os acidos graxos hidroperoxidos a acidos
graxos alcoolicos, forma esta de protecdo das membranas celulares contra
danos da oxidacdo (NRC, 1993; NUNES, 1998; PEZZATO et al., 2004;
WATANABE et al., 1997);

atua na biossintese da ubiquinona ou coenzima Q (envolvida no transporte
de elétrons) (NUNES, 1998);

participa do transporte de hidrogénio na cadeia respiratéria (NUNES,
1998);

influencia na absorcdo e na retencdo da vitamina E e de triglicerideos
(NUNES, 1998). Juntamente com a vitamina E, o selénio é capaz de
prevenir a distrofia muscular nutricional (HALVER; HARDY, 2002; LALL,
2002; PEZZATO et al., 2004; WATANABE et al., 1997). Por sua vez, a
enzima glutationa peroxidase e a vitamina E, ambas antioxidantes,
interagem protegendo a célula de agentes oxidantes e, por isso,
prevenindo o aparecimento de patologias, tais como doenca do musculo
branco, necrose hepatica, e diatese exsudativa, que ocorrem em aves,
suinos, bovinos e outros animais (NUNES, 1998). Este mesmo autor
destaca que a vitamina E evita a formacdo de peroxidos, enquanto a

glutationa peroxidase destréi os peroxidos formados;

substitui o enxofre na cisteina, formando o selénio-cisteina e, nesta forma,
participa das enzimas deiodases, um grupo de enzimas encontradas em
inUmeros tecidos corporais e um dos responsaveis pela degradacao dos
hormaonios tireoidianos (ANDRIGUETO et al., 1981);

atua também no metabolismo dos horménios da tireoide, por ser um
constituinte de 5’-iodinase, enzima atuante no metabolismo dos hormoénios
da tireoide (FERREIRA et al., 2002). Segundo Baldisserotto (2002), estes
horménios sdo essenciais para o desenvolvimento, crescimento e
metamorfose em algumas espécies de peixes. Na reprodugdo, O0s
hormonios tireoidianos (principalmente o T3) potencializam a acédo do
horménio liberador das gonadotrofinas | e Il no inicio do desenvolvimento

ovariano;
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e compostos de selénio também séo capazes de proteger contra a toxicidade

de metais pesados, como cadmio e mercurio (WATANABE et al., 1997);

e atua na manutencdo de grupos sulfidrilas, vitais na forma reduzida, na
sintese de hormoénios derivados de acido araquidénico e no metabolismo
de compostos estranhos ao organismo, como compostos aromaticos
derivados de plantas e pesticidas. Esse mineral também age como cofator
no metabolismo de certos aldeidos, por exemplo, o formaldeido e o
metioglioxal e, supostamente, no transporte de alguns aminoacidos nos
rins (HALVER; HARDY, 2002; LALL, 2002; PEZZATO et al., 2004,
WATANABE et al., 1997).

Tanto a deficiéncia quanto o excesso de selénio na dieta podem resultar na
reducdo do crescimento, da fertilidade e da producéo de anticorpos (PIEDRAS et
al., 2005). A concentracdo de selénio e a atividade da glutationa peroxidase no
figado e musculo refletem o suprimento de selénio dietario (UNDERWOOD;
SUTTLE, 1999), pois a atividade da glutationa peroxidase no eritrécito, no plasma
e em outros tecidos decresce em propor¢cao direta com a reducédo na ingestao
deste mineral (HALVER; HARDY, 2002; LALL, 2002).

Doencas causadas por deficiéncia de selénio tém sido problema grave em
animais de producdo, em muitas partes do mundo, como hepatose dietética,
diatese exsudativa causada em decorréncia de edemas dos tecidos do corpo e
distrofia muscular nutricional, o que pode ser prevenido pela suplementacao
dietaria de selénio (TINGGI, 2003). Além disso, o suplemento com selénio previne
condi¢cBes inflamatorias e aumenta a protecdo contra a carcinogénese, devido a
reacdo da glutationa em eritrocitos para formar selenodiglutationa, um composto
que possui propriedades anticancerigenas e induz a apoptose de células tumorais
(MCKENZIE et al., 1998), e é radioprotetor eficaz, possivelmente devido a acao

de selénio na forma do antioxidante glutationa peroxidase (TUJI et al., 2005).

O efeito toxico de selénio é de menor importancia pratica do que sua
deficiéncia, embora também possa provocar grandes prejuizos. Os sintomas de
intoxicag&o cronica por selénio tém sido observados em animais que receberam
alimentos perigosamente ricos em selénio (NUNES, 1998). De acordo com

Andrigueto et al. (1981), a toxicidade de selénio € minimizada por um alto teor de
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proteina na dieta, bem como de arsénio. A proteina elevada reduz a toxicidade
pela formacao de seleniotrissulfito, dos grupamentos dissulfito do pool metabdlico.
O arsénio, por sua vez, aumenta a excrecao de selénio via bile, formando um

complexo arsénio-selénio.

Em peixes do Lago Belews, Lemly (2002) verificou sintomas de intoxicagao
cronica por selénio como: 1) telangiectasia (inchaco) das lamelas branquiais; 2)
linfécitos elevados; 3) reducdo do hematécrito e hemoglobina (anemia); 4)
catarata da coOrnea; 5) exoftalmia; 6) alteracbes patoldgicas no figado, rins,
coracdo e ovario (por exemplo, vacuolizacdo dos hepatdcitos do parénquima
pulmonar, necrose e ruptura de foliculos do évulo maduro); 7) falha reprodutiva
(diminuicdo da producdo de ovos viaveis devido a patologia ovariana e
mortalidade pés-eclosdo devido a bioacumulacdo de selénio em ovos); 8)

deformidades teratogénicas da coluna, cabeca, boca e nadadeiras.

Ao investigar o sucesso reprodutivo em truta (Oncorhynchus clarki lewisi),
usando peixes de ambientes normais e de areas com exposicdo a altas doses de
selénio, Rudolph et al. (2008) observaram uma relagao positiva significativa entre

concentracao de selénio no ovo e mortalidade de alevinos.

3 Enzima glutationa peroxidase

Atualmente, existe grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre os efeitos dos radicais livres no organismo.
Os radicais livres em excesso apresentam efeitos prejudiciais, como peroxidacao
dos lipideos e agressao as proteinas dos tecidos, assim como das membranas,
enzimas, carboidratos e acido desoxirribonucleico (DNA). O excesso de radicais
livres no organismo é combatido por antioxidantes, entre os quais a glutationa
peroxidase (BARREIROS et al., 2006). Conforme Ferreira e Matsubara (1997), as
células protegem-se dos agentes causadores de lesdo por meio de sistemas
desintoxicadores, constituidos por glutationa redutase, superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e vitamina E. J4 os sistemas reparadores da lesédo
sao constituidos pelo acido ascorbico, glutationa redutase e glutationa peroxidase,

entre outros.
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Vérias circunstancias promovem a resposta de defesa antioxidante em
peixes. Fatores intrinsecos ao préprio peixe, tais como idade, posi¢ao filogenética
e comportamento alimentar, bem como os fatores ambientais, tais como o tipo de
dieta fornecida, mudancgas diarias ou sazonais na temperatura, Oxigénio
dissolvido, as toxinas presentes na agua, patologias ou parasitas (TRENZADO et
al., 2006).

