FABRICIO PEREIRA REZENDE

INTENSIFICAC}ANO DA COLORACAO EM PEIXES ORNAMENTAIS COM
USO DE RACOES ENRIQUECIDAS COM PIGMENTOS NATURAIS

VICOSA

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vicosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em
Zootecnia, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

MINAS GERAIS — BRASIL

2010





FAB
Retângulo




FAB
Retângulo


A Deus, sem o qual nada seria possivel.

Aos meus pais, Ana e Oswaldo, e irmdos Oswaldo, Etelvina e Tulio, pelo incentivo.
A minha esposa, Edmarcia, que nos tltimos onze anos tem sido a fonte de
inspiracao nas decisdes da minha vida, a quem eu dedico todo o

empenho, esforco e dedicagdo em tudo o que faco.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigosa (UFV), por intermédio do Departamento de
Zootecnia (DZO), pela oportunidade de realizagdo deste curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq),
pela concessao da bolsa de estudos.

Ao professor orientador Eduardo Arruda Teixeira Lanna, pela orientacdo, amizade
e incentivo. Aos professores Sebastido Campos Valadares, Paulo César Brustolini, Paulo
César Stringheta, Théa Mirian Medeiros Machado, Juarez Lopes Donzelle, Manuel
Vazquez Vidal Junior, Paulo Roberto Cecon e Oswaldo Pinto Ribeiro Filho pelas
informagdes, sugestdes e criticas apresentadas durante o curso de pos-graduacdo e na
conducdo desta pesquisa, as quais foram fundamentais para a realizacéo deste trabalho.

Aos estagiarios Ana Cristina Oberst Nasser, Igor Hiroshi Terayama de Oliveira,
Lidia Nara Alves Nunes, Marcio Aparecido Candido Nicassio, Rafael Alves Vianna e
Uyara Duarte Vieira pela amizade e dedicacéo.

Aos funcionarios dos Departamentos de Zootecnia e de Tecnologia de Alimentos,
em especial aos Laboratdrios de Nutricdo Animal e de Corantes e Pigmentos Naturais, pela
ajuda nas andlises quimicas e pela amizade durante o periodo do curso.

Aos piscicultores de peixes ornamentais do polo de Muria€é, especialmente ao
Ronaldo Vilela, Rejane, Peter Damasceno, Mitssuy, Toniquinho, Ernane, Jorge, Verdnica e
Amauri, pela amizade, companheirismo e parceria nesta jornada.

A todos 0s meus amigos e amigas, em especial ao Edson Agostinho Pereira, Allan
Tronni Reis, Moisés Quadros, Christiano Demétrio de Lima Ribeiro, Claudio Barberini
Camargo Filho, Felipe Barbosa Ribeiro, Guilherme de Souza Moura, Jorgina Juliana
Gradisse Freitas, Leonardo Luiz Calado, Marcelle Santana Aradjo, Marcelo Maia Pereira,
Patricia de Souza Lima Cunha, Sylvia Sanae Takishita, pelo incentivo, ajuda e leal
amizade.

Enfim, a todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para a execucao deste

trabalho e ndo foram citados.



BIOGRAFIA

FABRICIO PEREIRA REZENDE, filho de Oswaldo Rezende Monteiro e Ana de
Fatima Pereira Rezende, nascido em 4 de Fevereiro de 1979, na cidade de Vicosa/MG.

Graduou-se como engenheiro agrénomo pela Universidade Federal de Vigosa
(UFV) no periodo de Margo de 1998 a Marco de 2003.

Atuou como extensionista agropecuario na Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural de Minas Gerais (EMATER-MG), entre 2003 e 2006.

Em Dezembro de 2006, concluiu o curso de especializacdo na area de Recursos
Hidricos e Ambientais, pela Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Campus de
Montes Claros/MG.

Concluiu o curso de mestrado em Producdo Animal na &rea de Aquicultura, em
Setembro de 2006, pela Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), em Campos
dos Goytacazes/RJ.

Atuou como professor substituto pelo Departamento de Biologia Animal, em
2008, ministrando aulas nas disciplinas “Zoologia geral”, “Ecologia aquéatica” e
“Ictiologia, limnologia e piscicultura”.

Realizou o doutorado pelo Departamento de Zootecnia da UFV, no periodo de
Outubro de 2006 a Fevereiro de 2010, em Vigosa/MG.

Em maio de 2010, ingressou como professor no Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo, IFES Campus Piuma/ES.



INDICE

LISTADE TABELAS. ...ttt
LISTADE FIGURAS.......cooetee et
RESUMO ..ottt sttt
ABSTRACT .. e
1. INTRODUGAO GERAL.....oooeeeeereeeeeeeeeeieeeeeseee e sessensen s
2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......coiiiierirneeneinsisneiseensssasesseesens
2.1. Cores e padrdes de coloracdo nos peixes: tipos de cromatéforos e
mecanismos que influenciam a expressao de cores na pele.............
2.2. Influéncia da composicdo da dieta na deposicdo de pigmentos:
ingrediente fonte, niveis e fontes de lipideos, proteinas,
VItaminas € MINEIAIS........coververieiiieiieisie e

2.3. Diversidade no metabolismo e deposi¢do de pigmentos na pele e

musculos por diferentes grupos de PeIXeS........cccvvvevrereerereniennenns

3. MATERIAL E METODOS........oooieieeeeeeeeieeeeeee e sesiessseses s,
3.1. Local e periodo de EXECUGAD..........ccveuereeieeireseeite e sre e e eeesree e
3.2. As unidades experimentais e o sistema de recirculagdo de agua......
Bu3L A AQUA .ttt
KR @ S o 1= (LSRR
3.5. Aquisicdo, vermifugacdo, condicionamento e selecdo dos peixes...
3.6. O manejo experimental..........ccoceiiriiiiinenese e
3.7. As racOes experimentais e 0 processo de incorporacdo de

pigmentos em ragoes COMEICIAIS. .......vevrrreeiieereeieseese e sree e
3.8. Variaveis mensuradas e avaliadas...........ccceeereienineienescneeeenn,
3.9. Manejo, biometrias e planilhas de acompanhamento experimental

3.10. Quantificagdo da coloragdo em PEIXES.......cccoerververererierireeeeenn,

Pagina
viii
Xii

Xiv

XV

19
25
25
25
27
28
29
30

32
37
38
43



Pagina
3.10.1. Obtencdo de fotografias e indices de coloracéo.................. 43
3.10.2. Obtencéo de indices de coloragdo com colorimetro portatil. 44

3.10.3. Utilizacéo de software para quantificacdo de cores a partir

de fotografias........ccovevieieiieseece e 46

3.11. MOdel0 eStAtiSTICO. ... .ccvveeeieiecieeie e 48

4. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA. ...ttt 49
5.1. Artigo 1°) Diferentes fontes de pigmentos naturais em dietas

para o peixe ornamental acara-disco (Symphysodon aequifasciata)... 53

ReSUMO/ ADSIIACT.........eeiieeieciece e 53

INEFOTUGED. ... 54

Material € MEtOUOS. ........c.coveriiiieciere e 55

ReSUItad0oS € DISCUSSAO. ........cciuveeirieeiieieseesieeie et 59

(000 0 [0d (01101 ST SS 64

RETEIENCIAS. ..ottt 64

5.2. Artigo 2°) Comparacdo entre metodologias para avaliacdo de

intensidade de pigmentacdo como ferramenta na nutricdo e

MElNOramento de PEIXES.......ccviiieiieeeie e e 66
RESUMO/ ADSIIACT........eei i 66
INEFOTUGED. ... 67
Material @ MELOUOS. .......cveiiiriieiciiie e 68
RESUIAd0S € DISCUSSAD. .......cvviieeiiiriieeeiiriiee e eeriee e e eerbae e e eiaree s 69
(00 1od [V 1Yo 1= 75
RETEIBNCIAS. ..vvvii ettt 75

5.3. Artigo 3°) Cantaxantina como aditivo em dietas para colisa-sangue

(COolISA1AlTA)....c.veeeee e 77
RESUMO/ ADSIIACT. ... et e e e e 77
INEFOTUGED. ....c.vieeee et e 78
MaALErial @ MELOUODS. ... et e et e e e 79
RESUILAA0S € DISCUSSAD. .....ceevrereeiiirrieesiereeeesesreresesreeeesssaeeesssseens 82
CONCIUSDES. ...t ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e eees 87
S =] (2 A (o o T 87

5.4. Artigo 4°) Extrato de urucum como pigmento na alimentacdo de

colisa-sangue (Colisa lalia)...........ccccceevviiieiiiic i 89
RESUMO/ ADSEFACT.......c.eeieiiiciee s 89
100 Uo7 o TSR 90

Vi



Material € MELOUOS. .......c.vveiiriieiiiic e
RESUITAd0S € DISCUSSAD. .......cvvieeeiirriieeeiirrie e e seriee e e e ebee e e s sraee e s s eareeeas
(00 o1 [V TS0 1=
RETEIBNCIAS. ..vvvii ettt

5.5. Artigo 5°) Cantaxantina na nutricdo do peixe ornamental colisa-sangue
(COoliSA 1Al1A). ... e

RESUMO/ ADSEIACE. ......veiiii i e e
INEFOTUGED. ...ttt
Material € MELOUOS. ........c.eeeiieeieieeiie et ee e
RESUItAd0S € DISCUSSA0. .......cecivieeiirieiirrieeirreeeirieeeirie e sbie e srreesbe e
(O] 0 [o] (1110 1=
] (] (=] 4 (o T T

5.6. Artigo 6°) Antocianina como aditivo em racOes para 0 peixe
colisa-sangue (Colisa lalia)...........ccccoveveiieiiiiiiiiccec e

RESUMO/ ADSEIACT.......eeiiiiiiiiii et
L1000 o7 o TSR
Material € MELOUOS. ........c.ueiiiiii it
ReSUItAd0S € DISCUSSAO. .......cecireeeirieiitreeeitreeeirteeereeesbeeesrreesreeeens
CONCIUSBES. ...t e
] (] (=] (o =T

6. CONCLUSOES GERAIS. ... ae s e en e

vii

102

102
103
105
108
111
111

114

114
115
117
120
125
125

128



2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

3.2.
3.3.
3.4.

3.5.

5.1.1.

LISTA DE TABELAS

Influéncia de fontes de carotendides no desenvolvimento e no padrao de
coloracdo de carotenoides na pele de kinguios apds oito semanas de
alimentacdo. *Comprimento de onda de 450nm, teor inicial
1,92 mg/kg. * significante ao nivel de 1% (adaptado de SINHA &
ASIMI, 2007) ..ot

Matriz de correlacGes dos coeficientes de correlacdo e dos niveis de
significancia entre carotenoides corporais (astaxantina e fS-caroteno) e
parametros antioxidantes em peixes (Hyphessobrycon callistus)
alimentados com dietas suplementadas com combinag6es de diferentes
tipos e concentracdes de carotenoides (adaptado de WANG et al., 2006)

Composicdo de carotenoides encontrados em insetos aquéticos e alga,
adaptado de MATSUNO et al. (1999)......cccccveieiieiieieirerree e,

Conteudo e composicdo percentual de carotendides, em relacdo ao total,
em 12 espécies de bagres (ordem dos Siluriformes), adaptado de
TSUSHIMA €t al. (2003)......cciiiiiiiieinieieieniese e

Eficiéncia de incorporacdo dos ingredientes fontes de pigmentos
NALUTGES...ecvvee vt cte e ctte ettt et et e st e et e e s e e sbe e st e e sbe e sareesbeesnbeesbeeenreesanennns

Planilha: Biometria dos peixes submetidos a experimentacéo..................
Planilha: Quantificacdo da racéo fornecida aos peiXes.........ccccoevrrvereearncns

Planilha: Coordenadas de coloracdo no sistema Hunter obtidos com
colorimetro portatil Minolta M-10 na pele dos peixes...........cccecvevvervenen,

Planilha: Coordenadas de coloracdo, no sistema CMYK e no sistema de
coordenadas Hunter (L*a*b*) obtida com software a partir de
fotografias digitalS. .......coviveiieiiiie e e

Composicédo centesimal das ragdes experimentais, e nivel de pigmentos,
apos enriquecimento com ingredientes fontes de pigmentos, usadas na
alimentacdo do peixe ornamental acara-disco (Symphysodon
AEQUITASCIALA)......vveveerie ettt e e nre e

viii

Pagina

11

14

16

21

35
39
40

41

42

56



5.1.2.

5.1.3.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.24.

5.2.5.

Valores médios dos indices de pigmentacdo nos sistemas CMYK e em
coordenadas Hunter (L*a*b*) obtidos em fotografias digitais pelo
software Adobe PhotoShop CS2®, no peixe acara-disco (Symphysodon
aequifasciata), em funcédo da fonte de pigmento natural (acai, urucum,
cantaxantina, tomate) adicionado as racdes e CV (%).Valores em
mesma linha marcados com “*” diferem do tratamento controle
(DUNNEt, P<O,05)..c.cciieieiiiie ittt

Valores médios das caracteristicas de desempenho nos peixes acara-
disco (Symphysodon aequifasciata), em funcdo da fonte de pigmento
natural (acai, urucum, cantaxantina e tomate) adicionada as ra¢des e CV
(%). Valores em mesma linha marcados com “*” diferem do tratamento
controle (DUNNEt, P<0,05)......cccciiiiriieriisieneeie e

Valores médios dos indices de coloracdo no sistema (L*a*b*), obtidos
por colorimetro portéatil, Minolta-M10, nos peixes in vivo, CV (%) e
equacbes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de
AEterMINACAD (I%).....vvoveeieeeeeeeeeeeeeeeseesesssse e

Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do
peixe ornamental colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe
PhotoShop CS2®, representados pelas médias aritméticas de trés regides
de coloracéo distintas, CV (%) e equacdes de regressdo ajustadas nos
respectivos coeficientes de determinacio (I)........co.ovwerverenvesrenreierennees

Valores médios dos indices de coloragdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do
peixe ornamental colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe
PhotoShop CS2°®, representados pela area de coloragdo definida como
regido um, CV (%) e equacdes de regressao ajustadas nos respectivos
coeficientes de determMinaga0 (I%).........oovweeeveereenrrsereessessssessssesseessssenns

Valores médios dos indices de coloragdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do
peixe ornamental colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe
PhotoShop CS2°®, representados pela area de coloragdo definida como
regido dois, CV (%) e equacdes de regressdo ajustadas nos respectivos
coeficientes de determinaCa0 (I%).........covvwrmveemeeiereeesresessseesssees s

Valores médios dos indices de coloragdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do
peixe ornamental colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe
PhotoShop CS2°®, representados pela area de coloragdo definida como
regido trés, CV (%) e equacdes de regressdo ajustadas nos respectivos
coeficientes de determinaCao (I%).........oovverrveereremreeressssssssseesssessssesseenee

Pagina

60

63

69

71

71

72

72



5.2.6.

5.3.1

5.3.2.

5.3.3.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.5.1.

5.5.2.

Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do
peixe ornamental colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe
PhotoShop CS2®, representados pelas médias aritméticas das areas de
coloracdo distintas definidas como regides um e trés, CV (%) e
equacOes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de
AEEIMINACAD (%) es e

Composicdo centesimal e niveis de cantaxantina, apds enriquecimento,
nas racdes experimentais para alimentacdo do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa 1alia).........ccccoveiiiiiiniiiic e

Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-
sangue (Colisa lalia), CV (%) e equacOes de regressdo ajustadas nos
respectivos coeficientes de determinagéo (r’), em funcio dos niveis de
cantaxanting Nas dietasS.........ccuviveriereiiere e

Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos nos peixes colisa-sangue
(Colisa lalia) a partir de fotografias digitais com o software Adobe
PhotoShop CS2®, CV (%) e equacBes de regressdo ajustadas nos
respectivos coeficientes de determinacdo (r?), em funcdo do nivel de
Cantaxanting Nas diBtaS.........ccuervereeierieie e

Composicdo centesimal e niveis de bixina, apds enriquecimento, nas
racbes experimentais para o peixe ornamental colisa-sangue
(COlISANANTA). ... et s

Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-
sangue (Colisa lalia), CV (%) e equacdes de regressao ajustadas aos
respectivos coeficientes de determinacdo (r?), em funcdo do nivel de
DIXING NAS AIBLAS. ......veiveeieeie e e

Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos nos peixes colisa-sangue
(Colisa lalia) a partir de fotografias digitais com o software Adobe
PhotoShop CS2®, CV (%) e equacBes de regressdo ajustadas nos
respectivos coeficientes de determinacdo (r?), em funcdo do nivel de
DIXING NAS TIBLAS. ....cuveieie et

Composicédo centesimal e niveis de cantaxantina, apds enriquecimento,
nas racGes experimentais para o peixe ornamental colisa-sangue
(COlISANANIA). ... et

Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-
sangue (Colisa lalia) e CV (%), em funcdo dos niveis de cantaxantina
NAS TIBTAS. .. ettt ettt ens

Pagina

73

79

82

83

92

94

97

106

108



5.5.3.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no padrdo CMYK, obtidos nos peixes colisa-sangue
(Colisa lalia) a partir de fotografias digitais com o software Adobe
PhotoShop CS2®, CV (%) e equacBes de regressdo ajustadas nos
respectivos coeficientes de determinacéo (r’), em funcéo do nivel de
cantaxanting Nas dIetaS........cccueierrieiiie e

Composigdo centesimal e niveis de antocianinas, apds enriquecimento
das ragcdes com polpa liofilizada de acai, para o peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia).........ccccccueiveiiiiiiiciecc e

Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-
sangue (Colisa lalia) e CV (%), em funcdo dos niveis de antocianinas
4 S0 1 T=] USSR

Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no padrdo CMYK, obtidos nos peixes colisa-sangue
a partir de fotografias digitais com o software Adobe PhotoShop CS2°,
CV (%) e equacdes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes
de determinacéo (r®), em funcéo do nivel de antocianinas nas dietas......

Xi

Pagina

109

117

118

119



2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

3.2.

3.3.

5.1.1.

5.2.1.

LISTA DE FIGURAS

Carotendides caracteristicos de bagres Siluridae, adaptado de
TSUSHIMA et al. (2002)......ccccciiiiieieieieierese e,

Rota metabolica oxidativa da luteina A em Kkinguio, proposta por
OHKUBO et al. (1999)......ccceiiieiieiiece et

Rota metabdlica oxidativa para (3R,3’R)-zeaxantina, diatoxantina,
alloxantina em kinguio, proposta por OHKUBO et al. (1999)...............

Rota metabolica redutiva de carotendides em yellowtail, flying-fish e
dolphin, segundo MATSUNO (2001).......cccccviierieiiiienieerieseesieesee e

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com
50,3 mm? cada) identificados com circulos numerados de um a cinco,
usando-se colorimetro portatil Konika Minolta-M10..............c.ccccccene.

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) com base em regides delimitadas pelos
circulos pontilhados e numerados de um a trés, onde a média de trés
pontos foi utilizada na quantificagédo da coloragdo em cada regido, a
partir de fotografias digitais, utilizando-se software Adobe
PROLOSNOP CS2%......eeeeeeeeeeeeeee ettt

Esquema de amostragem de coloracdo na pele do peixe ornamental
acara-disco (Symphysodon aequifasciata) pela média de cinco areas
(25 pixels quadrados cada) em fotografias de 150 x 200 pixels................

Esquema de amostragem de coloracdo na pele do peixe ornamental
acara-disco (Symphysodon aequifasciata) pela média de cinco areas
(25 pixels quadrados cada) em fotografias de 150 x 200 pixels..............

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com
50,3 mm? cada) identificados com circulos numerados de um a cinco,
usando-se colorimetro portatil Konika Minolta-M10...............c..cccc.......

xii

Pagina
21
22
23

24

46

47

47

59

69



5.2.2.

5.3.1.

5.4.1.

5.5.1.

5.6.1.