A glutationa peroxidase protege o tecido celular contra os danos
provocados por substancias oxidativas, como o peréxido de hidrogénio (H205),
hidroperoxido de acidos graxos e os radicais livres superoxidos. Essa enzima
catalisa as reacdes que convertem o peroxido de hidrogénio a agua e os acidos
graxos hidroperéxidos a acidos graxos alcoolicos, forma esta da protecdo das
membranas celulares contra danos da oxidacdo (NRC, 1993; COMBS; COMBS,
1984; FERREIRA et al., 2002; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; NELSON; COX,
2006).

Na respiracdo das mitocondrias, de 0,1 % até 4 % do oxigénio sao
direcionados para formar o radical superoxido (¢O7), substancia muito reativa
(NELSON & COX, 2006). Para prevenir essas reacdes, as células tém varias
formas de protecdo, como superéxido dismutase que catalisa a reacdo de
conversao deste composto em H,0,, posteriormente tornado inécuo pela acao da
glutationa peroxidase (Figura 01). Durante os processos normais de detoxicagéo,
H,O, é convertida em H,O pela glutationa reduzida (GSH) sob a acédo da
glutationa peroxidase; a glutationa oxidada resultante é reciclada na forma
reduzida pela glutationa redutase e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH). A regeneracdo da GSH de sua forma oxidada (GSSG) requer o
NADPH produzido na reacgao da glicose 6-fosfato desidrogenase (NELSON; COX,
2006).
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Figura 01. Funcdes da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) e da glutationa na

protecéo das células contra derivados de oxigénio muito reativos. Fonte: Nelson e Cox (2006)

O selénio apresenta versatilidade na capacidade de oxirreducao no centro
ativo da enzima glutationa peroxidase, uma caracteristica fundamental para sua
acao na eliminacao de peroxidos (FERREIRA et al., 2002). A H,O, também pode
ser reduzida a H,O e O, pela acdo da enzima catalase (NELSON; COX, 2006).

4 Selénio na nutricédo de peixes

O selénio € essencial para os peixes, e a fungcdo mais conhecida é a de

antioxidante. A exigéncia nutricional desse mineral varia com a fonte de
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suplementacao utilizada, disponibilidade na dieta, concentracdo de acidos graxos
poli-insaturados e vitamina E no alimento, como também com o nivel de selénio
existente na agua (LALL, 2002; PEZZATO et al., 2004).

O selénio da agua absorvido pelas branquias é estocado diretamente em
varios tecidos, exceto no figado, que o recebe via sangue, por meio da
alimentacdao (HODSON; HILTON, 1983; WATANABE et al., 1997). A absorcao
gastrica de selénio pela truta-arco-iris (Salmo gairdneri) € eficiente, e o plasma é
o principal meio de transporte de selénio (HILTON et al., 1982). O selenito e a
selenometionina adicionados as dietas sdo metabolizados de forma diferente por
salméo-do-atlantico, no qual a concentracdo de selénio no figado foi maior nos
grupos alimentados com selenito, enquanto as concentragcdes musculares e
corpéreas deste mineral foram maiores nos grupos que receberam
selenometionina (LORENTZEN et al., 1994). No processo de excrecao de selénio
em trutas, o figado e os rins desempenham papéis importantes, em que as

principais vias de excre¢ao parecem ser as branquias e a urina (LALL, 2002).

4.1 Fontes de selénio dietario

Conforme a fonte de selénio ingerido, 0 peixe apresenta variacdo na
digestibilidade e no metabolismo. Segundo Bell e Cowey (1989), a digestibilidade
de diferentes fontes desse mineral para o salméao-do-atlantico, com peso inicial de
68 g, alimentado durante 4 semanas com dieta contendo 1 mg Se kg™ de racéo,
foi de 91,6 % (DL-selenometionina), 63,9 % (selenito de sdédio), 52,6 % (DL-
-selenocisteina) e 46,6 % (farinha de peixe). O metabolismo do selenito de sddio
e selenometionina dietaria foi diferente para o salmé&o-do-atlantico, no qual a
concentracdo de selénio no figado foi maior no grupo alimentado com selenito de
sodio, enquanto a concentracdo muscular e corporea de selénio foi maior no
grupo que recebeu selenometionina (LORENTZEN et al., 1994). O medaka
(Oryzias latipes), que recebeu a dieta suplementada com “nanoparticula de
selénio”, apresentou maior concentracdo de selénio hepético comparado ao
selenito de sodio (LI et al., 2008). O maior valor de selénio muscular ocorreu no
musculo do peixe-dourado (Carassius auratus gibelio), que recebeu dieta
suplementada com “nanoparticula de selénio”, comparada a selenometionina

(ZHOU et al., 2009). Em relacdo a biodisponibilidade de selénio em bagre-do-
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canal, o melhor resultado foi observado em selenometionina e selénio-levedura
guando comparada ao selenito de sédio (WANG; LOVELL, 1997).

O crescimento dos peixes também foi maior para o grupo alimentado com
selénio organico em relacdo ao selenito de sodio, como observado por Piedras et
al. (2005), que usaram selénio-levedura e selenito de sodio para o jundia, e Wang
et al. (2007) e Kugukbay et al. (2009), que usaram selenometionina e selenito de
sédio para peixe-dourado e para truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
respectivamente. Em truta-arco-iris, encontrou também a maior biodisponibilidade
de selénio-levedura em relacédo ao selenito de sodio (RIDER et al., 2009a), além
do aumento na atividade da enzima glutationa peroxidase apds 0s peixes serem

submetidos a situacdo de estresse (RIDER et al., 2009b).

4.2 Doses de selénio dietario

Varios estudos com peixes foram realizados na tentativa de encontrar a
exigéncia quanto a selénio dietario para a espécie. Em truta-arco-iris, Hilton et al.
(1980) usaram selenito de sodio dietario entre 0,00 e 15 mg de selénio kg™* da
dieta e determinaram a exigéncia de 0,15 a 0,38 mg kg™* com base em méxima
atividade plasmatica da glutationa peroxidase. Com alevinos do bagre-do-canal
alimentados durante 15 semanas com suplementacdo dietaria de selénio na
forma do selenito de sddio, Gatlin Il e Wilson (1984) encontraram a exigéncia de
0,25 mg kg™’ da dieta, para ganho de peso e atividade da glutationa peroxidase.
Em outro trabalho, também com alevinos do bagre-do-canal, Wang e Lovell
(1997) determinaram a exigéncia deste mineral para ganho de peso de 0,09; 0,11
e 0,28 mg kg’ da dieta para selenometionina, selénio-levedura e selenito de
sodio, respectivamente. Porém, Sampaio (2003) ndo conseguiu determinar a
exigéncia para alevinos de tilapia-do-nilo de 3,48+0,10 g, criados durante 100 dias

com dietas contende selénio entre 0,0 e 1,0 mg kg™ da dieta.

De acordo com Abdel-Tawwab et al. (2007), a exigéncia de selénio,
considerando o ganho de peso, foi de 0,3 mg kg™ da dieta para o bagre-africano
(Clarias gariepinus). Para a garoupa (Epinephelus malabaricus), Lin e Shiau
(2005) determinaram a exigéncia de 0,7 mg kg™ da dieta, usando selenometionina
como fonte de selénio. Por outro lado, Gomes (2008) nao verificou diferenca no

ganho de peso para juvenis da tilapia-do-nilo, ao suplementar dieta com
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selenometionina, nas doses de selénio entre 0,0 e 1,5 mg kg™ da dieta. Porém,
Pereira et al. (2009) alimentaram os reprodutores da tilapia-do-nilo usando dieta
suplementada com selénio-levedura, verificaram melhora no desenvolvimento
inicial e 0 desempenho da progénie quando suplementou entre 0,5 e 1,0 mg kg™

da dieta.

Ao alimentar salmao-do-atlantico com deficiéncia dietaria de selénio,
Poston et al. (1976) observaram menor sobrevivéncia, reducdo da atividade da
enzima glutationa peroxidase no plasma e distrofia muscular. No mesmo regime
de alimentacao, a truta-arco-iris apresentou diatese exsudativa (BELL et al., 1985)
e 0 bagre-do-canal reduziu a atividade da glutationa peroxidase hepatica (GATLIN
[l et al., 1986). Em salméo-do-atlantico, a deficiéncia de selénio dietario reduziu o
ganho de peso, assim como a concentracdo hepatica, sanguinea e cerebral deste
mineral. Também ocorreu a reducdo da atividade da glutationa peroxidase, além
de causar a perda de integridade do reticulo endoplasmatico, aumento da
vacuolizagdo no tecido pancreéatico e maior fragilidade eritrocitaria (BELL et al.,
1987).

Segundo Thorarinson et al. (1994), a deficiéncia de selénio ocasionou a
reducdo da sobrevivéncia em salmé&o (Oncorhynchus tshawytscha). Em truta-
-arco-iris, baixo nivel deste micromineral provocou ataxia (natacdo erratica) em
cerca de 10% das trutas-arco-iris, sendo evidentes os danos a bainha do axénio
na medula nervosa, perda de integridade no reticulo endoplasméatico e
mitocondria hepatica, além da reducdo da concentracao de selénio plasmatico e
hepético, assim como da atividade da glutationa peroxidase (BELL et al., 2003).
Com a deficiéncia de selénio, o crescimento e a protecdo celular contra o estresse
oxidativo foram prejudicados no matrinxa (Brycon cephalus) (MONTEIRO et al.,
2007), peixe-dourado (WANG et al., 2007), na carpa comum (Cyprinus carpio)
(ELIA et al., 2011) e na truta-arco-iris (KUCUKBAY et al., 2009).

A toxicidade de selénio foi observada em truta- arco-iris acima de 3 mg kg™
da dieta com aumento no nivel de selénio hepéatico (HILTON et al., 1980). Estes
autores verificaram a toxicidade crénica deste mineral acima 13 mg kg™ da dieta.
Em carpa comum, 1,0 mg de selénio kg™ da dieta causou actimulo deste mineral
no rim e no figado, porém houve pouco acumulo desse mineral no musculo,

indicando baixo risco de contaminacao para a saude humana (ELIA et al., 2011).
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O selénio dietario ingerido em excesso acumulou-se no figado, causando
estresse oxidativo (HILTON et al., 1980; HILTON; HODSON, 1983; LI et al., 2008)
e calcinose renal (HILTON; HODSON, 1983). Quando fornecido em excesso para
bagre-do-canal, ocorreu reducéo no crescimento (GATLIN III; WILSON, 1984), e
em tilapia-do-nilo apareceram alteracdes significativas na estrutura morfofuncional
do figado (GOMES, 2008).

Em condicdo de estresse, o0 selénio estocado é usado, provocando
aumento de niveis de atividade da glutationa peroxidase, portanto a concentracéo
exigida para o crescimento em condi¢cdo normal pode n&o ser suficiente (RIDER
et al., 2009b). Uma das causas do estresse € a baixa temperatura, que aumenta a
toxicidade de selénio, resultando na maior mortalidade, como observado por

Lemly (1993), em perca-sol-de-guelras-azuis (Lepomis macrochirus).

4.3 Interacao de selénio com outros produtos

O selénio atua eficientemente como antioxidante, e sua agédo pode variar
na presenga de outros nutrientes, vitaminas ou minerais. Em salmao-do-atlantico,
a suplementacdo com vitamina E, juntamente com o selénio, evitou a distrofia
muscular (POSTON et al., 1976). Segundo Hilton e Hodson (1983), o nivel
elevado de carboidrato na dieta aumenta a toxicidade deste mineral, com maior
acumulo de calcio renal e reducdo do crescimento. Em outro trabalho com
suplementacéo dietaria da vitamina E e selénio, Bell et al. (1985) observaram que
a truta-arco-iris alimentada com dietas deficientes em ambos o0s nutrientes
apresentou menor ganho de peso e diadtese exsudativa. Gatlin Il et al. (1986)
também observaram que as deficiéncias simultdneas de selénio e vitamina E
causam reducdo do crescimento, anemia, miopatia grave, diatese exsudativa e
morte. Porém, as deficiéncias isoladas de selénio ou vitamina E ndo produziram
qualquer um desses sinais, indicando a existéncia de uma interacao significativa
entre os dois elementos na nutricdo do bagre-do-canal. Por outro lado, a
deficiéncia simultanea de selénio e vitamina E proporciona redugdo na
sobrevivéncia em salmdo (THORARINSSON et al., 1994). Em 2009, Lin e Shiau
verificaram a existéncia do efeito poupador dos nutrientes selénio e vitamina E

para a garoupa, pois quando ha baixa ingestdo de um dos dois nutrientes, é
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necessaria maior ingestdo do outro, como efeito compensatorio para atender as

exigéncias metabolicas.

O selénio pode apresentar interacdo com metais pesados, reduzindo a
toxicidade dos mesmos. Para a truta-arco-iris, a suplementacédo com 10 mg de
selénio kg™ da dieta aumentou a eliminacdo do mercurio organico dos musculos,
figado e rim (BJERREGAARD et al., 1999), e para o bagre-africano, 0,3 mg de
selénio kg™ da dieta ocasionou maior resisténcia & intoxicac&o por cobre (ABDEL-
TAWWAB et al., 2007). Segundo um estudo realizado por Lin e Shiau (2007) e
Abdel-Tawwab e Wafeek (2008), o selénio reduziu o efeito prejudicial do cobre
para a garoupa e para os juvenis de tilapia-do-nilo. Além do cobre, o selénio pode
proteger contra a toxidade do cadmio (Cd?*) e do cromo (Cr*"). Isto foi constatado
em um estudo conduzido por Orun et al. (2008) com truta-arco-iris, concluindo

gue os metais pesados sdo desintoxicados por este importante mineral.

Além de atuar como protetor contra metais pesados, 0 selénio apresenta
efeito contra as cianotoxinas do Microcystis em juvenis de tilapia-do-nilo, o que foi

comprovado em estudo realizado por Atencio et al. (2009).
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OBJETIVOS

1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a necessidade da suplementagdo, com

selénio, de dietas para o crescimento de alevinos e juvenis da tilapia-do-nilo.