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) com base em regides delimitadas pelos
circulos pontilhados e numerados de um a trés, onde a média de trés
pontos foi utilizada na quantificagdo da coloragdo em cada regido, a
partir de fotografias digitais, utilizando-se software Adobe
PROLOSNOP CS2%.......eieeeeeeeeeee et

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com
50,3 mm? cada) identificados por circulos numerados de um a cinco,
usando colorimetro portatil Konika Minolta M-10. O peixe da esquerda
€ representativo do tratamento controle e o0 peixe da direita,
representativo do tratamento que se alimentou de dieta enriquecida com
cantaxanting (18,2 MQ/KQ)......covveiveireieiieie e e

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com
50,3 mm? cada) identificados com circulos numerados de um a cinco,
usando colorimetro portatil Konika Minolta M-10. O peixe da esquerda
€ representativo do tratamento controle e o0 peixe da direita,
representativo do tratamento que se alimentou da dieta enriquecida com
BIXiNa (2.890 MO/KQ)...ccvveireeieeie et

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia), a partir de fotografias digitais em trés
pontos (25 pixels quadrados cada) por regido delimitada por tracos
pontilhados, pelo software Adobe PhotoShop CS2®. O peixe da
esquerda é representativo do tratamento controle e o peixe da direita,
representativo do tratamento que se alimentou da dieta enriquecida com
cantaxantina (180,0 MQ/KQ).....c.covueiieieiieiiee e

Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia), a partir de fotografias digitais em trés
pontos (25 pixels quadrados cada) por regido delimitada por tracos
pontilhados, pelo software Adobe PhotoShop CS2®. O peixe da
esquerda é representativo do tratamento controle e o peixe da direita,
representativo do tratamento que se alimentou da dieta enriquecida com
polpa liofilizada de acai (com niveis de antocianinas a 1.000 mg/kg)......

Xiii

Pagina

70

80

93

107



RESUMO

REZENDE, Fabricio Pereira, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2010.
Intensificacdo da coloragéo em peixes ornamentais com uso de ragOes enriquecidas
com pigmentos naturais. Orientador: Eduardo Arruda Teixeira Lanna. Co-orientadores:
Paulo César Brustolini, Paulo César Stringheta e Théa Mirian Medeiros Machado.

A recente expressividade da piscicultura ornamental como atividade agropecuaria demanda
aos piscicultores lancar m&o de boas préaticas de manejo na criagcdo, com intuito de produzir
peixes ornamentais com maiores vigor, pigmentacdo da pele e sanidade, a atender as
demandas de um mercado cada vez mais exigente. A ampla variedade e intensidade de
cores nos tegumentos em peixes dependem da presenca de cromatdforos contendo
pigmentos como melanina, carotendides, pteridinas e purinas. Na alimentacdo de peixes
ornamentais, cultivados no Brasil, utiliza-se racfes para peixes de corte, pobres em
pigmentos naturais, fato que, somado & baixa producdo de organismos plancténicos em
sistemas de criacdo intensivos e superintensivos, impossibilita a acumulagdo de pigmentos
em niveis suficientes para intensificacdo da coloragdo da pele nos peixes destinados a
comercializacdo. Na intencdo de melhorar a qualidade dos peixes destinados ao mercado
consumidor, pesquisadores e piscicultores adicionam pigmentos naturais nas dietas para
intensificar a coloracdo dos peixes cultivados sob altas densidades. A utilizacdo de
pigmentos naturais na alimentacdo de peixes apresenta amplas fungdes, incluindo agéo
antioxidante, aumento na resposta do sistema imunolégico, melhorando aspectos de
crescimento e reprodutivos, além da intensificacdo da coloracdo da pele. Com objetivo de
avaliar o efeito de diferentes ingredientes fontes de pigmentos naturais na pigmentacdo da
pele de peixes e seus possiveis efeitos nas caracteristicas de desempenho, conduziu-se seis
experimentos sob delineamento inteiramente casualizado. Avaliou-se os ingredientes —
extrato liofilizado de acai, extrato oleoso de urucum, extrato liofilizado de tomate e
cantaxantina — como aditivos em racGes para 0S peixes ornamentais acara-disco e colisa
sangue, possibilitando observar que todos os ingredientes testados alteram a expresséo de
coloracdo na pele dos peixes, sem interferir nas caracteristicas de desempenho para os
peixes mantidos em ambiente controlado.
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ABSTRACT

REZENDE, Fabricio Pereira, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, February 2010. Color
intensification of ornamental fish by the use of diets enriched with natural pigments.
Advisers: Eduardo Arruda Teixeira Lanna. Co-advisers: Paulo César Brustolini, Paulo
César Stringheta and Theéa Mirian Medeiros Machado.

The recent expression of ornamental fish farming production as an agriculture activity
demands for fish farmers to make use of best management practices in the production, in
order to produce ornamental fish with greater vigor, pigmentation of skin and sanity, to
meet the demands of an increasingly demanding market. The wide variety and intensity of
colors in fish integuments depends on the presence of chromatophores containing pigments
such as melanin, carotenoids, pteridines and purines. In Brazil, ornamental fish are feed
with rations for species bounded for consume, poor in natural pigments, that fact,
combined with low production of planktonic organisms in intensive and superintensive
farming systems, prevents the accumulation of pigments in sufficient levels for
intensification of skin coloration in fish intended for marketing. Intenting to improve the
quality of fish intended to consumers, researchers and fish farmers add natural pigments in
the diet to enhance the coloration of fish reared at high densities. The use of natural
pigments in fish feeding features many functions, including antioxidant activity, increasing
the immune system response, improving aspects of growth and reproduction, as well as the
intensification of skin coloration. Aiming to evaluate the effect of different ingredients
sources of natural pigments in the skin pigmentation of fish and their possible effects on
the performance characteristics, it was conducted six experiments in completely
randomized design. It was evaluated the ingredients - acai freeze-dried extract, annatto
oily extract, tomato dried extract and canthaxanthin - as additives in feed for ornamental
fish, discus and dwarf-red gouramy, making it possible to observe that all the ingredients
tested alter the color expression of the fish skin, without interfering with the performance
characteristics for fish kept in a controlled environment.
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1. INTRODUCAO GERAL

A piscicultura ornamental brasileira € uma atividade relativamente recente, e tem
como marco histérico a introducdo de peixes ornamentais asiaticos em meados da década
de 1920, no Rio de Janeiro - RJ, por um imigrante de origem japonesa, Sigeiti Takase, que
veio ao Brasil interessado em estudar a ictiofauna local. Takase trouxe mais de 50 espécies
para cultivo, e em aguas brasileiras coletou mais de uma centena de espécies da ictiofauna
nativa, algumas das quais ele passou a cultivar (BOTELHO-FILHO, 1990).

A partir da década de 1920, por vérias vezes, diferentes espécies e variedades de
peixes tém sido importadas, como forma de atender a crescente demanda do mercado por
novidades. Aspecto importante dessa atividade é o dinamismo em que novas espécies
passam a ser incorporadas, produzidas e comercializadas com a finalidade de
ornamentacdo, bem como a velocidade em que novas linhagens séo desenvolvidas.
Atualmente, cerca de 950 tipos diferentes de peixes ornamentais despertam o interesse de
aquaristas em todo o mundo (VIDAL-JUNIOR, 1998; LIMA, 2004).

O cultivo de peixes ornamentais estd entre os setores mais lucrativos da
piscicultura. Segundo FAO (2009), a atividade gerou em média 3,0 bilhdes de dolares ao
ano na década de 1990, e segundo MEYERS (2001), nesse mesmo periodo a inddstria
aquaristica movimentou outro 1,5 bilhdo de dolares.

A piscicultura ornamental ostentou, para a deécada de 1990, uma taxa de
crescimento da ordem de 14% ao ano, esse indice é expressivo quando comparado ao

crescimento medio anual referente & piscicultura de corte, 9,2%, e & pesca extrativista,



1,4% (LIMA, 2004).

O mercado mundial de peixes ornamentais, dindmico e avido por novidades, tem
valorizado espécies e suas linhagens em funcdo da beleza e raridade. A expansdo do
mercado aquaristico brasileiro favoreceu o desenvolvimento de novos polos de piscicultura
ornamental, que se tornaram mais expressivos a partir da década de 1980, com destaque
para os polos de Muriaé/MG, Mogi das Cruzes/SP, Magé/RJ, Recife/PE, Salvador/BA,
Fortaleza/CE e Cascavel/PR.

Nos polos de produgdo de piscicultura ornamental brasileiros, a quase totalidade
dos piscicultores que atuam na atividade apresenta perfil de agricultor familiar, tendo nos
peixes ornamentais uma das principais fontes de renda da propriedade.

A piscicultura ornamental representa uma opg¢do com custo de implantagdo
relativamente baixo e elevada rentabilidade para piscicultores familiares, o que a torna uma
excelente oportunidade para melhoria das condi¢cfes de vida, sendo fundamental ressaltar
que, para alcancar uma producéo satisfatéria, sdo necessarios empenho e dedicacdo, com
frequentes atualizacdes por parte dos piscicultores, ja que cada grupo de espécies apresenta
particularidades quanto ao manejo e a reproducao.

Os piscicultores precisam estar inteirados aos mercados consumidores, produzindo
preferencialmente, e com qualidade, as espécies e linhagens pelas quais os atacadistas e
distribuidores pagam melhores pregos, sem perder de vista que o fluxo de vendas deve
possibilitar a movimentacao de maior quantidade de capital de giro.

A producdo de peixes ornamentais de agua-doce em importantes mercados
consumidores, como Estados Unidos da América, Europa e Japdo, ndo conseguem atender
a demanda interna, sendo necessario importar grande quantidade de peixes, oriundos
principalmente de Singapura (FAO, 2009).

Cabe destacar que o Brasil participa deste mercado internacional quase que



exclusivamente com peixes oriundos do extrativismo. E importante ressaltar que o Brasil
possui empresas competitivas atuando no mercado de exportacdo, as quais poderdo
exportar os peixes produzidos pela piscicultura ornamental de peixes nativos e/ou exoticos.

A exemplo, os néons Paracheirodon spp, 0 segundo maior grupo de espécies
atualmente importado pelos Estados Unidos da América, correspondendo a 12,8% do total
de peixes com aproximadamente 25,7 milhdes de unidades (TAMARU & AKO, 2000).
Quando em ambientes naturais estes peixes tém uma alimentacdo natural baseada em
microcrustaceos e larvas de quironomideos (Chironomus spp e Diptera spp), alimentos
ricos em pigmentos naturais (WALKER, 2004). As informagGes observadas por WALKER
(2004) corroboram com o fato de que alimentacdo rica em pigmentos intensifica as cores
nos animais capturados.

Atualmente, um dos entraves enfrentados pelos aquicultores na comercializacéo dos
peixes ornamentais refere-se a intensidade das cores e do vigor apresentados por estes ao
chegarem ao consumidor final. Durante os processos de despesca, depuragéo, transporte e
comercializacdo entre os diferentes elos que interligam o complexo produtivo ou
extrativista (aquicultores ou pescadores, atravessadores, atacadistas, distribuidores, lojistas
e aquaristas), 0s peixes passam por periodo de intenso estresse. Os peixes sdo submetidos
ao estresse, quer seja em manejo excessivo quer em restricdo alimentar, até chegarem as
lojas, 0 que os depaupera em intensidade de coloracao e vigor.

O problema intensidade de cores e vigor, defrontado pelos produtores e
comerciantes de peixes ornamentais representam uma demanda antiga, sendo
extremamente desejavel o desenvolvimento de técnicas de manejo e cultivo eficientes para
reducdo do estresse, que aumentem a intensidade da coloragdo e o bem-estar dos peixes
nas fazes de terminacdo e comercializagdo. A utilizagéo de ragdes eficientes na reducdo do

estresse serve para melhorar a qualidade do peixe brasileiro frente aos mercados nacional e



internacional, representando consequente agregacdo de preco e melhoria na renda aos
piscicultores.

As possibilidades de utilizacdo de aditivos pigmentantes em ragdes animais vao
além da simples intensificagdo da pigmentacdo, aos animais propensos a isto, 0 que
agregaria maior valor na comercializacdo, especialmente, devido as vantagens adicionais
que os carotendides proporcionam, quanto a reducdo de estresse, combate aos radicais
livres e aumento de resposta imunoldgica, favorecendo o crescimento, a reproducao e
auxiliando no bem estar animal (SHINDO et al., 2007; WANG et al., 2006; HAMRE et al.,
2004; LIMA et al., 2001; BARBOSA et al., 1999).

A utilizacdo de ingredientes pigmentantes em dietas para peixes ornamentais é uma
pratica que vem ganhando espago entre os piscicultores, os quais de forma empirica
incorporam o0s pigmentos vermelhos na dieta para melhorar a qualidade dos peixes que
produzem. Esta pratica é bastante comum no cultivo de trutas e salm@es para melhorar a
cor rdseo-avermelhada dos filées (CHOUBERT et al., 2006; TOLASA et al., 2005;
NICKEL & BROMAGE, 1998; ELMADFA & MAJCHRZAK, 1998).

Os pigmentos mais utilizados em dietas de peixes salmonideos sdo a astaxantina e a
cantaxantina, aditivos que oneram em cerca de 10 a 15% os custos finais das ragdes
(MORA et al., 2006a,b). Tal fato serviu como estimulo & busca por ingredientes fontes de
pigmentos, mais baratos e de maior disponibilidade, com eficiéncia na pigmentacdo de
peixes.

A piscicultura de peixes ornamentais € um setor em plena expanséo, e ja se faz
necessario o desenvolvimento de ra¢cdes comerciais que contenham pigmentos naturais que
possam intensificar a coloracdo dos peixes, melhorando, assim, sua qualidade — fator que
pesa na deciséo de compra pelo consumidor.

Devido a incipiéncia dos conhecimentos sobre a utilizagdo de ingredientes



contendo pigmentos naturais, amplamente produzidos no Brasil, como pigmentantes na
nutricdo de peixes ornamentais, seis trabalhos foram conduzidas a fim de avaliar o efeito
de diferentes fontes de pigmentos e diferentes niveis adicionados a ra¢do sobre a nutri¢éo e
a intensidade de coloracdo na pele de peixes ornamentais como a colisa-sangue (Colisa
lalia) e o acara-disco (Symphysodon aequifasciata).

Esta Tese foi redigida seguindo-se as normas para redacéo de tese, dissertacdes e
monografias (UFV, 2000) em forma de capitulos e estes elaborados com base nos critérios

da Revista Brasileira de Zootecnia.



2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

2.1. Cores e padrdes de coloracdo nos peixes: tipos de cromatoforos e mecanismos
que influenciam a expressao de cores na pele

A coloragdo da pele de peixes depende, primeiramente, da presenca de
cromatéforos (melandforos, xantéforos, eritréforos, iridioforos, leucoforos e ciandforos),
contendo pigmentos como melanina, carotendides (astaxantina, cantaxantina, luteina e
zeaxantina), pteridinas e purinas (FUJII, 2000). Além disso, os peixes podem exibir
diferentes padrées de coloracdo como resultados da dispersdo ou agregacdo das
cromatossomas e a distribuicdo dos cromatéforos na pele (FUJII, 1969, 2000). Uma
combinacdo de fatores ambientais, neurais, enddcrinos e relacionados ao comportamento
reprodutivo influencia a mobilidade dos cromatossomas nos cromatéforos e a deposicao de
pigmentos nos peixes (FUJII, 2000; ASPENGREN et al., 2003).

Nos peixes, semelhantemente ao que ocorre com aves, hé sele¢do dos carotenoides,
com retencdo das xantofilas em detrimento aos carotenos. O S-caroteno é raro em peixes e
pode ser encontrado em pequenas concentracdes no figado, ovarios, musculos e ovos,
sendo observado em musculos de salmao, pele de Lota lota, Perca fluviatilis e Carassius
auratus. A zeaxantina, apesar de ser escassa, € encontrada em ovos de truta (Salmo
iridens), também foram encontrados, taraxantina e astaxantina em olhos, figado e,
principalmente, pele de algumas espécies de peixes (VILLELA, 1976).

Os peixes apresentam ampla variedade e intensidade nas cores dos tegumentos,

sendo estas ocasionadas por biocromos pertencentes as classes carotendides, melaninas,



pterinas, purinas, flavinas e tetrapirréis (VILLELA, 1976). A fonte primaria de cores na
pele de peixes sdo os carotendides, um grupo de mais de 600 pigmentos naturais
lipossoluveis, os quais sdo produzidos por algas fitoplanctonicas e vegetais superiores, que
proporcionam as colora¢des amarelas e vermelhas (SINHA & ASIMI, 2007).

As melaninas sdo muito comuns e muito difundidas, e conferem as cores amarelas,
castanhas, cinzentas e negras. As cores azuis e verdes sdo produzidas por iridescéncias de
estruturas ou combinacOes destas com biocromos, as pterinas sd0 muito comuns e
conferem ididescéncias prateadas e tonalidades azuladas as escamas, 0 mesmo acontece
com as flavinas que proporcionam cores levemente amarelas e fluorescentes. As purinas
sdo bastante abundantes nas escamas e fazem parte dos iridi6foros, sendo a guanina a
principal delas. Ha ainda a ocorréncia de pigmentos verdes e verde-azulados de origem
tetrapirrélica, tanto na pele quanto em musculos de peixes (VILLELA, 1976).

Os peixes ornamentais sdo caracterizados por ampla diversidade de cores e padrdes
de coloracdo (FUJII, 1969). O sucesso na comercializacdo destes € muito dependente de
cores vibrantes. O valor comercial dos peixes ornamentais reflete esta exigéncia do
mercado, consequentemente, 0s piscicultores de peixes ornamentais constantemente
buscam por métodos para intensificar a coloracdo da pele dos peixes (SINHA & ASIMI,
2007). No passado, a maioria das pesquisas focalizava o0 aspecto genético e a selecdo de
caracteristicas ornamentais, recentemente, a melhoria das cores pelo uso de carotendides
em racOes chama a atencéo de pesquisadores (AKO et al., 2000).

Entre todas as numerosas classes de cores naturais, 0s carotendides sao os agentes
de pigmentacdo mais amplos e estruturalmente diversos, sdo responsaveis pela ampla
diversidade de cores na natureza, a maioria é de cor amarelo intenso, laranja e vermelho,
encontrados em frutas, folhas e animais aquéaticos (VILLELA, 1976).

Diversas cores sdo produzidas pela presenca de carotendides especificos e



complexos de carotenoproteinas. Pelo fato dos carotendides serem sintetizados apenas por
vegetais e modificados em tecidos animais, 0s peixes tém que obté-los da dieta. O padréo
de pigmentacédo dos carotendides, em peixes, € o resultado da absor¢do e do metabolismo
dos pigmentos presentes na dieta. Diferentes fontes de pigmentos carotendides, animais e
vegetais, sdo utilizadas puras ou em misturas nas dietas para peixe. O uso de fontes
vegetais apresenta vantagens, uma vez que estas tambeém sdo fontes diretas de nutrientes
como proteina, lipidios e vitaminas (SINHA & ASIMI, 2007).

A correlagdo de pigmentacdo e avanco no desenvolvimento de testes comprovou o
impacto de observacgdes feitas por MOYLE & CECH (1996), os quais enfatizaram que a
coloragdo é controlada pelo sistema enddcrino e nervoso, mas fontes dietéticas de
pigmento também apresentam papel determinante na cor dos peixes. Ambos 0s sistemas
enddcrino e nervoso influenciam a coloracéo nestes animais.

A glandula pituitaria segrega horménios que controlam o metabolismo e o
armazenamento de pigmentos ao longo da vida de um peixe, 0 que é evidentemente
aumentado no inicio da maturidade. Esta pode ser a razdo por que muitas espécies usam as
cores para prover camuflagem e atrair um companheiro (FOX, 1957; ODIORNE, 1957;
MOYLE & CECH, 1996). A intensificacdo da cor da pele de kinguio pode servir como um
marcador para o desenvolvimento das gonadas, conforme sugerem SINHA & ASIMI
(2007). As interagdes entre os fatores supracitados sdo complexas e apenas parcialmente

pesquisadas pelos fisiologistas e criadores de peixes (CHATZIFOTIS et al., 2005).

2.2. Influéncia da composicao da dieta na deposicdo de pigmentos: ingredientes fontes,
niveis e fontes de lipideos, proteinas, vitaminas e minerais
Os carotendides, em sua rota biossintética, sdo sintetizados do geranilgeranil

difosfato por todos os organismos fotossintetizantes. Os vegetais podem sintetizar licopeno



e converté-lo a p-caroteno, enquanto que a astaxantina é um carotendide ndo encontrado
em plantas. Os peixes utilizam os carotendides como um dos principais grupos de
pigmento natural para pigmentacdo da pele e carne, assim como outros animais, nao
possuem a habilidade de biossintetizar estes pigmentos, mas podem modificar sua estrutura
necessitando obté-los da dieta e armazena-los em sua epiderme e/ou outros tecidos para
pigmentacéo da pele (CHATZIFOTIS et al., 2005).