2 Objetivos especificos

- Definir o melhor nivel e a melhor fonte de selénio (selénio-levedura ou
selenito de soOdio), visando a maior sobrevivéncia, crescimento e

uniformidade do lote.

- Avaliar a influéncia da suplementacéo de selénio dietério sobre a atividade

da enzima glutationa peroxidase.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Pesquisas de Peixes
Ornamentais Neotropicais do Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), em
Jaboticabal-SP, no periodo de novembro de 2009 a fevereiro de 2010, durante 84
dias.

1 Material biologico e condi¢cdes experimentais

Foram usados 36 aquarios com 160 litros de agua, num sistema fechado,
acoplado ao sistema de aeracdo por compressor radial. Em cada aquario, foi
instalado um aquecedor com termostato e com o filtro. Foram coletadas 3.240
pés-larvas da tilapia-do-nilo da linhagm GIFT com peso médio de 0,135 g e
comprimento total de 1,03 cm, obtidas junto ao Laboratério de Tilapicultura do

Caunesp Jaboticabal-SP.

Durante o periodo experimental, a agua dos aquérios apresentou pH de
6,8+0,2. A temperatura foi mantida em 28,3+0,7 °C, e o oxigénio dissolvido, em
5,620,4 mg L. O nivel médio de selénio da 4gua de entrada foi de 0,094 pug L™
As medicdes foram realizadas com oximetro digital (YSI-55), pH com peagametro
digital (ES300). A temperatura foi medida diariamente com termémetro de

mercurio, além de termdmetros de maxima e de minima.

2 Dietas Experimentais

Foram formuladas duas dietas experimentais, sendo uma inicial (1-45 dias)
e outra de crescimento (46-84 dias), conforme apresentadas nas Tabelas 01 e 02.
As racdes foram elaboradas com base em anadlises prévias da composicao
bromatolégica dos ingredientes e processadas na Fabrica de Racado da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP — Campus de Jaboticabal. O teor
de selénio no selénio-levedura (Selplex®) foi de 0,1 %, e no selenito de sédio, foi
de 45,7 %. O suplemento mineral foi isento de selénio, e a farinha de peixe nao foi
usada nas racdes devido a elevada concentragcdo de selénio.

Caunesp 17



Doutoranda: Haluko Massago Orientador: Dr. Jodo Batista Kochenborger Fernandes

Tabela 01. Formulacdo e composicdo centesimal das dietas experimentais para o crescimento
inicial de tilapia-do-nilo (1° ao 45° dia), com diferentes fontes e niveis de selénio.

Ingredientes (%) Tratamento
Controle Selénio-levedura Selenito de s6dio

0,00 025 050 0,75 1,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Farelo de soja 62,50 62,50 62,50 62,50 6250 6250 62,50 62,50 62,50
Farinha de visceras
de ave 12,50 1250 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Farelo de trigo 4,70 4,70 4,70 4,70 4,70 470 470 4,70 4,70
Fub& de milho 13,70 13,70 13,70 13,70 13,70 13,70 13,70 13,70 13,70
DL - metionina 0,65 065 065 065 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65
Treonina 0,26 026 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
Triptofano 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
Oleo de soja 0,30 030 030 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Fosfato bicalcico 3,70 3,70 370 3,70 3,70 3,70 3,70 3,70 3,70
Sal comum 0,50 050 050 050 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Suplemento * 1,00 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Selénio + caulim 2 0,10 0,0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Selénio (mg kg™) ° 0,00 025 050 075 1,00 025 050 075 1,00

Composicao calculada e determinada

Proteina digestivel (%) * 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7

Proteina bruta (%) ° 42,7 42,4 42,5 42,6 42,4 42,1 42,6 42,6 42,6
Energia digestivel (kcal) * 3.302 3.302 3.302 3.302 3.302 3.302 3.302 3.302 3.302
Energia bruta (kcal) ° 4078 4.067 4.073 4.088 4.105 4.094 4081 4.094 4.089
Fibra bruta (%) * 497 497 497 497 4,97 4,97 4,97 4,97 4,97
Extrato etéreo (%) * 375 375 375 375 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75
Célcio (%) * 155 155 155 155 1,55 1,55 1,55 1,55 1,55
Fésforo disponivel (%) * 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
Selénio (mg) ° 026 049 064 091 1,01 0,47 0,67 0,75 0,96

! Suplemento vitaminico e mineral (quantidade por quilograma do produto): Acido félico 2 mg; acido
pantoténico 40 mg; antioxidante B.H.T. 167 mg; colina 300 mg; cobre 20 mg; iodo 10 mg; ferro 200 mg;
manganés 140 mg; vitamina A 6.000 U.l.; vitamina B1 12 mg; vitamina B12 40 mcg; vitamina B2 16 mg;
vitamina B6 6 mg; vitamina C 467 mg; vitamina D3 6000 U.l.; vitamina E 267 mg; vitamina K 12 mg;
zinco 300 mg; niacina 200 mg; biotina 0,2 mg.

2 O selénio esta incluido a racdo na forma de selénio-levedura ou selenito de sédio. Como enchimento,
foi usado o caulim para completar os 100 % da dieta.

% concentracado de selénio presente no selénio-levedura ou selenito de sédio.

“ valor calculado.

® valor determinado.

Exigéncia de proteina e energia digestiveis, conforme Hayashi et al. (2002) e Boscolo et al. (2005).
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Tabela 02. Formulacdo e composicdo centesimal das dietas experimentais para o crescimento de
juvenis de tilapia-do-nilo (45 ao 84° dia), com diferentes fontes e niveis de selénio.

Ingredientes (%)

Tratamento

Controle Selénio-levedura Selenito de s6dio

0,00 0,25 050 0,75 1,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Farelo de soja 45,00 45,00 45,00 4500 4500 4500 4500 4500 45,00
Farinha de visceras
de ave 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Farelo de trigo 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Fub& de milho 15,40 15,40 15,40 1540 1540 1540 1540 1540 15,40
Quirera de arroz 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00 11,00
DL - metionina 0,60 060 060 060 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Treonina 0,35 03 03 035 035 0,35 0,35 0,35 0,35
Triptofano 0,05 0,05 0,05 005 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Fosfato bicalcico 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Sal comum 0,50 050 050 050 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Suplemento * 1,00 1,00 1,00 100 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Selénio + caulim 2 0,10 0,0 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Selénio (mg kg™) ° 0,00 025 050 075 1,00 025 050 075 1,00

Composicgao calculada e analisada

Proteina digestivel (%) * 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5

Proteina bruta (%) ° 349 351 350 350 34,7 34,6 34,5 34,9 34,7
Energia bruta (kcal) ° 4.016 4.007 4.015 4.018 4.024 4.019 4.008 4.018 4.025
Energia digestivel (kcal) * 3.066 3.066 3.066 3.066 3.066 3.066 3.066 3.066  3.066
Fibra bruta (%) * 448 448 4,48 4,48 448 4,48 4,48 4,48 4,48
Extrato etéreo (%) * 4,06 4,06 4,06 4,06 4,06 4,06 4,06 4,06 4,06
Célcio (%) 4 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51
Fésforo disponivel (%) * 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73
Selénio (mg) ° 027 047 061 0,72 091 0,44 0,64 0,76 0,82

! Suplemento vitaminico e mineral (quantidade por quilograma do produto): Acido félico 2 mg; acido
pantoténico 40 mg; antioxidante B.H.T. 167 mg; colina 300 mg; cobre 20 mg; iodo 10 mg; ferro 200 mg;
manganés 140 mg; vitamina A 6.000 U.l.; vitamina B1 12 mg; vitamina B12 40 mcg; vitamina B2 16 mg;
vitamina B6 6 mg; vitamina C 467 mg; vitamina D3 6000 U.l.; vitamina E 267 mg; vitamina K 12 mg;
zinco 300 mg; niacina 200 mg; biotina 0,2 mg.

% O selénio esté incluido a racéo na forma de selénio-levedura ou selenito de sédio. Como enchimento,
foi utzado o caulim para completar os 100 % da dieta.

® concentracao de selénio presente no selénio-levedura ou selenito de sédio.

* valor calculado.

® valor determinado.

Exigéncia segundo NRC (1983), Pezzato et al. (2004).
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Durante os primeiros 45 dias, a ragao oferecida aos peixes foi em
po, sendo que, nas quatro primeiras semanas, o horménio 17 alfa-
-metiltestosterona foi incorporado nas dietas para a masculinizagdo dos peixes. A
racdo oferecida a partir do 46° dia foi extrusada. Em ambos os casos, 0s
ingredientes foram moidos, pesados e misturados, usando-se bacias e
misturadores. Para a inclusdo de selénio nas dietas experimentais, inicialmente,
foi realizada uma pré-mistura composta por premix, aminoacidos, caulim e o
mineral em estudo. Esta pré-mistura foi diluida, primeiramente, em 100 g, depois

em 1 kg e, finalmente, no total da dieta.

O caulim, minério composto de silicatos hidratados de aluminio, como a
caulinita e a haloisita, foi usado como enchimento para completar o volume de
selénio nos tratamentos cuja concentracao de selénio-levedura ou de selenito de

sodio foi inferior a 0,1 %.

3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, em esquema
fatorial (4 x 2) + 1 (quatro niveis e duas fontes de selénio mais um controle), e
quatro repeticdes. Os tratamentos foram: controle= dieta sem suplementacao de
selénio; com suplementacao por selénio-levedura, sendo 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00
mg de selénio kg™’ da dieta, ou na forma do selenito de sédio, sendo 0,25; 0,50;

0,75 e 1,00 mg de selénio kg™ da dieta.

4 Manejo

Os aquarios foram sifonados diariamente, para evitar acamulo de residuos.
A &gua foi trocada parcialmente em dias alternados. No decorrer do estudo, 0s
peixes foram alimentados até a saciedade aparente, sendo cinco vezes ao dia,
durante os primeiros 45 dias, e quatro vezes ao dia, a partir do 46° dia até o final

do experimento.

As biometrias dos peixes (peso, comprimento total) foram realizadas no
inicio, aos 28 e 84 dias. Inicialmente, foram distribuidas 90 larvas por aquario, em

36 aquarios. Depois deste procedimento, mais 40 larvas foram utilizadas para
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aferir o peso médio, por meio de balanga analitica, e comprimento total, usando-
se paquimetro digital. Apos 28 dias (final do periodo de masculinizacao), aferiram-
-se 0 peso e o comprimento de 15 peixes por aquario, que continuaram
recebendo racao até o final do experimento. Os demais peixes foram usados para

analise de composicfes quimicas.

Ao final do periodo experimental (84 dias), 0os peixes passaram por um
periodo de jejum de 24 horas, sendo contados e insensibilizados em gelo e,
realizada a biometria de todas as tilapias. Em seguida, retiraram-se o figado e o
filé (2 g) para analise da atividade da enzima glutationa peroxidase. O restante do
filé foi usado para andlise de composi¢cdes quimicas, sendo armazenadas em
congelador trés amostras por tratamento, para determinar a proteina bruta,

lipideos, cinzas, matéria seca e a concentragdo de selénio.

5 Parametros analisados

5.1 Desempenho zootécnico

Foram analisadas a sobrevivéncia (%), a conversao alimentar aparente
(CAA), o peso P(g), o comprimento (cm), a taxa de crescimento especifico (TCE)
e a uniformidade do lote em peso (U), aos 28 e 84 dias do experimento.

A conversao alimentar aparente (CAA) e a taxa de crescimento especifico

(TCE) foram calculadas usando as seguintes equacdes:

CAA — consumoda rac;.ao(g)
ganho de peso final (g)
TCE (Peso) = Indo peso final —_Infjo persommal 100
tempode criacdo (dias)
Em que, In= logaritmo neperiano (natural)
TCE (CT) = Indo CT final —_InfioC'I_' inicial %100
tempo de criacdo (dias)

Em que, CT= comprimento total (cm), e In=logaritmo neperiano (natural)
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A uniformidade do lote em peso (U) foi calculada pela equacéo:

U= (”ﬂj %100
N

Em que, ny = nimero de peixes com peso na faixa de + 20% da média da

populacdo, N = numero total de peixes do lote (PIEDRAS et al., 2005).

5.2 indice organométrico

O indice hepatossomatico (IHS) foi calculado aos 84 dias, através da

seguinte equacéo:

IHS :( peso do flgz_aldojxloo
pesodo peixe

5.3 Composicao corporal dos peixes

Peixe inteiro aos 28 dias e filé aos 84 dias de cultivo foram empregados
para a analise da composicdo quimica. Para este estudo, foram utilizados
aproximadamente 20 g de amostra por analise. As andlises da composicdo
corporal da tilapia-do-nilo (proteina bruta, extrato etéreo, matéria seca e cinzas)
foram realizadas no Laboratério de Nutricdo do Setor de Avicultura, e as de
energia bruta, no Laboratorio de Nutricdo Animal (LANA), ambos da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias da UNESP — Campus de Jaboticabal. Todas
estas analises foram realizadas segundo o0 AOAC (HELRICH, 1990).

A concentracdo de selénio na agua, na racao e no filé dos peixes foram
analisados pelo laboratério de analises “CBO Analises Laboratoriais”, baseando-
se na extracdo, por digestdo acida, de selénio contido na amostra, e a
determinacdo de sua concentragdo, por meio da técnica de absorcdo atbmica
com forno de grafite, segundo metodologia de AOAC (1984) e Instituto Adolfo Lutz
(2005) (Apéndice I).
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5.4 Atividade da enzima glutationa peroxidase

Para a analise enzimatica, filés e figados foram extraidos dos peixes sobre
placa de vidro colocada em bandeja com gelo, para evitar 0 aguecimento de
amostras, o que resultaria em reducdo de atividade das enzimas. Foram
coletados 8 filés de peixes diferentes, os quais foram armazenados em tubos
separados. Para o figado, coletou-se um conjunto de alguns figados por tubo
(suficiente para completar os 2 g), num total de 6 amostras por tratamento. As

amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido a —196 °C.