Os peixes cultivados ndo tém acesso a alimentos ricos em carotendides e, portanto,
ha a necessidade que estes sejam adicionados as racbes (CHATZIFOTIS et al., 2005). O
que pode ser facilmente alcancado pela suplementacdo equilibrada da dieta com
ingredientes naturais ricos em pigmentos (SINHA & ASIMI, 2007). Haja vista, a
intensidade de pigmentacdo ser um dos principais critérios de qualidade no valor de
mercado de espécies ornamentais de alto-valor (GOUVEIA et al., 2003).

Para alcancar a pigmentacdo naturalmente observada em ambientes silvestres, 0s
peixes sob cultivo intensivo devem ser alimentados exclusivamente com combinacgdo de
alimentos que fornegcam carotendides como suplementos. Varios carotendides sintéticos
(p-caroteno, cantaxantina, zeaxantina, e astaxantina) e fontes naturais (fermentos,
bactérias, algas, vegetais superiores e farinhas de crustaceos) sdo usados como suplemento
dietético para intensificar a pigmentacdo de peixes e crustaceos (KALINOWSKI et al.,
2005). As fontes naturais de carotenoides, geralmente, compreendem varios compostos e
variam em funcéo da digestibilidade, o que torna complexa a interpretacéo da eficiéncia de
pigmentacdo. Ao contrério, as fontes sintéticas, geralmente compostas por um carotenoide
puro, permitem identificar claramente a eficiéncia de pigmentacao deste. Porém, SINHA &
ASIMI (2007) reportam que poucos estudos comparativos foram realizados na
pigmentacdo de peixe ornamental por carotenodides sintéticos puros ou misturas de

complexos de carotendides.



Conforme reportado por SINHA & ASIMI (2007), o uso de carotendide como
pigmento na aquicultura apresenta amplas fung¢des, incluindo papel como anti-oxidante e
também aumentando a resposta imune, reproducdo, crescimento, maturacdo e como
fotoprotegdo. Os carotendides tém importancia vital na fisiologia e saude global, podendo-
se afirmar que os carotendides sdo nutrientes essenciais que deveriam ser incluidos em
todas as dietas de organismos aquaticos, inclusive para aqueles destinados ao consumo
humano (BAKER, 2002).

As fontes puras de carotendides sdo relativamente caras quando comparadas aos
demais ingredientes normalmente utilizados na alimentacdo de peixes como farinha de
peixe, farinha de subprodutos de carne, soja e cereais (SINHA & ASIMI, 2007). A
eficiéncia do ingrediente fonte em termos de pigmentacéo é espécie-especifica. Nem todas
as espécies de peixes possuem a mesma rota metabdlica para os carotenoides e,
consequentemente, nd&o possuem uma transformacdo universal nos tecidos
(CHATZIFOTIS et al., 2005), o que também pode ser observado nos trabalhos de
OHKUBO et al. (1999), BJERKENG et al. (2000) e TSUSHIMA et al. (2002, 2003).

Os carotendides sdo os principais responsaveis pelas cores amarelo-avermelhadas
intensas na pele de peixes ornamentais. SINHA & ASIMI (2007) compararam o efeito de
quatro fontes de carotendides para intensificacdo da cor na pele de kinguios apds periodo
de alimentacdo de oito semanas. As fontes de pigmentos adicionadas as racbes foram
spirulina (5 mg/kg), pétalas de rosa-chinesa (Hibiscus rosasinensis) (5 mg/kg), pétalas de
“marigold” (5 mg/kg) e lactobacilos (5.000.000/kg) (Tabela 1). Os autores supracitados
sugerem que a pétala de rosa-chinesa é o ingrediente mais eficiente para pigmentacdo da

pele de kinguio e pode ser utilizado para realcar a cor natural no cultivo comercial.
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Tabela 1 - Influéncia de fontes de carotendides no desenvolvimento e no padrdo de
coloracdo de carotendides na pele de kinguios apds oito semanas de
alimentacdo. 'Comprimento de onda de 450 nm, teor inicial 1,92 mg/kg.
* significante ao nivel de 1% (adaptado de SINHA & ASIMI, 2007)

Fonte de pigmento na dieta

Tratamento * A - Pétalas de Pétalas de .

(n = 10) Ausénciade  Spirulina L “marigold” Lactobacilus
carotenoides (5 mg/kg) (5 mg/kg) (5 mg/kg) (5.000.000/kg)

Peso inicial (g) 1,55 1,57 1,82 1,56 2,2

Peso final (g) 2,13 2,73 3,49 2,37 3,4

Ganho de peso (%) 37,1 73,7 91,8* 52,2 54,5

Carotendides (mg/kg) * 0,24 2,92 4,01 3,16 2,84

A utilizacdo de carotendide natural em racbes de peixes é eficiente para
intensificacdo da coloracdo na pele sem comprometer a taxa de crescimento e
sobrevivéncia. O impacto destes alimentos também ndo mostrou efeito adverso na
qualidade de agua. O crescimento no grupo alimentado com ragdo enriquecida com pétalas
de rosa-chinesa foi o melhor em peso, com alto valor de carotendide na pele, 4,01 g/kg
(SINHA & ASIMI, 2007).

O nivel de astaxantina dietético minimo necessario para crescimento satisfatorio e
sobrevivéncia dos peixes foi determinado em 5 mg/kg. SINHA & ASIMI (2007) indicam
ainda que ha a indicacdo que ingredientes ndo-convencionais possibilitariam a formulagédo
de uma racdo economicamente viavel como alternativa ao ingrediente importado,
comercialmente disponivel.

Muita atencdo tem sido dada para indugéo da coloragéo rosa e vermelha da pele de
Sparideos vermelhos cultivados. Como é conhecida, a cor vermelha nos peixes selvagens é
devida, principalmente, a astaxantina. Os peixes cultivados sdo alimentados com dietas
suplementadas com astaxantina pura ou fontes de astaxantina ou com precursores da
astaxantina. Em australian-snapper (Pagrus auratus) ambos, astaxantina esterificada
(NatuRose®) e nao-esterificada (Carophyll Pink®) melhoram a cor vermelha da pele

(BOOTH et al., 2004). Em red-porgy (Pagrus pagrus) um suplemento de farinha de
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Pleisonika sp. contendo uma mistura de carotenoides naturais com predominancia aparente
de astaxantina (CEJAS et al., 2003), uma farinha de krill contendo astaxantina a 20 mg/kg
(CHEBLAKI et al., 2002 citado por CHATZIFOTIS et al., 2005) ou uma farinha de casca
de camardo contendo astaxantina a 40 mg/kg (KALINOWSKI et al., 2005) também
melhoram a coloracdo vermelha do corpo. CHATZIFOTIS et al. (2005) reporta que,
semelhantemente, em red-sea-bream, ésteres de astaxantina foram eficientes na melhoria
da coloragdo, enguanto que outros carotendides p-caroteno, zeaxantina, luteina e
cantaxantina ndo apresentaram efeitos positivos.

Ao comparar o0 efeito da oxidagdo dos pigmentos: p-caroteno, licopeno e
astaxantina em dietas a 100 mg/kg, com uma dieta controle sem pigmento, fornecidas a
red-porgy, CHATZIFOTIS et al. (2005), observaram que apenas astaxantina proporcionou
efeito significativo na intensificacdo da coloracdo vermelha, ao passo que o licopeno e 0
[-caroteno puros como fontes de carotendide ndo mostraram ter efeitos no aumento do
conteldo total de carotenoides na pele da regido dorsal.

WANG et al. (2006) avaliaram se a suplementagdo, na dieta, com carotendide
influenciaria a sobrevivéncia, crescimento, pigmentacdo e capacidade anti-oxidante ao
peixe ornamental Hyphessobrycon callistus. Estes autores utilizaram dois tipos de
carotendides puros (astaxantina e f-caroteno) e sua combinacdo (mistura na proporcao,
1:1) a trés concentrac6es (10, 20 e 40 mg/kg), num total de nove ragbes pigmentadas e uma
racdo controle sem suplemento de carotendides. Nenhuma diferenca foi observada, entre os
tratamentos, para crescimento e sobrevivéncia dos peixes ap06s oito semanas de cultivo.
Independente do tipo de carotendide adicionado a racdo, a astaxantina predominou 98% do
total de carotendides corporais, indicando que estes peixes converteram f-caroteno em
astaxantina para armazenamento. A deposi¢do de astaxantina e -caroteno aumentou com o

aumento na concentracdo de carotendides na ragdo. A astaxantina no corpo de peixes
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alimentados com ragdes enriquecidas com p-caroteno puro foi menor que em peixes
alimentados com racdes enriquecidas pela mistura. Ndo houve nenhuma diferenca na
astaxantina encontrada em peixes alimentados por ra¢@es enriquecidas com astaxantina em
relacdo aqueles alimentados com racGes enriquecidas pela mistura.

Alguns estudos de suplementacdo com biomassa de micro-algas mostraram que
Chlorella vulgaris é tdo eficiente quanto pigmentos sintéticos na pigmentacao de truta de
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (GOUVEIA et al., 1998), gilthead-sea-bream (Sparus
aurata) (GOUVEIA et al., 2002), carpa-koi (Cyprinus carpio) e kinguio (Carassius
auratus) (GOUVEIA et al., 2003; GOUVEIA & REMA, 2005).

WANG etal. (2006) também reportam que além da funcdo de melhorar a
pigmentacéo, os carotendides da dieta tém multiplas func¢Ges anti-oxidantes. Uma relacéo
entre concentragdo de astaxantina da dieta e estado anti-oxidante no figado e masculo foi
observada em salmao-do-atlantico (Salmo salar), indicando possivel melhoria de satde em
peixe pela inclusdo deste carotenoide na dieta.

A predominancia de astaxantina no corpo de peixes que receberam dietas
enriquecidas por carotendides, possibilitou inferir que os melhores niveis de astaxantina no
corpo dos peixes foram obtidos com 40 mg/kg, sendo que a dieta que contem a mistura de
astaxantina (20 mg/kg) e p-caroteno (20 mg/kg) é a formulacdo mais eficiente e com
melhor custo-beneficio (WANG et al., 2006). A inclusdo de carotendides em dietas

proporcionou a reducédo de parametros anti-oxidantes (Tabela 2).
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Tabela 2 - Matriz de correlacbes dos coeficientes de correlacdo e dos niveis de
significancia entre carotendides corporais (astaxantina e p-caroteno) e
pardmetros antioxidantes em peixes (Hyphessobrycon callistus) alimentados
com dietas suplementadas com combinacdes de diferentes tipos e concentracfes
de carotendides (adaptado de WANG et al., 2006)

Carotenoides corporais

Parametros antioxidantes

Astaxantina f-caroteno
Condicdo antioxidante total 0,48 0,25
Superéxido dismutase —0,78** —0,76**
Glutationa peroxidase —0,87** -0,61*
Alanina transaminase —0,69* —0,54
Aspartato transaminase -0,66* —0,48

Em trabalhos citados por SINHA & ASIMI (2007) fica enfatizado o interesse na
utilizacdo de fontes vegetais de pigmentos caroten6ides como paprica de Capsicum annum
(INGLE DA LA MORA et al., 2006a), fermentos de Rhodotorula sanneii, fermentos de
Phalla rhodozyma e Hippophae rhamnoides Linne. CHAPMAN, 2000, citado por SINHA
& ASIMI (2007), menciona que deveria ser utilizada uma combinacdo de pigmentos
carotendides sintéticos e naturais a um nivel de 0,04% a 2,00% da dieta para aumentar a
coloragéo em peixe ornamental.

Ao avaliarem os efeitos de suplementacdo de ragGes com extrato de pimentéo
vermelho e astaxantina sintética na pigmentacdo de filé de truta-arco-iris, INGLE DA LA
MORA et al. (2006a,b) utilizaram dietas enriquecidas por astaxantina sintética (Carophyll
Pink, 8%) a 80 mg/kg, extrato de pimentdo vermelho a 80 mg/kg (HRL1, HRL2) e a
120 mg/kg (HRH1, HRH2) durante seis semanas. Embora todas as dietas tenham
proporcionado concentracdes de carotendides totais nos filés superiores a 5 mg/kg, a dieta
HRH2 proporcionou os melhores indices de coloragcdo vermelha em filés frescos e
processados.

Os extratos de pimentdo vermelho eram constituidos por: HR1, concentragdo de
carotendides totais 64,12 g/kg; composi¢do (%): p-caroteno 7,47, cryptoxantina 8,17,

luteina 9,34, trans-luteina 3,03, trans-zeaxantina 4,23, trans-capsantina 42,41, violaxantina
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1,23, cis-capsantina 17,66, cis,trans-capsorrubina 2,87 e outros amarelos 3,59) e; HR2,
concentracdo de carotendides totais 68,23 g/kg; composicdo (%): p-caroteno 7,17,
cryptoxantina 7,02, luteina 8,23, trans-luteina 3,48, trans-zeaxantina 3,55, trans-capsantina
46,31, violaxantina 1,09, cis-capsantina 16,36, cis,trans-capsorrubina 2,92 e outros
amarelos 3,87).

Conforme reportado por SINHA & ASIMI, (2007), a partir de flores de Hibisco
rosasinensis (rosa-chinesa) produz-se um extrato de cor parpura escura que é utilizado para
engraxar sapatos. As folhas sdo usadas na medicina alternativa como um emoliente
anodino, amenizando a dor, e como laxante. Reportam ainda que, a astaxantina promove
ndo apenas a pigmentacdo em peixes cultivados e crustaceos, mas que é essencial para o
seu crescimento e sobrevivéncia.

MATSUNO et al. (1999), previamente, isolaram f-f-carotenodiol de alguns peixes
de agua doce, japanese-char (Salvelinus leucomaenis f. pluvius), dolly-varden (Salvelinus
malma malma), masu-trout (Salmo masou masou), common-freshwater-goby (Rhinogobius
brunneus) e chinese-minnow (Phoxinus lagowski f. oxycephalus) os quais foram
capturados em regibes de cabeceira de rios com aguas correntes, frias e limpas com fundo
arenoso ou rochoso. Estes peixes de &gua doce se alimentam principalmente de insetos
aquaticos dos quais se presumiu ser a fonte alimentar de S-f-carotenodiol.

Os autores supracitados investigaram a relacdo entre 0s carotendides existentes nos
insetos aquaticos e nos peixes de agua doce que utilizam estes insetos como base da
alimentacdo. Haja vista, as escassas informagdes sobre carotendides em insetos aquéticos,
foram extraidos de insetos aquéticos 20 carotendides conhecidos, dos quais 0s principais

fotam p-p-caroteno, luteina A, (3R,3’R)-zeaxantina, fucoxantina e fucoxantinol (Tabela 3).
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Tabela 3 - Composicao de carotenoides encontrados em insetos aquaticos e alga, adaptado
de MATSUNO et al. (1999)

Pigmentos
totais (mg/kg)

Organismo Principais pigmentos encontrados (%)

Fucoxantina (36,2), zeaxantina (20,5), S-caroteno
(17,7), luteina A (15,5), -equinenona (3,4)
S-equinenona (42,0), p-caroteno (17,3),
Uenoa tokunagai (larva) 50 isocriptoxantina (14,0), fucoxantina (12,0), zeaxantina
(5,7), cantaxantina (4,6)
Fucoxantina (30,0), luteina A (30,0), zeaxantina
Hydropsyche ulmeri (larva) 33,0 (10,0), fucoxantinol (10,0), p-caroteno (8,4),
violaxantina (5,0), anteraxantina (3,0)
Luteina A (28,5), alloxantina (25,6),
Macronema radiatum (larva) 60,0 fucoxantina (12,2), zeaxantina (11,1), p-caroteno
(10,0), diatoxantina (3,5)
Fucoxantina (43,1), luteina A (16,0),
Stnopsyche griseipennis (larva) 14,0 zeaxantina (10,2), anteraxantina (10,0), S-caroteno
(8,3), fucoxantinol (8,1)
Fucoxantinol (38,6), p-caroteno (35,0), fucoxantina

Alga _

Ephemera strigara (ninfa) 3,0 (9.3), luteina A (7.0)
Fucoxantinol (45,0), p-caroteno (13,1), zeaxantina
Epheprus curvatulus (ninfa) 24,0 (11,7), anteraxantina (9,4), fucoxantina (9,0), luteina
A (33)
Fucoxantinol (23,1), p-caroteno (17,3), fucoxantina
Protohermes grandis (larva) 38,0 (15,5), anteraxantina (8,0), zeaxantina (8,0), luteina A

(6,6), isocriptoxantina (3,9)

Em cinco das sete espécies de insetos aquaticos examinados por MATSUNO et al.
(1999), uma pequena quantia de p-p-carotenodiol foi isolada, e foi considerada como
produto metabolico oxidativo do S-f-caroteno que € ingerido das algas utilizadas por estes
insetos na alimentacao.

Além disso, alimentou-se com fucoxantina, um importante carotenoide de insetos
aquaticos, peixes chinese-minnow como um grupo controle, para os quais ndo foi
observada bioacumulacdo da fucoxantina. Este fato pode ser aplicavel também a todas as
demais espécies de peixe de dgua doce, segundo MATSUNO et al. (1999).

HARDY et al., 1990, citado por HAMRE et al. (2004), mostrou que quantidade
apreciavel de cantaxantina absorvida € excretada na bile de truta-arco-iris. O processo de
degradacdo da astaxantina no figado e/ou a forma de excrecdo do figado para o sangue
pode ser deste modo discutida pelas interacfes na dieta. Neste contexto, pode se mencionar
que o efeito da vitamina E nos lipideos do figado e do plasma, talvez sejam um indicativo
de que a excrecdo de gordura pelo figado para o sangue (ex. sintese e excrecdo de
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lipoproteinas), seja o processo sob influéncia. Embora o metabolismo de astaxantina
pareca ser afetado principalmente por fatores nutricionais, a pigmentacdo dos filés de
salmao-do-atlantico, parece ser substancialmente, influenciada pela suplementacdo de
astaxantina e lipideos na dieta.

CHOUBERT et al. (2006) avaliaram o efeito de fontes de lipideos e astaxantina
sobre a eficiéncia de pigmentacdo de filés de truta-arco-iris (Onchorynchus mykiss). As
fontes de lipideos avaliadas foram o 6leo de peixe e o 6leo de oliva, sobre a eficiéncia
pigmentante de astaxantina da micro-alga-verde (Haematococcus pluvialis), a qual possui
32 mg de carotendides totais por kg de MS, sendo a astaxantina 98,6% destes, e
astaxantina sintética sobre a concentracdo de astaxantina plasmatica, a coloracdo da
musculatura e a retencdo de astaxantina no musculo de trutas, apds seis semanas. As dietas
com diferentes fontes de lipidios foram igualmente aceitas pelos peixes. Ao final do
experimento ndo houve diferencas significativas entre peso médio final, taxa de
crescimento especifico ou conversdo alimentar entre os tratamentos. Peixes alimentados
com astaxantina sintética apresentaram maior concentracdo desta no plasma que 0s peixes
alimentados com extrato de algas. Além disso, peixes alimentados com 6leo de oliva
apresentaram maiores niveis de astaxantina no plasma sanguineo que aqueles alimentados
com 6leo de peixes.

Embora a adi¢do de carotendides na dieta melhore a coloragdo vermelha, ainda
assim o red-porgy cultivado apresenta uma coloracdo escura variada nos espécimes
selvagens, os quais tém uma coloracdo rosa e prateada na pele da superficie dorsolateral.
Esta intensidade é devida a alta concentracdo de melanina e/ou a baixa concentracdo ou
auséncia de carotenodides na pele. A melanina € sintetizada a partir da tirosina, e cuja
principal funcédo é fotoprotecdo, podendo ser produzida como uma resposta fisioldgica de

peixes mantidos em condi¢6es de cultivo sob exposicdo a alta intensidade de luz solar ou
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estresse provocados pelo manejo. Red-porgy cultivados sem exposicdo a luz ultravioleta
receberam dietas ricas em proteina, a qual possibilitou a melanogénese devido ao alto
conteddo de tirosina. A auséncia de carotendides na dieta possibilitou realcar a
melanogénese, uma vez que os carotendides conhecidamente previnem o estresse oxidativo
(CHATZIFOTIS et al., 2005).

Ao comparar o efeito das quatro dietas experimentais com diferentes relagdes entre
taxa de proteina bruta e teor de carboidrato (50/23, 40/32, 30/48 e 20/59) observou-se que
a taxa efetiva de melanina foi, significativamente, maior para a ragdo com relagdo 50/23.
Os peixes cultivados apresentam contetdo de melanina na pele da regido dorsal cerca de
oito vezes maior que 0s peixes selvagens. Observou-se ainda que as fontes de carotendides
aparentemente ndo afetam o contetdo de melanina na pele (CHATZIFOTIS et al., 2005).

HAMRE et al. (2004) avaliaram o efeito de niveis de sete componentes da ragéo:
ferro (70 e 1.200 mg/kg), cobre (7 e 100 mg/kg), manganés (10 e 200 mg/kg), vitamina C
(30 e 2.000 mg/kg), vitamina E (60 e 410 mg/kg), astaxantina (10 e 50 mg/kg) e lipideos
(150 e 330 g/kg), sob delineamento fatorial com total de 16 dietas, sobre a eficiéncia de
deposicéo da astaxantina na musculatura de salmdo-do-atlantico (Salmo salar).

HAMRE et al. (2004) citam que em salm&o-do-atlantico as concentragdes de
astaxantina no filé e no plasma sdo, significativamente, aumentados pela suplementacéo na
dieta a niveis de 60 mg/kg ou superiores. Conforme esperado, a astaxantina encontrada nos
masculos, figado e plasma aumentam com o fornecimento de dieta contendo maior nivel
de astaxantina (50 mg/kg), uma vez que, a pigmentacdo de musculo em salmonideos é,
evidentemente, dependente da concentracdo de carotendides na dieta.

O maior teor de lipideos na dieta é também responsavel por melhorar a
pigmentacdo em salmonideos (NICKEL & BROMAGE, 1998; BARBOSA et al., 1999). O

alto teor de lipideos na dieta aumentou a deposicéo de astaxantina no figado e plasma, e na
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musculatura apos 14 semanas, porém, ap6s 33 semanas, ndo houve diferenca na deposicao
observada nos musculos (HAMRE et al., 2004).

A deposicdo de astaxantina aumentou com o fornecimento de dieta contendo maior
teor de lipideos, o que estd de acordo com estudo feito com truta-arco-iris por
TORRISSEN et al., 1990, citado por HAMRE et al. (2004), quando a digestibilidade da
cantaxantina adicionada a racdo aumentou de 2% para cerca de 15% devido ao aumento do
teor de lipideos de 4% para 23%.

A vitamina E (60 e 410 mg/kg) nédo apresentou efeito na deposicdo de astaxantina
nos musculos (HAMRE et al., 2004), ao contrario do efeito positivo dos maiores niveis de
vitamina E (200 a 800 mg/kg) encontrados por BJERKENG et al. (1999) para a mesma
espécie.

A vitamina E afeta os niveis de astaxantina no plasma e no figado. Altos teores de
vitamina E na dieta aumentam a astaxantina no figado e reduzem a astaxantina plasmatica.
O mecanismo responsavel por este efeito na vitamina E e na astaxantina, hepatica e

plasmaética, pelo ferro, cobre e manganés, ainda sdo desconhecidos (HAMRE et al., 2004).

2.3. Diversidade no metabolismo e deposicdo de pigmentos na pele e musculos por
diferentes grupos de peixes

Kinguios (Carassius auratus) convertem zeaxantinas para astaxantinas via
4-ketozeaxantina (CHATZIFOTIS et al., 2005, citando HATA & HATA, 1972). Truta-
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) realiza a transformacdo oposta que € a conversdo da
astaxantina para zeaxantina (CHATZIFOTIS et al., 2005 citando KATSUYAMA et al.,
1987). Salmao e red-sea-bream (Pagrus major) ndo convertem xantofilas em cantaxantina
ou astaxantina (CHATZIFOTIS et al., 2005 citando STOREBAKKEN & NO, 1992 e

TORRISSEN, 2000). Em salmonideos, astaxantina ndo-esterificada é a forma encontrada

19



em musculos brancos enquanto que a astaxantina esterificada € a forma predominante na
pele (BOWEN et al., 2002; WHITE et al., 2003). Semelhantemente aos salmonideos,
red-sea-bream armazena astaxantina esterificada na pele (CHATZIFOTIS et al., 2005
citando HA et al., 1993 e LOREZ, 1998).

Os carotendides de 12 espécies de peixes Siluriformes de oito familias foram
investigados e comparados, do ponto de vista bioquimico, por TSUSHIMA et al.
(2002, 2003). Os padrdes de carotenoides encontrados nos bagres da familia Siluridae
foram completamente diferentes daqueles das outras sete familias de bagres estudadas
(Bagridae, Amphycipitidae, Clariidae, Plotosidae, Ictaluridae, Callichthyidae e
Malapteruridae).

Ao todo foram identificados 23 carotenoides nas 12 espécies de bagre (Tabela 4).
Na familia Siluridae, os carotendides mais abundantes foram parasiloxantina em S. asotos
(30% do total de carotentides), luteina A em S. microdorsalis (34%), zeaxantina em
S. lithophilus (24%) e alloxantinas em S. biwaensis (47%) (Figura 1). Nas outras oito
espécies de bagre (sete familias), os padrGes de carotendides encontrados foram muito
semelhantes entre si, com predomindncia de zeaxantina e luteina A em cinco espécies
(I. punctatus, CI. fuscus, Co. melanistius, Pe. nudiceps e Ps. aurantiacus) (cerca de 23 a
56% do total de carotendides). A (3R)-f-cryptoxantina foi também evidente em quatro
espécies (L. reini, PI. lineatus, Co. melanistius e M. electricus). As alloxantina,
diatoxantina e a-cryptoxantina também foram evidentes em Co. melanistius, I. punctatus e

Cl. fuscus, respectivamente (TSUSHIMA et al., 2002).
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Tabela 4 - Conteddo e composicdo percentual de carotendides, em relagcdo ao total, em 12
espécies de bagres (ordem dos Siluriformes), adaptado de TSUSHIMA et al.

(2003)
Organismo tota?;%mg?ligi Principais pigmentos encontrados (%)
Silurus asotus Zeaxantina (12,_1), Iuteinas_A+B (11,1_), paras_iloxantina (30,4),
(Siluridae) 50 alloxantina (7,8), dihidroparasiloxantina (14,2),
tetrahidro-/-caroteno (6,9)
Silurus biwaensis 30 Aloxantina (46,7), parasiloxantina (18,4), zeaxantina (14,5),
(Siluridae) ' luteinas A+B (12,0), diatoxantina (2,0)
Silurus lithophilus 50 Parasiloxantina (23,1), alloxantina (7,6), luteinas A+B (21,5),
(Siluridae) ' zeaxantina (24,4), p-criptoxantina (4,6)
Silurus microdorsalis 23.0 Luteinas A+B (37,8), parasiloxantina (17,8), zeaxantina (11,7),
(Siluridae) ' diatoxantina (8,2), alloxantina (3,1), dihidroluteina A (3,1)
Pelteobagrus nudiceps 6.0 Zeaxantina (55,6), luteinas A+B (19,8), alloxantina (14,1),
(Bagridae) ' diatoxantina (3,7), S-criptoxantina (1,4)
Pseudobagrus aurantiacus 40 Zeaxantina (52,6), luteinas A+B (22,6), p-criptoxantina (11,4),
(Bagridae) ' [S-caroteno (6,0), diatoxantina (5,5), hidrozeaxantina (1,9)
Liobagrus reini Zeaxantina (41,3), S-criptoxantina (20,0), alloxantina (7,5),
S - luteinas A+B (6,6), diatoxantina (6,3), g-caroteno (5,7),
(Amblycipitidae) .
astaxantina (1,9)
Clarias fuscus Zeaxantina (31,7), a-criptoxantina (27,1), luteinas A+B (19,8),
(Clariidae) - diatoxantina (17,4), f-caroteno (3,7)
Plotosus lineatus Zeaxantina (46,7), p-criptoxantina (19,0), alloxantina (14,2),
: 1,0 diatoxantina (10,4), luteinas A+B (4,8), S-caroteno (2,5),
(Plotosidae) hi .
idrozeaxantina (2,4)

Ictalurus punctatus 10 Zeaxantina (34,4), luteinas A+B (33,4), diatoxantina (23,0),
(Ictaluridae) ' alloxantina (4,8), p-criptoxantina (4,4)
Corydoras melanistius 10 Alloxantina (27,2), zeaxantina (23,2), luteinas A+B (22,6),
(Callichthyidae) ' [-criptoxantina (18,3), S-caroteno (8,1)
Malapterurus electricus Zeaxantina (37,6), g-criptoxantina (30,6), luteinas A+B (8,3),

2,0 p-caroteno (6,5), diatoxantina (5,9), hidrozeaxantina (4,7),

(Malapteruridae)

alloxantina (4,2), ioxantina (2,2)

Figura 1 - Carotenoides caracteristicos de bagres Siluridae, adaptado de TSUSHIMA et al. (2002).
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OHKUBO et al. (1999) isolaram de kinguio um total de 18 carotenoides
conhecidos e trés novos, os quais sdo (3S,4R,3’S,6’R)-4-hidroxiluteina, (3S,3’S,4’R)-4-
keto-4’-hidroxidiatoxina e (3S,3’S,4’R)-4-keto-4’-hidroxialloxantina. Ao considerar a base
estrutural dos carotendides isolados e os resultados previamente mencionados em
experimento de alimentacdo de kinguio com luteina A e (3R,3’R)-zeaxantina, 0s autores
propuseram as possiveis rotas metaboélicas da luteina A, luteina B, (3R,3’R)-zeaxantina,
diatoxantina e alloxantina para fritschiellaxantina, a-doradexantina, (3S,3’S)-astaxantina,
(3S,3’S)-7,8-dihidroastaxantina e (3S,3°S)-7,8,7’,8’-tetradihidroastaxantina,
respectivamente. A seguir sdo apresentadas as rotas metabdlicas de pigmentos carotendides

(Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Rota metabolica oxidativa da luteina A em kinguio, proposta por OHKUBO et

al. (1999).
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Figura 3 - Rota metabdlica oxidativa para (3R,3’R)-zeaxantina, diatoxantina, alloxantina

em kinguio, proposta por OHKUBO et al. (1999).

MATSUNO (2001) reporta a rota metabdlica redutiva do (3S,3’S)-astaxantina para
tunaxantina em yellowtail (Seriola quinqueradiata, ordem Perciformes), flying-fish
(Prognichthys agoo, ordem Beloniformes) e dolphin (Coryphaena hippurus, ordem
Perciformes). Estas rotas metabdlicas envolvem a remocédo dos grupos keto a C-4 e C-4’ e

converséo do S-anel para o e-anel (Figura 4).
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Figura 4 - Rota metabdlica redutiva de carotendides em yellowtail, flying-fish e dolphin,
segundo MATSUNO (2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo de execucao

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Nutricdo de Peixes do
Departamento de Zootecnia, as analises de composicao centesimal das racdes realizadas no
Laboratorio de Nutricdo Animal deste departamento e as analises de quantificacdo dos
niveis de pigmentos adicionados as racdes realizados no Laboratério de Corantes e
Pigmentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de

Vicosa, no periodo entre marco de 2008 e dezembro de 2009.

3.2 As unidades experimentais e o sistema de recirculacdo de agua

Os peixes foram acondicionados e mantidos sob experimentacdo em sistema de
recirculacdo de agua. O sistema de recirculagcdo compreendia 45 aquarios interligados por
tubulacdes de abastecimento e drenagem a filtros mecanicos e bioldgicos, além de sistema
de condicionamento da dgua com termostatos, aquecedores e ldmpada germicida.

As trés caixas com filtros mecanicos, filtros bioldgicos e acondicionamento de agua
com termostatos, aquecedores e lampada germicida tinham capacidade de 150 litros cada
totalizando 1/3 do volume do sistema de recirculagdo. A taxa de renovacdo da &gua nos
aquarios foi de 2.000% ao dia, ou seja, o volume de agua da caixa era renovado 20 vezes
ao dia. Os filtros mecanicos foram limpos uma vez por semana e 0s substratos dos filtros
bioldgicos lavados apenas ao final dos experimentos.

Cada unidade experimental foi composta por uma caixa d’agua retangular com
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capacidade total para 25 litros, utilizando-se 20 litros de volume Util. A tampa era de tela
plastica com malha de 10 mm para facilitar as operagdes de manejo diario.

As caixas d’agua experimentais ficaram dispostas uma ao lado da outra, em
estantes com trés niveis de prateleiras, totalizando seis prateleiras com 45 caixas d’agua ao
todo. Todas as caixas estavam interligadas a um sistema de filtragem bioldgica e
condicionamento da agua, através de sistemas de abastecimento e drenagem, totalizando
1.200 litros de volume util.

O bombeamento da agua foi realizado por uma bomba Schneider 0,5cv (110,
7,5 A, Monofasica, 60Hz) regulada para a vazéo de 750 L/h, proporcionando uma taxa de
renovacgéo de 20 vezes 0 volume total das caixas ao dia.

A é4gua bombeada chegava as caixas experimentais em torneiras plasticas que
possibilitava a regulagem do fluxo de &gua por meio de tubulacdo acoplada na bomba e na
caixa de condicionamento de &gua.

A drenagem da &gua foi feita através de um flange de 20 mm instalado do lado
oposto ao sistema de abastecimento de &gua, no qual, externamente, estava acoplado um
cotovelo 90° rosqueavel de 20 mm e um pedaco de cano PVC rigido desse mesmo
didmetro, o que permitia a regulagem do volume interno da caixa d’agua experimental pela
articulacao deste.

Na extremidade do PVC rigido havia acoplado um pedaco de mangueira
transparente que levava a gua até outro cano de maior diametro (75 mm), o qual carreava
a agua de todas as caixas para as caixas de filtragem biolégica. Na extremidade desse cano
utilizou-se uma bolsa manufaturada com organza para reter particulas solidas (fezes e
eventualmente resto de racéo), essa bolsa era trocada a cada trés dias por outra lavada,
evitando a rapida eutrofizagdo do filtro.

A caixa-filtro compreendia trés caixa d’agua de polietileno com capacidade total
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para 150 litros, utilizando-se 100 litros de volume (til, no interior de duas das quais estava
instalada uma faixa de tela com malha de 2 mm, com 20 m de comprimento por 75 cm de
largura. A tela serviu como substrato de fixacdo para desenvolvimento de colbnias de
bactérias nitrificantes, Nitrossomonas spp e Nitrobacter spp, que sdo responsaveis pela
reducdo da amonia liberada pelos peixes, que em concentra¢des superiores a 0,05 mg/L sdo
toxicas a estes, a nitrato que é uma substancia pouco tdxica.

As caixas-de-condicionamento estavam acopladas a caixa-filtro por flanges de
60 mm instalados na parte inferior destas caixas, a formar um sistema de vasos
comunicantes por onde a agua filtrada passava a caixa seguinte para ser acondicionada a
temperatura de 28°C.

O aquecimento e regulagem da temperatura da agua para 28°C foi possivel com a
utilizacdo de aquecedores e termostato. A dgua do sistema passava por iluminagdo com
lampada germicida ultravioleta para reduzir problemas pelo desenvolvimento de algas e
patdgenos na agua circulante.

No periodo em que os peixes estavam sob experimentacdo, recebendo racdes
contendo pigmentos naturais, toda quinta-feira as 10h era realizada uma limpeza do fundo
das caixas experimentais, por meio de sifonagem da sujeira decantada, utilizando uma
mangueira de 15 mm vertendo-se a agua suja na tubulagdo do sistema hidraulico de esgoto

do laboratério.

3.3 A4gua

A &gua proveniente da rede municipal de abastecimento (SAAE) foi utilizada para
abastecer o sistema de recirculagcdo com filtragem biol6gica, no qual foram conduzidos os
experimentos. Antecedendo cinco dias ao acondicionamento dos peixes no sistema de

recirculacdo, este foi abastecido e completado para volume util de 1.200 litros de agua,
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sendo 20 litros por caixa experimental e outros 300 litros para as caixas filtro e de
acondicionamento de agua.

Semanalmente, apds a sifonagem e a limpeza das caixas, cerca de 20% do volume
da agua do sistema foram substituidos para redugdo na concentracdo dos niveis de
compostos nitrogenados da agua, especialmente nitrato. Tal procedimento possibilitou
ainda o aporte de sais e ions de minerais tracos os quais sdo absorvidos através das
brénquias e essenciais ao pleno desenvolvimento dos peixes.

A qualidade da agua foi aferida as 9h, a cada cinco dias, observando-se as
caracteristicas: pH, potencial redox (mV), temperatura (°C), condutividade elétrica (uS/cm)
e oxigénio dissolvido (mg/L). A mensuracdo dos valores para as caracteristicas
supracitadas foi possivel mediante utilizacdo de peagametro digital Homis MOD 801,
termémetro de méxima e minima com bulbo de mercario, condutivimetro Alphalab
CA 150 e oximetro digital portatil Instrutherm MO-890. Os respectivos valores foram
anotados em formulario para todo o periodo experimental, para acompanhamento de
eventuais variagdes nos niveis das caracteristicas supracitadas para fora da faixa 6tima de
manutencdo da espécie em estudo, quando procedeu-se com 0s respectivos ajustes.

Semanalmente foram adicionados 10 g de calcério-dolomitico, finamente moido, a
caixa de acondicionamento da &gua a fim de disponibilizar macro e microminerais para
absorcdo pelos peixes através das branquias. A biodisponibilidade de minerais na dgua do
sistema experimental permitiu o pleno desenvolvimento dos peixes, sem que a deficiéncia

mineral fosse fator limitante.

3.4 Os peixes
Em cada experimento que compunha o trabalho de tese foram utilizados peixes que

ndo participaram de experimentos anteriores para evitar erro experimental devido
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alimentacdo continuada com ragdes contendo diferentes niveis e tipos de pigmentos
naturais.

Os machos da Colisa lalia ja expressam sua coloracéo caracteristica em funcédo da
linhagem a partir do terceiro més de vida, estando aptos para comercializagdo como peixe
ornamental a partir do quarto més.

Em cada um dos cinco experimentos foram utilizados 315 machos da espécie
Colisa lalia linhagem “vermelha-sangue”, com idade entre 90 e 110 dias, aos quais foram
acrescentado outros 185 (60%), o que possibilitou a padronizacgdo de tamanho e descarte de
peixes imperfeitos.

A biomassa de peixes mantida sob experimentacdo, por 70 dias, no sistema de
recirculacdo foi de até 990 g, correspondente a densidade de aproximadamente 1 g de
peixe/L de agua.

No total foram utilizados 2.500 peixes machos. Os peixes foram adquiridos com
trés meses de idade de uma piscicultura de peixes ornamentais no pélo de Muriaé-MG,

antecedendo 21 dias da montagem do experimento.

3.5 Agquisicao, vermifugacao, condicionamento e selecdo dos peixes

Os peixes foram adquiridos em pisciculturas de peixes ornamentais nos municipios
de Muriaé e Patrocinio do Muriaé, estado de Minas Gerais, Brasil. Foram adquiridos
peixes machos juvenis em tamanho comercial pequeno com cerca de 70 dias de vida, o que
possibilitaria o fornecimento de racdo na fase de terminacdo destes que ja apresentavam
inicio da coloracéo vermelha caracteristica da linhagem.

Em experimentos para avaliacdo da pigmentacdo da pele de peixes colisa-sangue
(Colisa lalia) deve-se utilizar apenas os machos, uma vez que estes apresentam coloragao

intensa, a0 passo que as fémeas ndo expressam pigmentacdo vermelha na pele. Em
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acara-disco (Symphysodon discus) e mato-grosso (Hyphessobrycon eques) a avaliacdo da
pigmentacédo da pele dos peixes pode ser quantificada em peixes de ambos 0s sexos.

Apols acondicionamento dos peixes nos aquarios experimentais, forneceu-se a
mesma racdo comercial extrusada preparada para o tratamento controle dos experimentos,
contendo os vermifugos metronidazol (400 mg/kg) e albendazol (100 mg/kg), aléem de
bizacodil (5 mg/kg) e vitamina C (300 mg/kg). A fase de condicionamento dos peixes teve
duracdo de 20 dias, periodo no qual cessou a mortalidade decorrente do estresse da captura,
depuracéo e transporte.

No periodo de vermifugacdo os peixes se adaptaram as condi¢fes de ambiente, ao
manejo de alimentacdo e de limpeza do laboratério. A incorporacdo dos vermifugos, o
laxante e a vitamina C a racdo foi realizada ap6s a moagem fina e a mistura destes ao 6leo
de soja que foi em seguida misturado e homogeneizado a racao.