A analise da atividade da glutationa peroxidase selénio-dependente foi
realizada no Laboratério de Quimica e Bioquimica da UNESP — Campus de

Dracena, de acordo com procedimento descrito por Haffeman et al. (1974).

Para a analise enzimética, as amostras de figado ou de filé previamente
congeladas no nitrogénio foram descongeladas, e 0,8 g da amostra foi pesada em
um béquer. Acrescentaram-se aproximadamente 5 mL do tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,0 e, com tesoura, picotou-se a amostra. A amostra foi lavada com agua
destilada e, em seguida, acrescentada a solugdo tampéo (tampéo fosfato 0,1 M,
pH 7,0), sendo o volume obtido da multiplicacdo do peso da amostra por 2 mL do
tampdao e dividido por 0,2 g. Transferiu-se a solucéo resultante para o Potter e
homogeneizou-se por trés vezes, seguido de 1 min de descanso (no gelo) e
homogeneizacao por trés vezes. Em eppendorf previamente enumerado, pipetou-
se 1,5 mL do homogenato em triplicata. Estes foram centrifugados a 10.000 rpm,

durante 30 min, a 4 °C.

Em novo eppendorf, pipetaram-se 137 uL de agua Milli-Q, 100 uL de
glutationa redutase 2 mM, 100 uL de tampéo fosfato de sodio 0,4 mM, 50 uL de
azida sodica 0,01 M e 20 uL da amostra (mais ou menos na parte central do
homogenato). Agitou-se o eppendorf no vortex e incubou-se em banho-maria a 37
°C durante 5 min. Em seguida, adicionaram-se 100 yL de H,O, 1,25 mM, agitou-
-se novamente no vortex e incubou-se em banho-maria a 30 °C, por 3 min. Em
novo eppendorf, pipetaram-se 200 yL da amostra + 800 yL do reagente de
precipitacdo (600 yL de PCA 70 %; 200 uL de EDTA 100 mM). Agitou-se no
vortex e centrifugou-se a 3.000 rpm por 10 min. Enquanto centrifugava, fez-se a
solucdo de &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 10 mM (0,004 g do DTNB
em 1 mL do tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 8,0 + EDTA 5 mM).
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No tubo de ensaio, foram postos 200 uL do sobrenadante centrifugado,
1.780 pL do tampéao fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0 + EDTA 5 mM e 20 uL do
DTNB 10 mM. Além das amostras, fez-se também o branco em triplicata, com
1.780 pL do tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0 + EDTA 5 mM e 20 uL do
DTNB 10 mM. Estes tubos foram agitados no vortex e, em seguida, ficaram
incubados no escuro durante 10 min. Ap0s a incubagdo, leu-se no

espectrofotbmetro a 412nm. Posteriormente, fez-se o calculo.

6. Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada, utilizando-se do programa estatistico
SAS v.9.1 (SAS INSTITUTE, 2002-2003). Foram conduzidos testes de
normalidade, homocedasticidade e analise de variancia dos resultados. Quando
identificadas diferencas significativas (P<0,05) entre o0s tratamentos, a
comparacao entre niveis foi efetuada por contrastes polinomiais, e regressao para

montar a equacgao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os primeiros 28 dias de experimento (fase de masculinizacdo), as
tilapias alimentadas com dietas suplementadas com selénio apresentaram maior
comprimento total e TCE em comprimento total (Tabela 03), indicando a
necessidade deste mineral para melhor desempenho dos peixes. Porém, nao
houve diferenca entre os tratamentos, com meédia geral da sobrevivéncia de
93,4815,78 %, da conversdo alimentar aparente de 1,99+0,42, do peso de
0,37%0,04 g e da uniformidade do lote em peso de 83,55+10,43 %.

Na comparacédo entre fontes de selénio, os peixes que receberam dietas
contendo a suplementacdo com selénio-levedura (0,25 mg de selénio kg™ da
dieta) apresentaram comprimento total maior quando comparados aos peixes que
receberam a mesma dose de selenito de sodio (Tabela 04), indicando que a fonte
de selénio influencia no crescimento inicial das tilapias. Piedras et al. (2005)
trabalharam com alevinos de jundia e observaram melhor crescimento e maior
uniformidade do lote em grupos alimentados com dieta suplementada com
selénio-levedura, em relacdo a dieta mista ou selenito de sodio. O melhor
desempenho de selénio organico em relacdo ao inorganico também foi verificado
pelos autores Lin e Shiau (2005) e Wang et al. (2007), que encontraram melhor
resultado para selenometionina, comparado ao selenito de sodio, em dietas para

juvenis de garoupa e peixe-dourado.
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Tabela 04. Médias com desvios-padrdo para comprimento total de tilapias-do-nilo, alimentadas
durante 28 dias com dieta contendo diferentes fontes e niveis de selénio.

Nivel de Se suplementado (mg kg™) Sem suplementagéo
0,25 0,50 0,75 1,00 de selénio

Se-levedura* 2,79+0,10*  2,60+0,06 2,64+0,10 2,68+0,11 2,50+0,12
Selenito de 2,63+0,09°  2,7440,15 2,62+0,04 2,68+0,01 2,50+0,12
sédio

Médias seguidas de letra diferente na vertical diferem estatisticamente (p<0,05);

* efeito quadratico.

Tabela 05. Médias com desvio-padrdo para a taxa de crescimento especifico do comprimento total
da tilapia-do-nilo, alimentadas durante 28 dias com dieta contendo diferentes fontes e niveis de
selénio.

Nivel de Se suplementado (mg kg™) Sem suplementagéo
0,25 0,50 0,75 1,00 de selénio

Se-levedura  3,560,2 " 3,30+0,09 3,3610,14 3,42+0,15 3,22+0,17
Selenito de 3,35+0,12°  3,49+0,20 3,34+0,05 3,42+0,02 3,22+0,17
sédio

Médias seguidas de letra diferente na vertical diferem estatisticamente (p<0,05);

Houve efeito quadrético dos niveis suplementados de selénio organico para
comprimento total (Figura 02), com menor valor encontrado para suplementacao
com 0,69 mg kg™ da dieta. Na suplementac&o com selénio, acima de 0,25 mg kg™

da dieta, a tendéncia € reduzir o comprimento total.

3,00 ~
2,90 +

2,80

y = 0,92x° - 1,266x + 3,0375
R* = 0,8682

2,70 +

2,60 + u

Comprimento total (cm)

2,50 \ \ \
0,25 0,50 0,75 1,00

Selénio-levedura (mg.kg-1)

Figura 02. Comprimento total para a tilapia-do-nilo, aos 28 dias de cultivo com selénio organico.

Caunesp 27



Doutoranda: Haluko Massago Orientador: Dr. Jodo Batista Kochenborger Fernandes

Na suplementacdo com selénio-levedura, de 0,25 mg Se kg™ da dieta, os
peixes apresentaram maior comprimento total, aparentando ser suficiente o

selénio suplementado aos peixes.

N&o foi verificada diferenca quanto a composicéo quimica da tilapia-do-nilo,
apresentando média geral de 82,4 % (umidade), 13,1 % (proteina bruta), 1,5 %

(extrato etéreo) e 2,7 % (matéria mineral).

Aos 84 dias de cultivo, o peso e o comprimento total das tilapias-do-nilo
alimentadas com dieta suplementada apresentaram diferencas em relacéo
aguelas que nao foram suplementadas com selénio (Figura 03 e Tabela 06). O
mesmo comportamento ocorreu para a taxa de crescimento especifico de peso e
comprimento total (p<0,05) (Tabela 06). Por outro lado, ndo ocorreram diferencas
entre os niveis de selénio-levedura e selenito de sédio para os demais parametros

avaliados.

41 O Sem suplementacao

2 1 Com suplementacio

Pe=o (g} Comprimento total (cm)

Figura 03. Peso (g) e comprimento total (cm) da tilapia-do-nilo aos 84 dias de cultivo, alimentadas
com dietas sem suplementacdo e com suplementacao de selénio (p<0,05).

O maior peso e comprimento final nos peixes que receberam dietas
suplementadas indicam a importancia desse mineral na alimentacéao de tilapias.

Os peixes suplementados com selénio apresentaram maior taxa de crescimento

Caunesp 28



Doutoranda: Haluko Massago Orientador: Dr. Jodo Batista Kochenborger Fernandes

especifico para o peso e o comprimento, indicando a necessidade deste
microelemento para o bom desempenho da tilapia-do-nilo. Varios autores também
verificaram a necessidade da suplementacéo alimentar com selénio para o melhor
crescimento em peso para peixes, sendo a exigéncia de 0,25 mg kg™ da dieta
para bagre-do-canal (GATLIN 1lI; WILSON, 1984) e 0,7 mg de selénio kg™ dieta
para juvenis de bagre-africano (LIN; SHIAU, 2005). O melhor crescimento
também foi observado por Bell et al. (1987), quando suplementaram com 0,94 mg
de selénio kg™ da dieta para salméo-do-atlantico, por Monteiro et al. (2007),
suplementando 1,5 mg de selénio kg™ da dieta para matrinxd e Wang et al. (2007)
e Zhou et al. (2009) com 0,5 mg de selénio kg™ da dieta para peixe-dourado,

comparada a dieta sem suplementacéo.

No presente estudo, ndo ocorreram diferencas entre 0s peixes quanto a
sobrevivéncia, CAA, IHS e uniformidade do lote (Tabela 06), com a seguinte
média geral: sobrevivéncia (73,42+17,98 %), CAA (1,69+0,34), IHS (1,55%0,21 %)
e uniformidade do lote (52,4t17,8 %). Os peixes apresentaram muita
heterogeneidade dentro do mesmo grupo. Isso pode ter sido devido a fase de

crescimento, quando é evidenciada muita dominancia entre os peixes.

Os valores da composicdo quimica do filé da tilapia-do-nilo nao
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos (p>0,05). As médias
obtidas ao final do estudo foram: umidade (78,0+0,6 %), proteina bruta (19,0+0,3
%), extrato etéreo (1,3+0,2 %), matéria mineral (1,25+0,1 %) e selénio (0,29+0,06
mg). Em relag&o ao selénio, Elia et al. (2011) alimentaram carpa comum com 0,25
e 1,0 mg de selénio kg* e verificaram concentracdo abaixo de 0,2 mg kg’ de

selénio no filé.
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A atividade da enzima glutationa peroxidase, responsavel pelo combate a
radicais livres, foi maior nas dietas suplementadas com selénio comparada a dieta
sem suplementacéao, tanto no figado quanto no musculo da tilapia-do-nilo, aos 84
dias de cultivo (Tabela 07). Em dietas suplementadas com selénio organico, a
atividade da enzima aumentou linearmente com o aumento dos niveis de

suplementacéo tanto no figado como no musculo dos peixes estudados.

Tabela 07. Valores de F, coeficiente de variacdo (CV) e média com desvio-padrdo, para a
atividade da enzima glutationa peroxidase no figado e musculo da tilapia-do-nilo alimentada por 84
dias, com dieta contendo diferentes fontes e niveis de selénio.

Estatistica Variavel

Atividade da enzima GPx no  Atividade da enzima GPx no
figado (umol/min) musculo (umol/min)

F para controle do fatorial 5,55 * 5,41 *
Fatores racdo 2,708 3,48"°
nivel 3,97 * 3,32*
racéo x nivel 1,33 M 0,69"°
CV (%) 0,15 0,11
Médias

Sem suplementacéo de selénio

Com suplementacéo de selénio

0,06632+0,00008 ®
0,06643+0,00011"

0,06627+0,00005 ®
0,06634+0,00008 *

Selénio orgénico *  0,25mg
0,50mg
0,75mg
1,00mg

Selenito de so6dio 0,25mg
0,50mg
0,75mg
1,00mg

0,06632+0,00013
0,06644+0,00005
0,06638+0,00013
0,06648+0,00004
0,06635+0,00017
0,06646+0,00011
0,06654+0,00005
0,06648+0,00004

0,06634+0,00008
0,06633+0,00008
0,06635+0,00009
0,06644+0,00005
0,06634+0,00009
0,06629+0,00009
0,06630+0,00009
0,06636+0,00004

NS'Nao significativo a p<0,05; = significativo a p<0,05.

Médias seguidas de letra diferente na vertical diferem estatisticamente.
* efeito linear. y= 0,0002x + 0,0663 (r°= 0,60) no figado e y= 0,0001x + 0,0663 (r°= 0,66) no filé.

O aumento dos valores da atividade da glutationa peroxidase nos peixes
suplementados com selénio, comparados aos que nao foram suplementados, é
um resultado esperado, pois esta enzima € selénio-dependente. Em outros
trabalhos, a suplementacdo de selénio na dieta proporcionou maior atividade da

glutationa peroxidase no plasma da truta-arco-iris (HILTON et al., 1980), de
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matrinxd (MONTEIRO et al., 2007) e de salméo-do-atlantico (POSTON et al.,
1976), no plasma e figado de peixe-dourado (WANG et al., 2007) e do bagre-do-
-canal (GATLIN III; WILSON; 1984). Conforme Monteiro et al. (2007), é importante
a suplementacéo da dieta com selénio, especialmente para melhor crescimento e
protecdo celular contra o estresse oxidativo, com o aumento das defesas dos
organismos contra agcédo oxidante. O peixe mais bem protegido pode apresentar
melhor desempenho, como indicam os resultados de crescimento no presente

estudo.
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CONCLUSAO

A suplementacéo dietaria do selénio melhora o desempenho da tilapia-do-

-nilo na fase de masculinizagéo e no crescimento de alevinos.

As fontes de selénio interferem no desempenho das tilapias-do-nilo na fase
de masculinizacéo, sendo que, na suplementacdo com 0,25 mg de selénio kg™ da
dieta, o selénio-levedura foi melhor que o selenito de sddio. A suplementacdo com
0,25 mg de selénio kg™ da dieta é suficiente para o bom desempenho da tilapia-

-do-nilo na fase inicial de cultivo.