Ap0s os 14 dias de condicionamento os peixes foram sedados em solucao contendo
eugenol e etanol (1:4) na dosagem de 25 mg de eugenol por litro de agua, por imersdo
durante cinco minutos. Foram separados 0s peixes com imperfeigdes, 0s que néo
apresentavam o padrdo de coloracdo caracteristico da linhagem, as poucas fémeas e
aqueles peixes com tamanhos extremos a média.

A seguir realizou-se a distribuicdo aleatdria de oito peixes por aquéario. A
recuperacdo da sedacao ocorreu nos aquarios experimentais. Os peixes permaneceram mais

seis dias alimentando-se apenas da racdo controle, sem vermifugo, até o 20° dia.

3.6 O manejo experimental
No Laboratério de Nutricdo de Peixes, 0s peixes passaram por triagem para selecdo
de lote com machos perfeitos e de tamanho uniforme.

Todos 0s peixes que permaneceram sob experimentacdo, passaram por biometria,
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na qual foram aferidos: peso (g), comprimento total (mm), comprimento padrdo (mm),
comprimento da cabeca (mm) e altura do corpo (mm).

Os animais em triagem e biometria foram manejados e simultaneamente tratados
em solucdo dupla, preparada uma hora antes, contendo cloreto de sodio a 5g/L e
azul-de-metileno (2%) a 0,3 mL/L para reduzir o estresse e prevenir infestacbes por
fungos, respectivamente, (KUBITZA e KUBITZA, 1999). Em seguida, os peixes foram
aleatoriamente distribuidos nas caixas experimentais na densidade de um peixe para cada
3 litros de agua, totalizando sete peixes por caixa.

A utilizacdo de sal (NaCl, 5 g/L) estimula 0 aumento da secre¢do de muco sobre o
epitélio branquial e a pele, reduzindo a passagem de ions atraves das membranas celulares
(células de cloreto); esta reducdo na perda de ions deve-se a diminui¢cdo no gradiente
osmético entre o plasma do peixe e a agua (estresse osmorregulatorio) (KUBITZA, 1999,
BALDISSEROTTO, 2002). O aumento na concentracdo de NaCl na &gua também
favorece a excrecdo de amonia por transporte ativo através da bomba Na*/NH," das células
de cloreto (BALDISSEROTTO, 2002). O estresse osmorregulatério deve-se a elevacao nos
niveis de corticosterdides no sangue dos peixes, em resposta ao estresse provocado pelo
manejo pré-transporte, que causa aumento na permeabilidade das células de cloreto, no
epitélio branquial (KUBITZA, 1999).

O arragoamento com as ragdes contendo pigmentos ocorreu até a satisfagdo do
apetite dos peixes, feito diariamente as 8h00, 13h00 e 18h00, durante 50 dias em cada
experimento. O consumo aparente de racdo foi aferido pela diferenga entre o peso da
massa inicial de ragdo (em matéria seca liofilizada) acondicionada em um frasco plastico
com tampa e da massa final (em matéria seca liofilizada) ap6s o periodo experimental,
utilizando-se uma balanga com precisdo para centésimo de grama.

Ao final de cada experimento os peixes foram anestesiados com eugenol em
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solugdo a 30 mg/L durante 5 minutos. Em seguida foram fotografados, passaram por
cotacdo colorimétrica e uma segunda biometria, sendo acondicionados em baldes de
50 litros contendo solucao dupla de azul-de-metileno e cloreto de sddio por no minimo 15
minutos antes de serem descartados do experimento.

As informacdes referentes aos experimentos foram anotadas em formularios
devidamente preparados (Tabelas 2, 3, 4 e 5), bem como o0 acompanhamento das variaveis

de qualidade da agua e consumo de racéo durante o periodo experimental.

3.7 As racOes experimentais e 0 processo de incorporacdo de pigmentos em racoes
comerciais

A racdo utilizada no experimento foi uma racdo comercial extrusada para peixes de
corte contendo 36% de proteina bruta, a qual é extensivamente utilizada pela maioria dos
piscicultores de peixes ornamentais no polo de Muriaé/MG.

A ragédo comercial com peletes de 2 a 3 mm foi previamente quebrada em moinho
manual e peneirada, para que somente a fragdo com granulometria de 0,5 a 1,0 mm entre as
peneiras de 8e 16 mesh pudesse ser selecionada. A fracdo da ragdo selecionada
apresentava granulos com diametro médio de 0,5 mm, os quais poderiam ser facilmente
capturados e engolidos pelos peixes em tamanho utilizado no experimento. Em seguida,
toda esta racdo foi empacotada em plasticos hermeticamente fechados com 1,0kg e
congeladas sob refrigeracdo de —18°C, até sua retirada para incorporacdo dos pigmentos e
posterior utilizacdo nos experimentos.

O congelamento de um mesmo lote de racdo para utilizacdo em todos os
experimento deveu-se a evitar possiveis diferencas na qualidade da racdo entre lotes, o que
poderia proporcionar diferencas nos resultados dos experimentos e induzir a maiores

chances de erros experimentais.
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Os ingredientes fontes de pigmentos naturais utilizados como aditivos a racdo
comercial nos experimentos foram o extrato oleoso de urucum, o extrato liofilizado de acai
e a cantaxantina comercial.

O processamento das ragGes experimentais foi realizado uma semana antes do
inicio dos experimentos, sendo uma fracdo de 50 g retirada para analises da composicéao
centesimal no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia e outra
fracdo de 100 g retirada e destinada ao Laboratério de Corantes e Pigmentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos para a determinacdo dos respectivos niveis de
pigmentos. O teor de carboidratos nas ragfes foi determinado segundo metodologia
proposta em SNIFFEN et al. (1992).

A incorporacédo de ingredientes, fontes de pigmentos naturais, em seu estado bruto
reduz as perdas por oxidacdo e possibilitam melhor tempo de prateleira. Cada um dos
ingredientes fontes de pigmentos naturais apresentou caracteristicas peculiares quanto ao
processo de incorporacdo na ragao. As quais encontram-se detalhadas a seguir.

O extrato oleoso de urucum, contendo 8% de bixina (80,4 g/kg), é um produto
comercial utilizado na inddstria de alimentos e de cosméticos, o qual foi adquirido da
empresa Baculeré Corantes Naturais na forma de doagéo.

O processo de incorporacdo da bixina ocorreu ap6s o descongelamento em
temperatura ambiente de cinco quilogramas da racdo, previamente selecionados e
congelados, com antecedéncia de 24h.

Por se tratar de um produto oleoso, a incorporagdo do extrato oleoso de urucum
contendo bixina foi a mais simples, utilizando-se para tanto um pulverizador manual
através do qual o extrato oleoso foi pulverizado sobre a racdo constantemente misturada

até que o nivel de pigmento desejado fosse incorporado.
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Para que as quantidades de pigmentos correspondessem aos niveis experimentais,
apos a inclusdo da solugédo oleosa no pulverizador manual, este foi pesado e feito a tara da
balanca, periodicamente o pulverizador era novamente pesado e a reducdo no seu peso até
—20 g serviu como indicador da incorporacdo da quantidade necessaria a ragdo conforme
0S niveis experimentais.

Para manter o equilibrio energético entre as racGes dos diferentes tratamentos,
realizou-se a diluicdo do extrato concentrado de urucum em 6leo de soja puro para que ao
se incorporar 20 g desta mistura a cada quilograma de racéo, possibilitasse a obtencéo das
racGes experimentais com os diferentes niveis além da protecdo da racéo pela formacao de
pelicula de 6leo sobre a superficie externa dos peletes.

Os pigmentos carotendides, a exemplo da bixina, sdo moléculas fotodegradaveis e,
portanto, sua incorporacdo na ragdo necessitou ser feita em sala escura. Apds a
incorporagéo as ragdes experimentais contendo extrato de urucum foram empacotadas e
deixadas em temperatura ambiente, no escuro por 24h para que 0s peletes absorvessem o0s
2% de solucgéo oleosa adicionada, a partir de entdo as ragdes foram novamente congeladas.

Os teores de bixina, efetivamente incorporados as ra¢des, foi posteriormente aferido
por analises realizadas no Laboratério de Corantes e Pigmentos do Departamento de
Tecnologia de Alimentos através de metodologia mencionada em TAKAHASHI et
al. (1987). Foi possivel constatar que a eficiéncia de incorporacdo da bixina por
pulverizacdo sobre os peletes de racdo é de 94,7% (Tabela 1).

A reducdo de 5,3% na eficiéncia de incorporacdo pode-se dever a perdas
decorrentes da pulverizacdo da fracdo oleosa ou da oxidacdo das moléculas de bixina pelo

contato com o ar, mesmo a pulverizacao tendo sido realizada em camara fechada.
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Tabela 1 — Eficiéncia de incorporacédo dos ingredientes fontes de pigmentos naturais

Fonte de pigmento natural

Extrato oleoso de urucum Cantaxantina Extrato liofilizado de acgai
(Bixina) (Comercial) (Antocianinas)
vl EEERE e ORERE we  EOEE
adicionado (mg/kg) adicionado (mg/kg) adicionado (ma/kg)

0 0 0 0 0 nd
750 719 65 444 250 nd
1.500 1.390 130 94,2 500 nd
2.250 2.110 195 137,0 750 nd
3.000 2.890 260 180,0 1.000 nd
94,7% 70,1% nd

Observacdes: nd = valor ndo determinado. * = os valores correspondem & média de 12 repeticdes de leitura
para o nivel do pigmento

A cantaxantina comercial, contendo 10% de cantaxantina (101 g/kg), € um produto
comercial utilizado na alimentacdo animal, especialmente passaros, comercializada pela
Vansil Ltda. e foi adquirida através de compra.

O processo de incorporagdo da cantaxantina ocorreu apos o descongelamento em
temperatura ambiente de cinco quilogramas da racdo, previamente selecionados e
congelados, com antecedéncia de 24h.

O pigmento foi inicialmente pesado em balanca de precisdo e dissolvido em &gua
destilada a 50°C, no escuro, com agitamento por cinco minutos para que 0s cristais se
dissolvessem por completo. A seguir foram feitas as diluicbes em agua destilada, para que
com a incorporacdo de 50 mL de cada diluicdo por quilograma de ragéo correspondesse ao
nivel de pigmento desejado na ragao experimental.

A incorporacdo foi feita utilizando-se pulverizador manual, sendo a solugéo diluida
contendo a cantaxantina pulverizada sobre a ragcdo constantemente misturada. Para que as
quantidades de pigmentos correspondessem aos niveis experimentais, apds a inclusdo da
solucdo diluida de cantaxantina no pulverizador manual, este foi pesado e feito a tara da
balanca, periodicamente este pulverizador era novamente pesado e a reducdo no seu peso

até —50 g serviu como indicador de que a quantidade necessaria ja havia sido incorporada a
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racdo conforme os niveis experimentais.

Em seguida a incorporagdo da cantaxantina, as ragdes foram acondicionadas em
bandejas plasticas e permaneceram em estufa ventilada a 55°C por 12h para evaporacao da
agua utilizada como veiculo na incorporacdo do pigmento. Neste periodo as ragfes foram
revolvidas nas bandejas a cada hora durante as primeiras 4h. Apos esta etapa as racfes
foram deixadas em temperatura ambiente por 4h para que resfriassem e equilibrassem a
umidade com o ar.

Nas ragdes ja enriquecidas com a cantaxantina foram adicionados 20 g de 6leo de
soja puro por quilograma de racdo, esta incorporacdo de 2% de 6leo a racdo teve por
objetivo a protecdo da racdo para evitar a lixiviacdo da cantaxantina na agua durante o
arragcoamento e a captura do pelete pelos peixes. Apds a pulverizagdo do 6leo sobre a ragdo
esta permaneceu por 24h, no escuro e em temperatura ambiente, para que a racdo o
absorvesse.

Os teores de cantaxantina, efetivamente incorporados as ragdes, foi posteriormente
aferido por andlises realizadas no Laboratério de Corantes e Pigmentos do Departamento
de Tecnologia de Alimentos através de metodologia mencionada em TAKAHASHI et
al. (1987). Foi possivel constatar que a eficiéncia de incorporacdo da cantaxantina por
pulverizacdo sobre os peletes de racdo é de 70,1% (Tabela 1).

As perdas de 29,9% na incorporacdo da cantaxantina as racdes podem ser devidas a
termodegradacdo ocorrida durante a dilui¢cdo do pigmento em agua a 50°C e ao tempo 12h
em estufa a 55°C de ventilagcdo forcada para secagem da racao.

O extrato liofilizado de acai, contendo 6,5% de antocianinas (66 g/kg), foi
conseguido como doacdo através do Laboratério de Corantes e Pigmentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos e também trata-se de um produto na forma

comercial.
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O processo de incorporagdo das antocianinas na racao foi semelhante ao feito para
cantaxantina. Diferiu apenas quanto a temperatura da agua para a diluicdo do extrato
liofilizado de acai, a qual foi de 25°C, permanecendo-se idénticas as demais etapas do
processamento para incorporacéo do ingrediente.

Os teores finais de antocianinas ndo foram aferidos nas racdes experimentais,
impossibilitando estabelecer sua eficiéncia de incorporagéo.

As racBes permaneceram congeladas durante todo o periodo experimental, sendo

retiradas do freezer apenas no momento do arragoamento dos peixes.

3.8 Variaveis mensuradas e avaliadas
As variaveis mensuradas, em cada experimento separadamente, foram:
peso corporal (g); comprimento  corporal total (mm); comprimento-padrdo (mm);
intensidade de coloracgdo (%), da pele, no sistema CMYK; e intensidade de coloracdo, da
pele, no sistema de coordenadas Hunter L, a, b.
- peso corporal, PS (g) - massa corporal do peixe vivo;
- comprimento corporal total, CT (mm) - distancia entre a boca e a extremidade
distal da nadadeira caudal,
- comprimento corporal-padrdo, CP (mm) - distancia entre a boca e a base,
extremidade proximal, da nadadeira caudal;
- intensidade da coloracéo (%), da pele, no sistema CMYK - valor médio, obtido
pela leitura de pontos na pele através de fotografias em uma das laterais do peixe;
- intensidade da coloracéo da pele, no sistema de coordenadas Hunter (L, a, b) -
valor médio, obtido pela leitura de pontos na pele, através de fotografias, em uma
das laterais do peixe; e

- intensidade da coloracéo da pele, no sistema de coordenadas Hunter (L, a, b, C
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e h) obtida por colorimetro digital, - valor médio, obtido pela leitura de pontos na
pele em uma das laterais do peixe.

As variaveis a serem avaliadas por métodos estatisticos para cada experimento
separadamente, sdo: fator de condicao relativo (Fulton), fator de condi¢do alométrico, ganho de
peso no periodo, racdo consumida aparente, intensidade da cor vermelha da pele.

- fator de condicéo relativo (Fulton), Kr (adimensional) - [Kr = (PS/CT?3).100];

- ganho de peso total, GPg (g/50 dias) - diferenca nos pesos corporais final e inicial

dos peixes;

- ganho de peso percentual, GPp (g/50 dias) - diferenca percentual nos pesos

corporais final e inicial dos peixes;

- racdo consumida aparente, RC (g/50 dias) - quantidade de rag&o fornecida aos

peixes durante os 50 dias do experimento;

- conversdo alimentar aparente, CVA (g/g) - indice obtido pela relagdo entre a

quantidade de racdo consumida e 0 ganho de peso alcancado pelos peixes no

periodo de 50 dias;

3.9 Manejo, biometrias e planilhas de acompanhamento experimental

No 20° dia procedeu-se a sedacdo dos peixes, com uso de solugdo com eugenol
(25 mg/L), para a biometria, e utilizacdo de apenas sete peixes para cada aquario
experimental. No 21° dia deu-se inicio aos experimentos pelo arracoamento com as ragdes
contendo pigmentos.

No processo de biometria e acompanhamento dos experimentos foram utilizadas

planilhas para as anotacdes (Tabelas 2, 3, 4 e 5).
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Tabela 2 - Planilha: Biometria dos peixes submetidos a experimentacédo

Experimento:

Periodo: / / a /
Biometria: ( ) inicial / ( ) final — Data: /
L . Comprimento Comprimento
Aquério Peixe Peso (g) 0a drgo (mm) totaF; (mm)
1
2
3
1 4
5
6
7
1
2
3
2 4
5
6
7
1
2
3
3 4
5
6
7
1
2
3
4 4
5
6
7
1
2
3
25 4
5
6
7
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Tabela 3 - Planilha: Quantificacdo da racao fornecida aos peixes

Experimento:

Periodo: /

/

a

Biometria: ( ) inicial / ( ) final — Data:

/ /

Aquério

Tara do frasco

(@)

Racéo inicial

(@)

Racéo

Ragdo final (g) consumida (g)

50
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Tabela 4 - Planilha: Coordenadas de coloracdo no sistema Hunter obtidos com colorimetro
portatil Minolta M-10 na pele dos peixes

Experimento:
Periodo: / / a / /
Biometria: ( ) inicial / ( ) final — Data: / /

Aquario | Peixe | Ponto X e Coortc)ifnada c* i

1

2

1 3
4

5

1

2

2 3
4

5

1

2

1 3 3
4

5

1

2

4 3
4

5

1

2

5 3
4

5

1

2

6 3
4

5

25 1
2

7 3
4

5
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Tabela 5 - Planilha: Coordenadas de coloracdo, no sistema CMYK e no sistema de
coordenadas Hunter (L*a*b*) obtida com software a partir de fotografias
digitais

Experimento:
Periodo: / / a / /
Biometria: ( ) inicial / ( ) final — Data: / /

Coordenada

Aquario | Peixe | Regiao | Ponto > e b* C M v K

[

[EEN
NIFRPIWNEFPWNREFPWONRPEPORNREPONEPWNEPWPN

25
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3.10 Quantificagdo da coloracdo em peixes

A quantificacdo da intensidade de pigmentacao da pele dos peixes ornamentais foi
realizada com a utilizacdo de duas ferramentas. Uma cotando cinco pontos aleatorios na
pele do peixe in vivo com colorimetro portatil e outra cotando nove pontos aleatorios em

trés regides predefinidas a partir de fotografias digitais com software fotografico.

3.10.1 Obtencéo das fotografias e indices de coloracéo

As fotografias serdo obtidas e processadas conforme metodologia desenvolvida por
Rezende (2006), a qual se encontra descrita a seguir.

No processo de obtengédo das fotografias de cada peixe seréo utilizadas duas fontes
artificiais de iluminagéo, lampadas incandescentes de 100 watts e outra fluorescente de
60 watts, posicionadas 80 cm acima dos peixes no momento de registro das fotografias.

As fotografias serdo conseguidas com maquina digital, Sony Cyber-Shot W-210,
com resolucéo de 12.1 megapixels posicionada a 50 cm dos peixes, a um angulo de 60° em
relacdo a superficie de acomodacdo do peixe a ser fotografado.

Para que ndo haja interferéncias quanto as cores, pela variacdo diurna da incidéncia
luminosa indireta do sol, as fotografias serdo realizadas em sala fechada, apenas com a
iluminacdo artificial.

As fotografias inicialmente passardo por equilibrio de cores, usando o software
Adobe Photoshop® versdo CS2, usando se os comandos no menu [Imagem]-[Ajustar]-
[Niveis Autométicos]. Os valores percentuais referentes as cores amarela e magenta sé
poderdo ser obtidos no modo de exibicdo de cores CMYK, o qual pode ser selecionado no
menu [Modo]-[Cores CMYK]. Em seguida, usando o0 comando no menu
[Arquivo]-[Salvar Como] salvar-se-4 as fotos equilibradas identificando-se no nome do

arquivo, a qual tratamento e repeticdo se refere o peixe fotografado.
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Posteriormente, as fotografias serdo organizadas e numeradas em uma fotografia
composta pelos sete peixes de cada caixa experimental, a partir da qual serdo feitas as

leituras dos valores percentuais para as cores amarela e magenta.

3.10.2 Obtencao de indices de coloracdo com colorimetro portatil

Apo6s a insensibilizacdo dos peixes com uso de eugenol (100 mg/L) realizou-se a
secagem da pele destes e a seguir a mensuracao dos cinco pontos aleatoriamente na pele.

A tilizacdo de colorimetro portatil possibilitarda a obtencdo dos indices de
coloracdo na pele dos peixes invivo para as variaveis colorimétricas visiveis ao olho
humano (*L, *a, *b, *C e *h), dentre elas a cor vermelha. Estas varidveis serdo mensuradas
com colorimetro digital portatil Konica Minolta CR-10.

A comparagdo entre as técnicas, fotografia e colorimetro, utilizadas para
quantificacdo dos indices de coloracdo da pele, possibilitardo definir qual a melhor técnica
a ser empregada em experimentacdo com peixes ornamentais visando melhoria na
qualidade pela utilizacdo de ragcdo com pigmentos, ou em trabalhos de selecdo e
melhoramento.

Uma das metodologias utilizadas foi a tradicionalmente utilizada e mencionada em
trabalhos cientificos desenvolvidos em diversos paises do mundo para a determinacdo de
coloragdo de filés de peixes salmonideos e pele de peixes ornamentais, utilizando-se o
colorimetro portatil. No caso especifico da tese, 0 modelo usado foi 0 Minolta-M10.

A metodologia tradicional foi comparada com quatro maneiras de obtengdo de
coloracdo utilizando-se software para quantificacdo dos niveis de coloracdo através de
fotografias digitais, especificamente o Adobe PhotoShop CS2®. Dentre as quais, se
quantificou as coloracdes da pele dos peixes utilizando as coordenadas Hunter e o

sistema CMYK (%).
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No sistema de coloracdo de coordenadas Hunter (L*a*b*), L* representa brilho (—
100, preto e +100, branco), a* (=100, verde e +100 vermelho) e b* (-100, azul e +100,
amarelo). No padrdo de cores CMYK, as cores sdo decompostas em percentuais das cores
basicas — ciano (C), magenta (M), amarelo (Y) e preto (Y). Os indices de coloragédo
expressos em percentuais, Cpg), representam variaveis ndo-paramétricas devendo ser
convertidas em varidveis paramétricas, em radianos, as quais poderdo ser utilizadas em
testes estatisticos. A conversdo dé-se pela formula: Cag) = arcsen.[C)/100]°°.

Atraveés das similaridades entre as equacgfes de regressao linear, escolhidas com
base nos coeficientes de determinacio (R*=SQRegressdo / SQTratamento) e nos
fendbmenos bioldgicos, por analises de variancia utilizando-se o teste F ao nivel de 5%
de probabilidade, definiu-se quais os métodos mais adequados.

A seguir, se encontram detalhados os resultados observados em um dos
experimentos, como exemplo, para comparacdo dos metodos de quantificacdo de coloragdo
na pele do peixe Colisa lalia linhagem “Sangue”.

Os resultados de coloracdo, no padrdo Hunter, obtidos por colorimetro portatil
Minolta-M10 nos peixes in vivo, compreendem a média de cinco pontos pra cada peixe,
mensurados em todos os peixes de cada tratamento e apresentado a seguir (Tabela 1).

Os resultados de coloracdo foram submetidos as andlises de variancia, de regressao
linear, no coeficiente de determinacéo (R? = SQRegressdo/SQTratamento), e no fendmeno
bioldgico. Realizada em cinco pontos aleatoriamente na pele dos peixes, no sistema de

coordenadas Hunter (L*a*b*C*h*) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com 50,3 mm?
cada) identificados com circulos numerados de um a cinco, usando-se
colorimetro portéatil Konika Minolta-M10

3.10.3 Utilizacdo de software para quantificacdo de cores a partir de fotografias digitais

As demais metodologias testadas sdo aquelas em que os indices de colorag¢do foram
mensurados através de fotografias digitais, utilizando-se software para a quantificagdo em
trés regides de coloracdo previamente definidas (REZENDE, 2006) (Figura 2; Tabelas 2, 3,
4, 5 e 6). Em cada regido foram cotados trés pontos aleatoriamente, cada ponto
correspondia a area de 25 pixels quadrados. A resolucdo das fotografias no momento da
quantificacdo era de 250 x 140 pixels.

Os resultados de coloracdo obtidos nas trés regides distintas, separadamente,
encontram-se sumarizados a seguir (Tabelas 3, 4 e 5), sendo a tabela 3 a média de pontos
na area delimitada como regido um (Figura 2), a tabela 4 a média dos pontos na regido dois

e a tabela 5 a media dos pontos na regio trés.
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Figura 2 - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) com base em regides delimitadas pelos circulos
pontilhados e humerados de um a trés, onde a média de trés pontos foi utilizada
na quantificacdo da coloragdo em cada regido, a partir de fotografias digitais,
utilizando-se software Adobe PhotoShop CS2®

A partir das fotografias digitais, individuais, mensurou-se a coloracdo da pele dos
peixes utilizando-se os sistemas de coordenadas Hunter (L*a*b*) e CMYK. O fato dos
peixes serem muito jovens 150 dias de vida (30 a 40 mm) impossibilitava a quantificagcao
da cor avermelhada sobre toda a lateral do corpo, uma vez que a expressdo da coloracéo
vermelha intensa nessa linhagem de acaréa-disco s pode ser observada em peixes com
idades superiores a 210 dias. Em fungdo disso, os pontos identificados pelos circulos
pontilhados com numeracdo de um a cinco representam as &reas de mensuracdo da
pigmentacdo da pele dos peixes para compor os valores médios de pigmentacdo do peixe

(Figura 1). Tais areas foram definidas por serem regides onde h4 maior expressdo da

coloragdo avermelhada em funcéo da linhagem e da precocidade dos peixes utilizados no

experimento.
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Figura 3 - Esquema de amostragem de coloracéo na pele do peixe ornamental acara-disco
(Symphysodon aequifasciata) pela média de cinco areas (25 pixels quadrados
cada) em fotografias de 150 x 200 pixels

As varidveis observadas para coloracdo da pele serdo: intensidade de coloracédo
amarela (%) e intensidade de coloragdo magenta (%), ambas obtidas a partir de fotografias
dos peixes, retiradas ao final do periodo experimental.

A quantificacdo dos valores percentuais observados para as cores amarela e
magenta, serdo obtidas pela média mensurada em cinco pontos distintos em apenas uma
das laterais, pelo uso do software Adobe Photoshop® versdo CS3. Tais valores mensurados
a partir das fotografias compostas serdo anotados em formulario especifico.

Os valores, em percentuais, observados para as cores amarela e magenta séo
variaveis nao-paramétricas, implicando na utilizacdo de método estatistico de baixa
precisdo. GOMES (1987) e VIEIRA e HOFFMANN (1989), sugerem a transformacdo de
variaveis ndo-paramétricas para que possam ser analisadas por método estatistico de maior
precisao.

A transformacdo dos valores porcentuais serd realizada atraves da formula a seguir:
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Crad) = arcsen.[Crey/100]°%, em que Cs) = valor percentual da cor observada. O valor para a
variavel cor vermelha, expressa em radianos Cgaq), Sera obtido pela soma algébrica dos

valores de cor amarela e magenta, apds a transformacao.

3.11 Modelo estatistico

As variaveis: intensidade de coloragdo na pele, ganho de peso no periodo, consumo
de racdo aparente no periodo e fator de condi¢do alométrico foram analisadas, sendo os
valores médios apresentados em tabelas, além de suas respectivas equagdes e graficos
representativos.

As analises foram realizadas em funcdo dos niveis dos pigmentos adicionados as
racoes, utilizando-se o software SAEG® versdo 9.1 (Sistema de Andlises Estatisticas). A
partir das equagdes de regressdo serd possivel a determinacdo dos melhores niveis de
adicdo dos respectivos pigmentos a possibilitarem a maxima pigmentacdo da pele e/ou

desempenho do peixe.
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Resumo - Com intuito de avaliar os efeitos de diferentes fontes de pigmentos naturais na
nutricdo do acara-disco (Symphysodon aequifasciata) conduziu-se o presente trabalho
fornecendo dietas enriquecidas com extrato oleoso de urucum, cantaxantina, polpa
liofilizada de agai, extrato liofilizado de tomate e uma dieta controle. Ao final do periodo
experimental de 75 dias, nos quais os peixes foram alimentados com as dietas enriquecidas
com pigmentos, mensurou-se as caracteristicas de coloracdo na pele e de desempenho. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e ao teste Dunnet (P<0,05) permitindo
observar que todas as dietas enriquecidas com pigmentos naturais mostraram efeitos sobre
a sobrevivéncia, o fator de condicdo de Fulton e a coloracdo avermelhada da pele nos
peixes acara-disco. O uso de dietas enriquecidas com mistura destes ingredientes
intensifica a coloracdo dos peixes.

Palavras-chave: aquicultura, pigmentacdo, cantaxantina, urucum, acai, tomate

Abstract - The present work was aimed to evaluate the effects of different sources of
natural pigments in the nutrition of Discus (Symphysodon aequifasciata) by providing diets
enriched with oily annatto extract, canthaxanthin, freeze-dried acai pulp extract, dried
tomato and a control diet. At the end of the trial period of 75 days in which the fish were
fed diets enriched with pigments, characteristics of skin color and performance were
measured. The results were subjected to analysis of variance and Dunnet test (P <0.05)
allowing to observe that all diets enriched with natural pigments showed effects on
survival, the Fulton condition factor and reddened skin in discus fish. The use of enriched
diets for discus fish with a mixture of those ingredients enhances its coloration.

Keywords: aquaculture, pigmentation, canthaxanthin, annatto, agai, tomato
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Introducéo

O mercado da aquicultura ornamental € avido por novidades, dentre as quais podem
ser destacadas, as novas espécies de peixes utilizadas para ornamentacdo, as novas
linhagens e as dietas eficientes para intensificacdo da pigmentacéo e da saude dos peixes.
O uso de pigmentos carotendides na aquicultura apresenta amplas fungdes, incluindo papel
como antioxidante, importante por aumentar a resposta imunoldgica e melhorar aspectos
reprodutivos e de crescimento (SINHA & ASIMI, 2007).

Os pigmentos naturais sdao produzidos por bactérias, leveduras, algas e vegetais
superiores e podem ser encontrados em sementes, folhas, flores, raizes e frutos (RUIZ-
RODRIGUES et al., 2008; ABE et al., 2007; MORIEL et al., 2005; OROSA et al., 2005;
GOUVEIA & EMPIS, 2003; YUAN et al., 2002; BOUSSIBA, 2000; ARMSTRONG,
1997). Os animais ndo possuem a capacidade de sintetizar carotenodides e flavondides,
entretanto, conseguem acumular e converter estes compostos obtidos através da
alimentagdo (SALES & JANSSENS, 2003).

Os organismos componentes do zooplancton podem bioacumular os pigmentos
naturais provenientes de sua alimentacao a base de fitoplancton e, posteriormente, servir de
fonte alimentar aos peixes cultivados. Entretanto, sob as condic¢des de cultivo intensivo e
superintensivo, a utilizacdo de ragdes contendo pigmentos mostra-se mais efetiva, que o
cultivo de microrganismos zooplancténicos para que o piscicultor consiga melhorar a
pigmentacéo da pele dos peixes.

O acaréa-disco (Symphysodon spp.), um peixe ornamental com porte de até 20 cm de
didmetro, € criado em sistemas intensivos e superintensivos e alcanca alto valor de
mercado. Os precos variam de R$5,00 a R$40,00 a unidade, no atacado, em fungdo da
linhagem, e no varejo os precos destes mesmos peixes pode alcangar valores entre R$18,00

e R$290,00. A expansdo do mercado mundial de peixes ornamentais ocorreu devido ao

54



aumento progressivo no tamanho e na complexidade dos aquarios comercializados e
atualmente, favorece sobremaneira a expansao da demanda por peixes ornamentais de
porte maior, como o acara-disco (VIDAL-JUNIOR, 2003).

Apesar da recente expressividade da piscicultura ornamental, poucos estudos foram
realizados ainda para a elucidacéo da eficiéncia de utilizacdo destes ingredientes fontes de
pigmentos na nutricdo e pigmentacdo da pele de espécies destinadas ao mercado
aquaristico. Experimentos que contribuam para elucidar as vantagens da utilizacdo de
ingredientes alternativos, como fontes de pigmentos carotendides naturais para nutricao,
séo fundamentais para aumentar sua aplicabilidade na nutricdo animal.

Conduziu-se 0 presente experimento com o intuito de avaliar os efeitos do
enriquecimento de ragdes, com diferentes fontes de pigmentos naturais, para o acara-disco
Symphysodon aequifasciata linhagem “Super-Red-Marlboro” sobre as caracteristicas de

coloragéo da pele e de desempenho.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em parceria com piscicultor de peixes ornamentais na
cidade de Muriaé-MG, Brasil, no periodo de Janeiro a Mar¢o de 2009. Foram utilizados 50
peixes, distribuidos em aquérios de cinco litros, na densidade de dois peixes por litro. Cada
peixe correspondia a uma repeticdo, as quais foram arranjadas sob delineamento
inteiramente casualizado para cinco ra¢Ges com dez repeticdes cada.

Os peixes ornamentais acara-disco (Symphysodon aequifasciata) da linhagem
“Super-Red-Marlboro”, com dois meses de idade apresentavam 19,0 mm de comprimento
total e 0,26 £ 0,03 g de peso. Nessa fase de vida, os peixes ainda ndo haviam atingido o
tamanho para comercializacdo (entre 45,0 a 55,0 mm) e, em funcdo disso, ainda nédo

apresentavam expressao da coloracgdo caracteristica da linhagem.
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As racdes utilizadas na experimentacdo dos acaras-discos apresentam niveis de
médios de 33,45% de proteina bruta e 4.581 kcal/kg de energia bruta (Tabelal). A
composicao centesimal das dietas experimentais foi determinada por analises realizadas no
Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (LNA/DZO) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os niveis de carboidratos foram calculados
segundo metodologia proposta em SNIFFEN et al. (1992).

Tabela 1 - Composicdo centesimal das racfes experimentais, e nivel de pigmentos, apds

enriquecimento com ingredientes fontes de pigmentos, usadas na alimentagéo
do peixe ornamental acara-disco (Symphysodon aequifasciata)

Composicédo Fonte de pigmento natural

Ingredientes fontes de pigmentos Isento Acai Urucum Cantaxantina Tomate
Energia bruta (kcal/kg) 4.613 4.375 4,672 4.568 4.679
Proteina bruta (%) 34,28 33,44 33,53 33,91 32,08
Carboidratos (%) 28,71 27,30 28,50 27,62 28,39
Umidade (%) 11,47 15,34 11,35 12,36 12,45
Extrato etéreo (%) 11,44 10,35 12,60 12,15 13,27
Fibra bruta (%) 5,83 5,61 5,78 5,84 5,74
Minerais (%) 8,27 7,96 8,24 8,12 8,07
Ca (%) 1,17 1,24 1,18 1,24 1,24
P (%) 1,18 1,29 1,18 1,27 1,23
Nivel do principal pigmento nas Sem Antocinina Bixina Cantaxantina Licopeno
racdes (mg/kg) pigmento 2.500 4.200 500 60

As fontes naturais de pigmentos adicionadas as racdes experimentais foram: extrato
oleoso de urucum (contendo bixina a 5%), cantaxantina comercial (contendo cantaxantina
a 10%), polpa liofilizada de acai (contendo antocianinas) e extrato liofilizado de tomate
(contendo licopeno), os quais foram comparados com a dieta controle (isenta de pigmento).

Estas fontes naturais de pigmentos foram utilizadas em funcdo dos seus baixos
custos de obtencdo frente a astaxantina e cantaxantina sintéticas, da sua concentracdo
relativamente alta em pigmentos, por serem obtidos em larga escala de frutos e sementes
de vegetais superiores e por se tratarem de produtos comerciais de facil aquisicdo no

mercado brasileiro.
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Os pigmentos foram incorporados a uma racdo comercial extrusada contendo
33,5% de proteina bruta, o processo de incorporacdo foi realizado por aspersdo dos
pigmentos em fase oleosa ou aquosa sobre os peletes de ragdo, os quais foram colocados
em seguida em estufa aquecida 50°C de ventilacdo forcada para secagem e, posteriormente,
conservados em freezer a —20°C.

As dietas experimentais apresentaram 0s respectivos pigmentos como principais
componentes da fragcdo pigmentante: extrato oleoso de urucum (4.200 mg de bixina/kg),
extrato liofilizado de acai (2.500 mg de anticianina/kg), extrato liofilizado de tomate
(60 mg de licopeno/kg) e cantaxantina comercial (500 mg de cantaxantina/kg). As anélises
foram realizadas no Laboratorio de Corantes e Pigmentos do Departamento de Tecnologia
de Alimentos da UFV. O calculo dos niveis dos principais pigmentos foi baseado na
determinacdo destes, nos respectivos ingredientes fontes, segundo metodologia proposta
em TAKAHASHI et al. (1987).

O arragoamento dos peixes foi realizado trés vezes ao dia, as 8h, 13h e 18h, os
residuos ao fundo dos aquérios experimentais foram sifonados diariamente e, uma vez por
semana, as paredes internas dos aquarios foram limpas com auxilio de uma esponja. No
processo de sifonagem, cerca de 20% do volume total de agua do aquario foi renovado.

Os peixes foram mantidos sob experimentacdo por 75 dias em agua com pH 7,0,
temperatura de 27,0°C e fotoperiodo artificial 12h de luz e 12h de escuro, em aquarios com
volume util de cinco litros cada. As condigdes ideais de qualidade de dgua para o acaré-
disco séo: temperatura (23 a 32°C), oxigénio (acima de 5 mg/L) e pH (4,2 a 7,2) (FROESE
& PAULY, 2009; VIDAL-JUNIOR, 2003; ALZUGARAY & ALZUGARAY, 1997)

Ao final do periodo experimental os peixes foram pesados, medidos e fotografados.
A caracteristica de desempenho “Fator de condi¢do de Fulton” foi determinada conforme

metodologia mencionada em VAZZOLER et al. (1996). Antecedendo a operacionalizagao
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da obtencdo das fotografias dos peixes, realizou-se a sedagdo destes com solucao de dleo
de cravo em etanol (proporcdo 1:4) na dosagem de 25 mg/L para insensibilizacdo dos
peixes antes do manuseio para facilitar a obtencédo das fotografias e biometrias, conforme
recomendado por REZENDE (2006).

A partir das fotografias digitais, individuais, mensurou-se a coloracdo da pele dos
peixes utilizando-se os sistemas de coordenadas Hunter (L*a*b*) e CMYK. O fato dos
peixes serem muito jovens 150 dias de vida (30 a 40 mm) impossibilitava a quantificagcdo
da cor avermelhada sobre toda a lateral do corpo, uma vez que a expressdo da coloragéo
vermelha intensa nessa linhagem de acara-disco s6 pode ser observada em peixes com
idades superiores a 210 dias. Em fungdo disso, os pontos identificados pelos circulos
pontilhados com numeracdo de um a cinco representam as areas de mensuracdo da
pigmentacdo da pele dos peixes para compor os valores médios de pigmentacdo do peixe
(Figura 1). Tais areas foram definidas por serem regides onde h& maior expressdo da
coloragdo avermelhada em funcdo da linhagem e da precocidade dos peixes utilizados no
experimento.

A quantificacdo do nivel de pigmentacdo da pela dos peixes acard-disco foi
realizada através de fotografias digitais nos padrfes de coloragdo dos sistemas CMYK, que
significam a formacdo de cores a partir de sobreposicdo de percentuais das cores basicas
C (ciano), M (magenta), Y (amarelo) e K (preta), e do sistema Hunter (L*a*b*) de
coordenadas de coloragdo (L =0, branco e L =100, preto; a <0, verde e a > 0, vermelho;
b <0, azul e b >0, amarelo).

Os valores das caracteristicas de desempenho (peso final, comprimento total,
comprimento padrdo e sobrevivéncia) foram mensurados apds a obtencdo das fotografias

com os peixes ainda insensibilizados.
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Figura 1 - Esquema de amostragem de coloracdo na pele do peixe ornamental acara-disco
(Symphysodon aequifasciata) pela média de cinco areas (25 pixels quadrados
cada) em fotografias de 150 x 200 pixels

Os resultados para as caracteristicas de desempenho e de coloracdo foram
submetidos as analises de variancia e ao teste Dunnet, adotando-se o nivel de 5% de

probabilidade. Os resultados das caracteristicas de desempenho: ganho de peso e

sobrevivéncia, foram analisados pelos critérios de analise da estatistica descritiva.

Resultados e Discusséo

As condicdes ambientais em que os peixes foram mantidos no periodo experimental
permaneceram sob niveis Otimos. As caracteristicas de qualidade da agua: temperatura
(27,1 £0,3°C) e pH (7,0 £ 0,2), ocorridas durante o experimento, encontraram-se dentro da
faixa de conforto para a espécie. Apesar de no habitat natural os acaras-discos viverem em
aguas com baixa dureza e com pH entre 50 e 6,0, 0 que possibilita seu bom
desenvolvimento em cativeiro decorre do processo de domesticacdo e aclimatacdo das
linhagens criadas comercialmente hd décadas. As linhagens comerciais toleram bem os
niveis mais altos de pH e dureza da &gua. No ambiente de criacao, evita-se a oscilacdo das

caracteristicas de qualidade da &agua, fator que contribui substancialmente para o
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crescimento satisfatorio dos peixes destinados ao mercado consumidor.