Mais estudos devem ser realizados para a determinacao do nivel adequado

de selénio dietario.
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CONSIDERACOES FINAIS

Como os peixes apresentam grande heterogeneidade no crescimento,
principalmente em criagdo em cativeiro devido a dominancia, fato natural em
producdo das tilapias, a ndo obtencdo de diferencas estatisticas pode ser
atribuida a este fator. Isto pode ser verificado pela elevada variacdo da
uniformidade do lote, obtida neste estudo.

Aos 28 dias de cultivo, apesar de ndo apresentarem diferencas estatisticas,
a conversao alimentar aparente e o peso dos alevinos que receberam dietas
suplementados com o selénio foram aproximadamente 10 % melhores em relacéo
aos peixes que nao foram suplementados. As tilapias que receberam
suplementacdo com selénio-levedura de 0,25 mg de selénio kg™ da dieta também
apresentou melhor conversao alimentar e peso (em torno de 20 %) em relagcéo ao

grupo-controle, indicando o selénio-levedura como boa fonte suplementar.

Aos 84 dias, a uniformidade do lote que recebeu a suplementacao de 0,25
mg de selénio kg™ da dieta na forma de selénio-levedura aumentou em 27,7 %,
guando comparada a dieta-controle. Isto é positivo para a producao, pois quanto
mais homogéneo for o lote, melhor serdo os beneficios para a industria de
processamento de peixes.

A sobrevivéncia também né&o diferiu estatisticamente entre os tratamentos,
porém os peixes suplementados com 0,25 mg de selénio. kg™ da dieta (selénio-
-levedura e selenito de sédio) e com 0,50 mg de selénio kg™ da dieta, na forma de
selénio-levedura, apresentaram aproximadamente 10 % a menos de mortalidade
em relacdo ao grupo sem suplementacdo, o que € economicamente importante

em termos produtivos.
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APENDICE |

PROCEDIMENTO ANALITICO-BROMATOLOGICO PARA SELENIO

Procedimento analitico-bromatologico usado por “CBO Analises Laboratoriais”.

Principios

Baseia-se na extracao, por digestdo acida, de selénio contido na amostra e
a determinacdo de sua concentracao por meio da técnica de absorcdo atbmica
com forno de grafite. E o método de analise usado para determinar qualitativa e
quantitativamente a presenca de selénio. O método consiste em determinar a
presenca e a quantidade de um determinado metal em uma solugéo qualquer,
usando como principio a absorcéo de radiacéo ultravioleta por parte dos elétrons
que, ao sofrerem um salto quantico depois de devidamente excitados. Uma
aliquota é depositada em um forno de grafite e passa pelas etapas de secagem,
pirélise e atomizacdo, que devolvem a energia recebida para o meio, voltando
assim para a sua camada orbital de origem. A energia devolvida na forma de um
féton de luz, por sua vez, absorve a radiacdo ultravioleta emitida pela fonte
especifica do elemento quimico em questdo. Dessa forma, elétrons que estdo
contidos na solucdo, sofrem também um salto quantico Esses néo pertencem ao
mesmo elemento que constitui o catodo oco que esta sendo usado no momento e
nao serdo capazes de causar uma interferéncia, isso porque eles absorverdo
apenas radiacdo com comprimento de onda referente ao elemento quimico do

qual fazem parte.

Equipamentos e acessorios

Balanca analitica (exatiddo 0,0001g), forno mufla/ forno mufla micro-ondas,
estufa para secagem, espectrofotbmetro de absorcdo atbmica Analytikjena
contAA700, placa aquecedora, digestor de micro-ondas, espatula, cadinho de
porcelana A3, pipeta volumétrica, Erlenmeyer, dessecador, pipetador automatico

com volume ajustavel, pinca tenaz, pisseta, béquer, baldes volumétricos.
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Reagentes e solugdes

- Acido cloridrico p.a (HCI)

- Acido Nnitrico p.a (HNO3)

- Peroxido de hidrogénio 50V

- Solugcéo-Padréo Estoque, de 1.000 mg/L

- Solucéo de Acido Cloridrico 1:3 v/v — Diluir uma (1) parte de HCI em trés (3)
partes de agua deionizada e homogeneizar. Proceder exatamente na ordem
descrita.

- Solucéo de Acido Cloridrico 1:1 v/v — Diluir uma (1) parte de HCl em uma (1)
parte de agua deionizada e homogeneizar. Proceder exatamente na ordem

descrita.

- Solucdo Padrdo de Selénio 10mg L™ — Partindo da Solucdo-Padrdo Estoque
de 1.000mg L™, realizar a diluicdo de 1 mL da solucéo em baldo volumétrico de
100 mL, completar com agua deionizada e homogeneizar. Armazenar em

frasco de polietileno.

- Solucdo Branco — Pipetar 1ml de acido cloridrico em baldo volumétrico de

100mL, completar o volume com agua deionizada e homogeneizar.

- SolucBes-Padrdo de Trabalho 50ug L™ - Partindo da Solucdo-Padrdo de
Selénio de 100mg L™, realizar a diluicdo de 1 mL da solucdo em baldo
volumétrico de 100 mL, adicionar 1 mL de acido cloridrico, completar com agua

deionizada e homogeneizar. Armazenar em frasco de polietileno.

Procedimentos

Por digestdo em micro-ondas - Aplicacdo: Todas as amostras.

a Pesar de 0,1 a 1,1 g da amostra em frasco de TFM do digestor de micro-ondas.

Desenvolver paralelamente uma prova em branco e a amostra-controle.

b Adicionar aproximadamente 5 mL de acido nitrico P.A. Fechar a capsula e
submeter a digestdo (programa 2).
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Programa 2
TEMPO POTENCIA
(min) (W)
4 400
4 600
2 0

c Esfriar e adicionar 1 mL de peréxido de hidrogénio. Fechar a capsula e

submeter a digestéo (programa 5)

Programa 5
TEMPO POTENCIA
(min) (W)
4 500
1 0
3 790

d Esfriar, fazer as diluicbes necessarias e filtrar se necessério.
e Ajustar o espectrofotdmetro de absorcao atdbmica para a leitura.

f Calibrar o aparelho de espectrofotdmetro de absorcdo atémica. Conferir a

calibracdo, mediante a leitura da amostra-controle.

g Fazer a leitura da concentracdo da amostra.

Célculos

Através da curva de calibracdo (absorbancia x concentracdo), calcular a

concentragao de selénio.
Equacdo da Reta:y=ax+b
Em que,

y = absorbancia;

X = concentragao de selénio;

a = coeficiente angular da reta;

b = coeficiente linear da reta.
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Fluxograma da analise bromatoldogico de selénio
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Pesar + 1,0 g da amostra

Adicionar 5 mL de acido
nitrico

Programa 2
Digerir em digestor de Tempo (min) | Poténcia (W)
micro-onda (Programa 2) , 200
4 600
. 2 0
Adicionar 1 mL de
peroxido de hidrogénio
Programa 5
Digerir em digestor de Tempo (min) | Poténcia (W)
micronda (Programa 5) 2 500
1 0
3 790
Avolumar para 50 mL

Fazer diluigbes, se
necessario

Equipamentos
contrAA 700 —
Analyticjena

Fazer leitura no GFAAS

Célculos

Resultados

Figura 04. Fluxograma dos procedimentos analitico-bromatoldgicos de selénio.
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