Apesar da pouca idade e tamanho dos peixes ao final do experimento, a
quantificacdo da pigmentacdo pela média dos cinco pontos permitiu a mensuracdo da
resposta de pigmentacédo pela dieta (Tabela 2).

A comparacdo dos valores médios de pigmentacdo no sistema CMYK sO foi
possivel de ser realizado com precisdo por analises estatisticas apds a conversdo dos
valores em percentuais (C), varidveis ndo-paramétricas) para valores em radianos
(C(raq), Variaveis paramétricas). A conversdo dos valores em percentuais para valores em
radianos foi feita pela formula: Cqq) = arcsen.[C()/100]°°, conforme VIEIRA (1989) e
GOMES (1987).

Observou-se efeito significativo do nivel de inclusdo dos pigmentos em relacdo a
pigmentacdo da pele. Todos os ingredientes fontes de pigmentos naturais adicionados as
racGes experimentais, em seus respectivos niveis, possibilitaram intensificacdo dos indices
de coloracdo vermelho-amarelado na pele, entretanto, a cantaxantina e o extrato liofilizado
de tomate foram os ingredientes mais eficientes na pigmentacdo vermelho-amarelada da
pele do acara-disco linhagem “Super-Red-Marlboro”.

Tabela 2 - Valores médios dos indices de pigmentacdo nos sistemas CMYK e em
coordenadas Hunter (L*a*b*) obtidos em fotografias digitais pelo software
Adobe PhotoShop CS2°%, no peixe acara-disco (Symphysodon aequifasciata), em
funcdo da fonte de pigmento natural (acai, urucum, cantaxantina, tomate)

adicionado as racdes e CV (%).Valores em mesma linha marcados com “*”
diferem do tratamento controle (Dunnet, P<0,05).

Indices de Ingrediente fonte de pigmento natural Ccv
coloragdo Isento Acai Urucum Cantaxantina Tomate (%)
L 61,4 56,0 * 55,3 * 55,4 * 52,5 * 4,72
a 30,1 28,9 32,1 352 * 36,4 * 10,49
b 56,4 55,9 57,9 57,3 56,7 4,51
C 0,383 0,459 * 0,452 * 0,423 * 0,440 * 6,12
M 0,782 0,806 0,829 * 0,846 * 0,871 * 3,81
Y 1,052 1,133 * 1,171 * 1,144 * 1,188 * 3,31
K 0,153 0,256 * 0,252 * 0,232 * 0,267 * 19,17
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O efeito de pigmentacdo observado nos peixes alimentados com as dietas
enriquecidas com os diferentes ingredientes fontes de pigmentos naturais serve como
indicio de possiveis vantagens quando estes ingredientes forem utilizados de maneira
conjugada na nutricdo de peixes. Os resultados apresentados (Tabela 2) sugerem a possivel
interacdo entre os diferentes ingredientes fontes de pigmentos podem ser utilizadas para
potencializar a pigmentacdo da pele do acara-disco. O que pode ser confirmado pela
suposicdo mencionada por STRADI et al. (2001), que apesar de pouco estudadas na
nutricdo animal, as interacGes entre diferentes pigmentos naturais demonstram ser mais
eficientes a deposicdo nos animais na forma de conjugados que na forma pura.

A baixa producdo de organismos planctonicos em sistemas de criacdo intensivos e
superintensivos impossibilita a bioacumulacdo de pigmentos carotendides e flavondides
em niveis suficientes para intensificacdo da coloragdo da pele nos peixes destinados a
comercializacdo. Além disso, a presenca, de fatores de crescimento encontrados em
alimentos vivos, proporciona a obtengéo de melhores taxas de crescimento, sobrevivéncia,
eficiéncia alimentar e melhoria da resposta imunolédgica, uma vez que, 0s organismos
produzidos como alimentos vivos (Tubifex spp., Brachionus spp., Daphnia spp., Artemia
spp., Dendrocephallus spp., Moina spp. e Mysis spp.) e utilizados na producéo de peixes
ornamentais possuem a caracteristica de bioconverter e acumular os pigmentos e nutrientes
obtidos da sua alimentacédo a base de fitoplanctom, além de serem ricos e nutricionalmente
equilibrados em &cidos graxos e aminoacidos.

Os resultados demonstram que as possibilidades de utilizacdo de aditivos
pigmentantes em racGes animais vdo além da simples intensificacdo da pigmentacéo, aos
animais propensos a pigmentacdo da pele, o que agregaria maior valor na comercializacao,
conforme observacgdes reportadas por REZENDE et al. (2007). Especialmente, devido as

vantagens adicionais que os carotendides proporcionam, quanto a reducdo de estresse,
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combate aos radicais livres e aumento de resposta imunoldgica, favorecendo o
crescimento, a reproducdo e auxiliando no bem-estar animal (SHINDO et al., 2007, WANG
etal., 2006, HAMRE et al., 2004, LIMA et al., 2001, BARBOSA et al., 1999).

A utilizacdo de superdosagens de cantaxantina, entretanto, pode apresentar efeito
deletério, conforme observacdes mencionadas sobre o vigor reprodutivo de matrizes de
canario-belga com padrdo vermelho, alimentados com altos teores de cantaxantina na dieta
para manutencdo da coloracdo das penas, fica comprometido j& no terceiro ano. Por isso
matrizes de canério-belga com padrdo vermelho sdo mantidas sem a suplementacdo
alimentar com cantaxantina na dieta para permanéncia da longevidade no vigor
reprodutivo (BRUSTOLINI, 2010).

As diferencas no grau de intensificacdo, para as diferentes coloragdes da pele, se
devem a diversidade de rotas metabdlicas, bioconversdo e bioacumulagdo para 0s
diferentes pigmentos na nutricdo de peixes. Tais caracteristicas sdo espécie-especificas, 0
que explica os diferentes graus de eficiéncia na utilizacdo dos diferentes pigmentos por
diferentes espécies, conforme informacgdes em diversos trabalhos (MORA et al., 2006;
MOREIRA et al., 2003; STRADI et al., 2001; TSUSHIMA et al., 2002; BJERKENG et al.,
2000; YAMASHITA et al., 1996).

Os resultados das caracteristicas de desempenho observados nos peixes ao final do
experimento encontram-se a seguir (Tabela 3). Observou-se diferengas significativas

(Dunnet, P<0,05) para fator de condi¢do de Fulton e sobrevivéncia.
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Tabela 3 - Valores médios das caracteristicas de desempenho nos peixes acara-disco
(Symphysodon aequifasciata), em funcdo da fonte de pigmento natural (acai,
urucum, cantaxantina e tomate) adicionada as racbes e CV (%). Valores em
mesma linha marcados com “*” diferem do tratamento controle
(Dunnet, P<0,05).

Caracteristicas de desempenho Ingrediente fonte de pigmento natural cv
P Isento  Acai Urucum Cantaxantina Tomate (%)

Comprimento total (mm) 36,8 350 35,2 38,9 39,2 10,53

Comprimento padrdo (mm) 282 26,3 27,0 30,0 30,1 10,84

Relaga_o comprimento padréo/ 076 077 0,75 0,77 0,77 154

comprimento total

Fator de condic&o de Fulton 2,75 223* 221* 2,24* 2,30* 7,14

Peso medlo ao final do periodo 139 118 1.20 153 1,70 3355

experimental (g)

Ganho de peso médio (g) 1,13 0,92 0,94 1,27 1,44* 18,12

Eficiéncia de crescimento em relacdo ao 100 085 0,86 1.10 1,22 0,00

tratamento controle (%)

Sobrevivéncia (%) 0,60 0,80* 1,00* 1,00* 0,90* 0,00

Efeito positivo dos tratamentos foi observado, em relacdo ao ganho de peso, para 0s
peixes acara-disco alimentados com ra¢des enriquecidas por extrato liofilizado de tomate
(31%) e por cantaxantina comercial (14%), e efeitos negativos aqueles alimentados com
racdes enriquecidas por extrato oleoso de urucum (-19%) e por polpa liofilizada de acai
(-21%), quando comparados ao tratamento controle.

Entre as possiveis hipoteses que ajudariam a explicar os resultados obtidos com a
superdosagem destes ingredientes, nas respectivas dietas, podem estar relacionadas a
reducdo da palatabilidade das rac6es e com isso ter favorecido a redugdo no consumo e o
baixo aporte de pigmentos alimentares a bioconversdo e deposicdo na pele dos peixes
alimentados com dietas enriquecidas com extrato de acai e extrato de urucum.

A sobrevivéncia foi afetada, positivamente, pela inclusdo dos quatro ingredientes
fontes de pigmentos naturais: polpa liofilizada de acai, extrato liofilizado de tomate,
cantaxantina comercial e extrato oleoso de urucum; mesmo em contradi¢ao aos resultados
observados ao ganho de peso. A hipotese com melhor justificativa estes resultados pode
estar relacionada aos efeitos funcionais dos compostos bioativos presentes nestes
ingredientes, de origem vegetal, utilizados como fontes de pigmentos nas racdes.
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Conclusotes
O enriquecimento das dietas para acara-disco com os ingredientes fontes de
pigmentos naturais testados: extrato oleoso de urucum, extrato liofilizado de acai, extrato
liofilizado de tomate e cantaxantina; possibilitou aparente melhoria do bem-estar, aumento
da sobrevivéncia e das caracteristicas de desempenho, alem da intensificar a coloracéo
vermelha da pele dos peixes. A dieta enriquecida com extrato liofilizado de tomate foi a

que apresentou melhores resultados.
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Resumo — Com intuito de disponibilizar uma ferramenta eficiente na quantificacdo da
intensidade de coloragdo em peixes, comparou-se a eficiéncia de utilizacdo de quatro
metodologias destinadas a este fim. A colisa-sangue (Colisa lalia) foi a espécie utilizada
como modelo por apresentar expressao de cores vermelho-amareladas. Dentre os métodos
avaliados, tanto o tradicional utilizando-se o colorimetro portétil no sistema Hunter
(L*a*b*), quanto a quantificacdo usando software nos sistemas Hunter e CMYK, a partir
de regides de coloracdo especificas predefinidas, mostram-se como ferramentas seguras
para quantificacdo de intensidade de pigmentacdo na pele de peixes. Semelhantemente a
utilizacdo do colorimetro portatil em peixes salmonideos ou caracideos destinados a corte.
O que permite maior abrangéncia da sua utilizacdo em experimentos nas areas da nutricao,
selecdo ou melhoramento genetico voltados para a melhoria da qualidade dos peixes
ornamentais, destinados ao mercado consumidor.

Palavras-chaves: aquicultura, carotendide, pigmento, método, coloragéo, cor

Abstract - In order to provide an efficient tool for quantification of staining intensity in
fish, it was compared the utilization efficiency of four methodologies to do it. The dwarf-
red gouramy (Colisa lalia) was the species used as a model for presenting the expression
of colors red-yellow. Among the methods evaluated, both the traditional, using the portable
colorimeter in the Hunter system (L*a*b*), as the quantification using the software in
Hunter and CMYK systems from predefined regions of specific coloration, shown as

reliable tools to quantify the pigmentation intensity in the skin of fish. Similar to the use of
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portable colorimeter in salmonid fishes or characids intended to consume. This allows
greater scope for their use in experiments in the areas of nutrition, selection or breeding
focused on improving the quality of ornamental fish for the consumer market.

Keywords: aquaculture, carotenoid, pigment, method, coloration, color

Introducéo

O mercado de peixes ornamentais, a cada dia, torna-se mais exigente quanto a
qualidade dos peixes. Alguns dos requisitos exigidos para que os peixes tenham melhor
aceitacdo pelo mercado consumidor sédo a sanidade, a intensidade de coloracdo e a
padronizacdo de tamanho e vigor (REZENDE, 2006).

Na intencdo de melhorar a qualidade dos peixes destinados a0 mercado consumidor,
0s piscicultores, intuitivamente utilizam adicdo de pigmentos naturais em dietas para
intensificar a coloracdo dos peixes cultivados sob altas densidades e alimentados,
principalmente, com racéo, as quais sdo pobres em pigmentos (CUNHA et al., 2009).

Pesquisadores em diversos paises tém realizado trabalhos que tentam melhorar a
qualidade dos peixes produzidos pela aquicultura ornamental e de corte, excepcionalmente
através de trabalhos na area de nutricdo (BARON et al., 2008; WANG et al., 2006; SINHA
& ASIMI, 2007; INGLE DE LA MORA et al.,, 2006; GOUVEIA & REMA, 2005;
BOWEN et al., 2002).

Experimentos que contribuam para elucidar as vantagens da utilizagdo de
ingredientes alternativos, como fontes de pigmentos carotendides naturais para nutricao,
séo fundamentais para aumentar sua aplicabilidade na nutrigdo animal.

Com objetivo de disponibilizar uma ferramenta segura na quantificacdo e
determinacdo da intensidade de coloracdo na pele de peixes ornamentais, comparou-se a
eficiéncia de utilizacdo de quatro metodologias, com intuito de identificar qual ou quais

métodos poderiam ser empregados com maior eficiéncia.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia na Universidade
Federal de Vigosa, na cidade de Vigcosa/MG - Brasil, no periodo de Outubro de 2006 a
Fevereiro de 2010. Foram utilizados para a avaliacdo e validacdo dos métodos, o0s
resultados de sete experimentos, nos quais 0s 1.980 peixes da espécie (Colisa lalia)
foram alimentados com dietas enriquecidas com ingredientes fontes de pigmentos
naturais (extrato oleoso de urucum, polpa liofilizada de acai, polpa liofilizada de
tomate, levedura Xanthophyllomyces dendrorhous liofilizada e cantaxantina comercial)
em diferentes niveis para intensificacdo da coloracdo da pele.

A metodologia tradicional, com o uso de colorimetro portatil para determinacao
da intensidade de pigmentacdo na pele de peixes, foi comparada com quatro maneiras
de obtencdo de coloracdo utilizando-se software para quantificagdo dos niveis de
coloraco através de fotografias digitais, especificamente o Adobe PhotoShop CS2°®.

As demais metodologias testadas baseiam-se na quantificacdo da pigmentacdo da
pele a partir de fotografias digitais utilizando-se software para a quantificagdo da
intensidade de cores em regides da pele previamente definidas. Dentre as quais, se
quantificou as coloragfes da pele dos peixes utilizando os sistemas de coordenadas
Hunter (L*a*b*) e o sistema de cores no padrdo CMYK (HUNT, 1977).

No sistema de coordenadas Hunter (L*a*b*), L representa brilho (0, preto e
+100, branco), a (100, verde e +100, vermelho) e b (=100, azul e +100, amarelo). No
sistema de cores CMYK, as cores sdo decompostas em percentuais das cores basicas:
ciano (C), magenta (M), amarelo (Y) e preto (Y). Os indices de colora¢do, Cy), S840
expressos em percentuais e representam variaveis ndo-paramétricas devendo ser
convertidas em variaveis paramétricas em radianos, Caq), as quais poderdo ser

utilizadas em testes estatisticos. A conversdo dos valores médios percentuais das cores
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no sistema CMYK para valores em radianos foi feito com uso da férmula:
Cira) = arcsen.(C)/100)%°, (VIEIRA, 1989; GOMES, 1987).

Através das similaridades entre as equacfes de regressdo linear, escolhidas com
base nos coeficientes de determinacdo (R?= SQRegressdo/SQTratamento) e nos
fenémenos biolodgicos, por anélises de variancia utilizando-se o teste F ao nivel de 5%

de probabilidade, definiu-se quais os métodos mais adequados.

Resultados e Discussao
Os resultados de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter (L*a*b*), obtidos
por colorimetro portatil Minolta-M10 nos peixes in vivo, compreendem a média de cinco
pontos de amostragem para cada peixe, mensurados em todos 0s peixes de cada

tratamento, conforme esquema (Figura 1) apresentado a seguir (Tabela 1).

Figura 1l - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com 50,3 mm?
cada) identificados com circulos numerados de um a cinco, usando-se
colorimetro portéatil Konika Minolta-M10
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Tabela 1 - Valores médios dos indices de coloragdo no sistema (L*a*b*), obtidos por
colorimetro portéatil, Minolta-M10, nos peixes in vivo, CV (%) e equacdes de
regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de determinacéo (%)

Nivel de cantaxantina (X)

L’g::;zsg gg adicionado a dieta (mg/Kg) (%/Y) Equagoesge_regressao:
0 444 942 137,0 180,0
L 4855 48,0 472 46,7 44,7 3,75 48,8 -0,0134.X (r* = 0,91)
a 8,7 9,5 11,8 12,1 14,2 22,65 8,5 +0,0209.X (r* = 0,96)
b 143 145 143 135 14,0 26,21 14,1

Nos peixes in vivo foram mensurados em cinco pontos com 50,3 mm? cada, os
quais se encontram indicados por circulos pontilhados, numerados de um a cinco, sobre a
pele (Figura 1).

Nas demais metodologias avaliadas para comparagdo, os indices de coloracao
foram mensurados através de fotografias digitais (REZENDE, 2006), utilizando-se
software para a quantificagio em trés regibes de coloracdo previamente definidas

(Figura 2; Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6).

Figura 2 - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) com base em regides delimitadas pelos circulos
pontilhados e humerados de um a trés, onde a média de trés pontos foi utilizada
na quantificacdo da coloragdo em cada regido, a partir de fotografias digitais,
utilizando-se software Adobe PhotoShop CS2®
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Em cada regido foram cotados trés pontos aleatoriamente, cada ponto correspondia

a uma area de 25pixels quadrados. A fotografias, com resolucdo inicial de

12,1 megapixels passaram pelo equilibrio de branco e foram reduzidas ao tamanho de

140 x 250 pixels, posteriormente, realizou-se a mensuracdo dos pontos.

Tabela 2 - VValores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter

(L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do peixe
ornamental colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe PhotoShop CS2®,
representados pelas médias aritméticas de trés regides de coloracao distintas, CV
(%) e equacOes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de
determinacdo (r%)

Nivel de cantaxantina (X)

indices d adicionado  dieta (mg/Kg) Cv. Equagbes de regressio
0 7 g 444 942 1370 180,0 (%) Y=
L 402 373 380 353 35,8 556  39,5-0,0168.X (> = 0,78)
a 7.9 7.5 88 11,0 12,1 38,76 9,4
b 138 178 188 20,9 21,9 37,84 18,7
C 0652 0687 0669 0678 0,685 452 0,674
M 0740 0774 0777 0825 0,830 470 0,743 +0,0004.X (1 = 0,93)
Y 0,819 0888 0890 0,939 0,944 753 0,836 +0,0005.X (? = 0,79)
K 0581 0604 0594 0615 0,612 5,51 0,601

Os resultados de coloragcdo obtidos, separadamente, nas trés regides distintas

(Tabelas 3, 4 e 5), encontram-se representados pela média de pontos na area delimitada

como regido um (Tabela 3), a média dos pontos na regido dois (Tabela 4) e a média dos

pontos na regido trés (Tabela 5).
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Tabela 3 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe PhotoShop CS2®, representados
pela rea de coloracdo definida como regido um, CV (%) e equagdes de regressao
ajustadas nos respectivos coeficientes de determinacao (r%)

Nivel de cantaxantina (X)

Icr:)dlz)crzs de adicionado a dieta (mg/kg) %V Equagdes de regressdo
€@ Ty 444 942 1370 1800 P Y=
L 86,5 78,5 80,5 73,9 72,5 4,60 84,9 —0,0504.X (I’2 =0,85)
a 00 05 20 50 65 8630 0,7 +0,0269.X (° = 0,94)
b 20,2 30,5 32,6 36,1 35,9 47,22 31,0
C 0,371 0,467 0,420 0,476 0,514 10,58 0,391 +0,0005.X (I’2 =0,71)
M 0,353 0,461 0,455 0,547 0,566 11,51 0,374 +0,0008.X (I‘2 =0,91)
Y 0,576 0,733 0,732 0,808 0,820 17,66 0,621 +0,0009.X (I’2 =0,84)
K 0,013 0,071 0,050 0,097 0,122 49,50 0,022 +0,0004.X (I‘2 =0,84)

O comportamento dos valores, mensurados para os indices de coloracdo obtidos,

separadamente, em cada regido predefinida nas fotografias, mostra ser uma forma de

indicador para avaliacdo da intensidade de pigmentacdo, uma vez que a regido dois

(Tabela 4) ndo apresentou diferencas significativas independendo do tipo de pigmento

natural e do nivel adicionado a dieta. A inclusdo da regido dois na media (Tabela 2)

funciona como fator de aumento do erro experimental, haja vista influenciar negativamente

os resultados observados separadamente para as regides um (Tabela 3) e trés (Tabelab),

quando usadas no célculo da média.

Tabela 4 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe PhotoShop CS2®, representados
pela area de coloracdo definida como regido dois, CV (%) e equacbes de
regressao ajustadas nos respectivos coeficientes de determinacéo (r%)

Nivel de cantaxantina (X)

Icr:)dI:)Crzs de adicionado a dieta (mg/kg) COV Equagdes de regressdo
Cl 44,4 942 1370 180,0 (%) Y=

L 7.9 8,5 10,0 8,9 9.6 22,98 9.0

a 0,5 21 36 22 2.0 ~135,25 1,9

b 03 0,6 16 1,7 32 253,59 11

C 0934 0953 0956 0,944 0,939 3,32 0,946

M 0,005 0880 0861 0875 0,870 2,97 0,878

% 0,867 0878 0890 0,895 0,900 2,69 0,886

K 0089 0983 0963 0,983 0,978 2,54 0,979
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Tabela 5 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe PhotoShop CS2®, representados
pela rea de coloracdo definida como regido trés, CV (%) e equacdes de regressao
ajustadas nos respectivos coeficientes de determinacao (r*)

Nivel de cantaxantina (X)

L'Ldlz)crzs de adicionado a dieta (mg/kg) COV Equagdes de regressdo
G0 70 444 042 1370 180,0 (%) Y=

L 26,2 24,9 23,4 23,2 25,2 14,98 24,6

a 23,1 24,0 27,0 30,2 31,8 24,26 27,2

b 21,1 22,4 22,3 24,8 26,8 25,66 23,5

C 0,650 0,642 0,631 0,615 0,602 6,55 0,628

M 0,962 0,981 1,014 1,054 1,054 464 0,962 +0,0004.X (I’2 =0,94)

Y 1,014 1,053 1,049 1,114 1,111 7,17 1,068

K 0,742 0,759 0,769 0,764 0,735 9,25 0,754

Dentre os métodos avaliados e comparados, tanto o tradicional utilizando-se o
colorimetro portatil como mencionado em diversos trabalhos (CHATZIFOTIS et al., 2005;
NICKELL & BROMAGE, 1998a,b; GOUVEIA & REMA, 2003), quanto a quantificacdo
usando software a partir de fotografias digitais, mostram-se como excelentes ferramentas
para determinar a intensidade de coloracéo da pele de peixes ornamentais.

Entretanto, ressalta-se que os melhores resultados obtidos, na quantificacdo a partir
de fotografias, sdo alcangados quando ha a determinacao de areas com coloracao especifica
(Figura 2; Tabela6). Caso opte pela utilizacdo de valores médios, a area que nao
possibilitar a diferenciacdo com significancia estatistica para as intensidades de coloragéo
desejada, exemplo a cor azul na regido dois (Tabela 4) devera ser desconsiderada no

calculo dos valores médios.
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Tabela 6 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos de fotografias digitais do peixe
ornamental colisa-sangue (Colisa lalia) pelo software Adobe PhotoShop CS2®,
representados pelas médias aritméticas das &reas de coloracao distintas definidas
como regibes um e trés, CV (%) e equacdes de regressdo ajustadas nos
respectivos coeficientes de determinagéo (r°)

Nivel de cantaxantina (X)

Icr:)dlz)crzs de adicionado a dieta (mg/kg) %V Equagdes de regressdo
gao Ty 244 942 1370 180,0 (%) Y=
L 56,4 51,7 52,0 48,6 48,8 4,57 55,1 -0,0281.X (r2 =0,84)
a 116 123 145 17,6 192 2014 10,9 +0,0316.X (* = 0,97)
b 20,6 26,4 27,5 30,5 31,3 37,44 27,3
C 0,527 0,561 0,535 0,549 0,560 6,12 0,546
M 0,694 0,736 0,748 0,797 0,806 444 0,699 +0,0004.X (rz =0,96)
Y 0,798 0,884 0,881 0,941 0,950 10,05 0,818 +0,0006.X (I’2 =0,88)
K 0,514 0,527 0,532 0,533 0,517 8,73 0,525

Os resultados obtidos com os métodos selecionados (Tabelas 1 e 6) possibilitam
estabelecer correlagbes de compatibilidade entre os valores médios mensurados por esses
dois métodos, atraves da determinacdo do grau de compatibilidade entre os indices das
equacdes de regressdo: YiinoLta) = 1,260.Y 1 sortware); YaminoLta) = 1,197, Yasortware)
e YominoLTa) = 0,756. Y psorrware); onde YiwiniLta) Significa o valor obtido pela equagéo
de regressdo para brilho no sistema de coordenadas Hunter (L*) obtido com colorimetro
portétil, e respectivamente 0 Yysortware), 0 Valor obtido pela equagio de regressdo para a
coordenada verde-vermelho no sistema Hunter (b*) obtido a partir de fotografia digital
com uso de software.

A utilizacdo de ambos os métodos possibilita a quantificacdo eficiente da
intensidade de pigmentacdo da pele de peixes. A metodologia baseada em fotografias
digitais, semelhantemente, a utilizacdo do colorimetro portéatil, também pode ser aplicada
para mensuracao da coloracdo, em peixes salmonideos ou caracideos, destinados ao corte,

conforme método utilizado por CHOUBET & STOREBAKKEN (1989).
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A validacdo destes dois métodos permite maior abrangéncia na utilizacdo em
experimentos nas areas da nutricdo, selecdo ou melhoramento genético voltados a melhoria
da qualidade dos peixes ornamentais destinados ao mercado consumidor.

Apesar da eficiéncia dos dois métodos, sugere-se a comparacdo dos resultados
obtidos com estes, pela percepc¢éo de cores realizadas por pessoas a olho nu, na forma de
um teste de painel, utilizando teste Qui-quadrado nas analises estatisticas, com finalidade

de validar os dois métodos em relacéo as percep¢des sensoriais humanas.

Conclustes
A quantificacdo de coloracdo pela utilizagdo do método tradicional, no sistema de
coordenadas Hunter (L*a*b*) mensurada por colorimetro portatil na pele dos peixes vivos,
ou 0 método usando fotografias digitais nos sistemas de coordenadas Hunter ou CMYK
(em radianos) a partir de regides de coloracdo especificas predefinidas, mostram-se como
ferramentas confiaveis para avaliacdo de intensidades de coloracdo em peixes. A
semelhanca entre os dois métodos de forma segura em trabalhos de nutricdo e

melhoramento visando a intensificagcdo de cores em peixes.
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Resumo - Com intuito de avaliar os efeitos do carotendide cantaxantina como aditivo na
nutricdo de colisa sangue, 175 peixes com peso inicial de 1,75 £ 0,66 g e 70 dias de vida,
foram alimentados com cinco dietas (0, 4,6, 9,1, 13,7 e 18,2 mg/kg) com cinco repeti¢des
sob delineamento inteiramente casualizado. Os resultados possibilitam afirmar que a
especie metaboliza e bioacumula o carotenodide cantaxantina, uma vez que, mesmo a
baixos niveis de suplementacdo na dieta, 18,2 mg/kg, houve aumento na pigmentacdo
amarela da pele em 11,9%. A pigmentacdo amarela aumentou de forma linear conforme a
equacdo, Y = 8,2 +0,0538.X (r2 = 0,74). A suplementacdo de cantaxantina possibilitou a
intensificacdo da coloracdo amarela na pele do peixe. O acréscimo de cantaxantina reduziu
0 consumo de racao sem afetar a conversdo alimentar e o ganho de peso.

Palavras-chaves: desempenho, carotenoide, Colisa lalia, coloracdo, peixe ornamental, pigmento

Abstract - In order to evaluate the effects of the carotenoid canthaxanthin as an additive in
the nutrition of dwarf-red gouramy, 175 fish with initial weight of 1.75 £ 0.66 g and 70
days of life, were fed with five diets (0, 4.6, 9.1, 13.7 and 18.2 mg/kg) with five replicates
in a randomized design. The results allow to state that the species metabolize and
bioaccumulate the carotenoid canthaxanthin, since, even at low levels of supplementation
in the diet, 18.2 mg/kg, there was an increase in yellow pigmentation of the skin in 11.9%.
The yellow pigmentation increased linearly according to the equation, Y = 8.2 +0.0538. X
(r* = 0.74). Supplementation with canthaxanthin allowed the intensification of yellow skin
of the fish. The addition of canthaxanthin reduced food intake without affecting feed
conversion and weight gain.

Keywords: performance, carotenoid, Colisa lalia, color, ornamental fish, pigment
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Introducgéo

Os carotendides atuam como agentes terapéuticos e preventivos, como antioxidante,
por sua habilidade em reagir com oxigénio livre e combater radicais livres, por este motivo
0 consumo de pigmentos diminui os riscos de doengas degenerativas e cardiovasculares. A
exploracdo das funcbes benéficas dos carotenodides naturais € aplicavel a agregacdo de
valor na nutricdo, alimentos e tecnologia farmacéutica (STEPNOWSKI et al., 2004).

Os tecidos animais (truta, salmdo e frutos-do-mar) tém alguns tipos similares de
carotendides como cantaxantina, astaxantina e zeaxantina, mas a maioria deles transforma
estes carotendides em retinol ou vitamina A (encontrados em ovos, leite e figado). Em
organismos nao carotenogénicos, tais como mamiferos, aves, anfibios, peixes, crustaceos e
insetos, os carotendides alimentares e seus metabolitos também apresentam papel
biologico importante. Muitos alimentos vegetais também contém carotendides, mas em
niveis significativamente baixos (RUIZ-RODRIGUEZ et al., 2008).

Os carotenoides tém importancia vital na fisiologia e satide geral, podendo-se afirmar
que estes sdo nutrientes essenciais que deveriam ser incluidos em todas as dietas de
organismos aquaticos, inclusive para aqueles destinados ao consumo humano (BAKER,
2002). A cantaxantina tem sido estudada devida sua aplicacdo como um corante alimentar.
As interacfes da cantaxantina e moléculas de lipideos em membranas celulares parecem
apresentar um papel chave em varios efeitos biol6gicos deste pigmento carotendide
(BASU et al., 2001; SUJAK et al., 2005). Na aquicultura os principais pigmentos
utilizados para inclusdo em racOes, especialmente para peixes salmonideos sdo a
astaxantina e a cantaxantina, que juntas correspondem a cerca de 10 a 15% dos custos das
racdes (MORA et al., 2006a,b).

Nos ultimos anos, pesquisadores de diferentes areas véem avaliando os efeitos

positivos de ampla variedade de carotendides e flavondides na alimentagdo humana e
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animal, e discorrem sobre suas muitas qualidades e beneficios a saude e bem-estar. Cada
grupo de espécies apresenta diferentes rotas de absor¢édo, bioconversdo e deposi¢do dos
pigmentos ingeridos na dieta. A eficiéncia de pigmentacdo de uma determinada fonte de
carotenoide € espécie-especifica, e as interacdes entre os diferentes componentes de uma
dieta influenciam diretamente a deposicdo dos pigmentos nos animais (CHATZIFOTIS et
al., 2005, HAMRE et al., 2004, BARBOSA et al., 1999, NICKEL & BROMAGE, 1998).
Este experimento foi conduzido com intuito de avaliar os efeitos do fornecimento de
dietas enriquecidas com cantaxantina sobre caracteristicas de desempenho e de coloracdo

da pele em machos de Colisa lalia linhagem “Sangue”.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Peixes do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, no periodo de Abril a Junho de 2008,
com duracdo de 70 dias, sendo os 20 primeiros dias para aclimatacdo e condicionamento
dos peixes ao manejo experimental.

Os peixes utilizados foram adquiridos de piscicultura de peixes ornamentais no
municipio de Muriaé/MG. Foram selecionados apenas machos, peso inicial de
1,75+ 0,66 g e comprimento total de 44,3 + 44 mm, com aproximadamente 70 dias de
vida. Acondicionou-se sete machos por aquério, em aquéarios com volume atil de 20 litros,
na densidade de 0,35 peixe/L.

Os aquéarios faziam parte de um sistema de recirculagdo de agua com filtragem
mecanica e bioldgica, além de sistema de esterilizacdo de agua com lampada germicida. A
limpeza do sistema foi realizada uma vez por semana, ocasido em que as fezes foram
sifonadas, as paredes internas dos aquéarios escovadas, os filtros mecéanicos lavados e 30%

da &gua do sistema trocada. A taxa de recirculacdo da dgua nos aquarios era de 2.000% ao
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dia e o volume do filtro biologico equivalente a 20% do volume total do sistema de
recirculacao.

Os aquérios permaneceram sob iluminacdo artificial (189,1 + 48,8 lux/cm?) por
lampadas florescentes em fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro, regulado por timer
analogico, entre 6h30 e 18h30. A temperatura da agua foi aferida, diariamente, com
termémetro de méxima e minima, e, semanalmente, para oxigénio dissolvido, pH,
potencial redox e condutividade elétrica, utilizando-se oximetro, peagdmetro e
condutivimetro digitais.

As dietas experimentais foram preparadas com base em uma racdo comercial
extrusada, sobre a qual se adicionou por aspersdo uma solucdo concentrada contendo os
cinco niveis de cantaxantina (Tabela 1). A incorporacdo da cantaxantina sobre os peletes
das racbes experimentais foi feita com auxilio de pulverizador em camara fechada. A
cantaxantina foi dissolvida em &gua a 50°C com agitacdo por cinco minutos para posterior
incorporacdo nas dietas. Apds a incorporacdo da cantaxantina, a racdo foi colocada em
estufa ventilada a 50°C por 8h e, posteriormente, aspergiu-se 20 g de 6leo de soja por quilo
de racdo para formacdo de pelicula oleosa recobrindo os peletes a reduzir a lixiviagcdo do
pigmento e dos nutrientes para a agua durante os arragoamentos.

Tabela 1 - Composi¢cdo centesimal e niveis de cantaxantina, ap6s enriquecimento, nas
ragcOes experimentais para alimentacdo do peixe ornamental colisa-sangue

(Colisa lalia)

- Nivel de cantaxantina na racdo (mg/kg)
Composigéo 0 46 9,1 13,7 18,2
Energia bruta (kcal/kg) 4.417 4638 4,546 4,560 4,551
Proteina bruta (%) 32,80 34,39 34,56 33,12 33,84
Carboidratos (%) 32,14 33,31 33,64 34,14 33,69
Umidade (%) 11,16 8,73 8,76 9,07 9,09
Extrato etéreo (%) 8,96 8,93 9,06 9,03 9,29
Fibra bruta (%) 6,90 6,69 6,42 6,96 6,30
Minerais (%) 8,04 7,95 7,56 7,68 7,79
Ca (%) 1,17 1,24 1,18 1,24 1,24
P (%) 1,18 1,29 1,18 1,27 1,23
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As racOes experimentais foram inicialmente pesadas e acondicionadas em recipientes
plasticos com tampa devidamente identificados, permaneceram armazenadas em freezer e
a —20°C foram retiradas apenas no momento dos arragoamentos aos peixes.

Analises de composicdo centesimal das dietas experimentais foram realizadas no
Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (LNA/DZO) da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Os niveis de carboidratos foram estimados
segundo metodologia proposta em SNIFFEN et al. (1992). Enquanto que as anélises de
niveis de pigmentos foram realizadas no Laboratério de Corantes e Pigmentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. Os niveis de cantaxantina foram
determinados segundo metodologia proposta em TAKAHASHI et al. (1987).

As racBes foram fornecidas diariamente as 8h00, 13h00 e 18h00, até a saciedade. Ao
final do periodo experimental as sobras das racGes foram pesadas e a quantidade
consumida pelos peixes mensurada para cada aquario.

Ao final do periodo experimental, os peixes foram individualmente pesados, medidos
e tiveram sua coloragdo mensurada na regido lateral do corpo. A coloragéo para cada peixe
foi a média de cinco areas diferentes mensuradas no padrdo internacional de coordenadas

Hunter (L*a*b*) com auxilio de colorimetro portatil (Figura 1) (HUNT, 1977).

Figura 1 - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental colisa-
sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com 50,3 mm? cada)
identificados por circulos numerados de um a cinco, usando colorimetro portatil
Konika Minolta M-10. O peixe da esquerda é representativo do tratamento
controle e o peixe da direita, representativo do tratamento que se alimentou de
dieta enriquecida com cantaxantina (18,2 mg/kg)
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Logo apos a mensuragdo das cores, ainda com 0s peixes insensibilizados, realizou-se
a biometria das caracteristicas: peso final (g), comprimento total (mm), comprimento
padrdo (mm) com o intuito de avaliar as caracteristicas de desempenho zootécnico em
funcdo da alimentagéo dos peixes com dietas enriquecidas com cantaxantina.

Os resultados de desempenho e de coloracdo foram submetidos as andlises de
variancia e de regressdo. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos
coeficientes de regressdo utilizando-se o teste F, adotando-se o nivel de 5% de
probabilidade, no coeficiente de determinacdo (R? = SQRegressdo / SQTratamento), e no

fendmeno bioldgico.

Resultados e discusséo

As condicdes ambientais em que os peixes foram mantidos no periodo experimental
permaneceram sob niveis 6timos. As caracteristicas de qualidade da agua: temperatura
(28,5 £ 1,4°C), oxigénio dissolvido (7,7 £0,8 mg/L), pH (6,5%0,2), potencial redox
(155+ 2,1 mV) e condutividade elétrica (177,5+ 25,1 uS/cm) ocorridas durante o
experimento, encontraram-se dentro da faixa de conforto para a espécie: temperatura (23 a
32°C), oxigénio (acima de 5 mg/L) e pH (6,2 a 7,4) (FROESE & PAULY, 2006; COLE
etal., 1999; ALZUGARAY e ALZUGARAY, 1997).

Ao final do periodo experimental foram realizadas as biometrias dos peixes para as
caracteristicas: peso final, comprimento padrdo e total; a partir das quais foram calculados

os indices de desempenho zootécnico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-sangue
(Colisa lalia), CV (%) e equacdes de regressdo ajustadas nos respectivos
coeficientes de determinacéo (r°), em funcdo dos niveis de cantaxantina nas

dietas
Nivel de cantaxantina (X . .
Caracteristica na dieta (mg/kg) “ (C%V) EquagoesYAdtiregressao
0 4,6 9,1 13,7 18,2
Biomassa inicial (g) 10,66 10,16 10,00 9,96 9,98 6,87 10,12
Biomassa final (g) 22,35 21,81 21,29 20,52 21,40 4,46 21,47
Ganho de biomassa (g) 11,68 11,65 11,29 10,56 11,58 7,63 11,86

31,11 -0,0943.X
(2 =0,92)
112,26

Consumo de racdo (g) 31,77 30,15 2993 2942 2998 2,78

Ganho de peso em
50 dias (%) 109,97 115,11 113,53 106,55 119,18 11,39

Conversao alimentar 2,73 2,59 2,66 2,82 2,62 8,5 2,67

Fator de condicdo 189 18 190 192 188 3,67 1,90
de Fulton inicial
Fator de condicédo 2,42

de Fulton final 2,42 2,45 2,43 2,37 241 186

Os resultados obtidos com a suplementacdo de cantaxantina até o nivel de
18,2 mg/kg na alimentacdo de colisa-sangue demonstraram nédo afetar as caracteristicas de
desempenho, apesar da reduc&o no consumo de ragéo (r* = 0,92 e P<0,01).

A ndo observacdo da influéncia da cantaxantina nas caracteristicas de desempenho
dos peixes pode-se dever a manutencdo destes em condigdes experimentais
excepcionalmente adequadas e dentro da faixa de conforto para a espécie (COLE et al.,
1999, ALZUGARAY & ALZUGARAY, 1997), podendo-se observar uma reducdo nos
coeficientes de variacdo do fator de condicdo de Fulton inicial, de 3,67%, para o final,
1,86%.

Possivelmente, seja verdadeira a hipdtese de que peixes mantidos em condicGes de
estresse ou desafio teriam apresentado melhores resultados de desempenho em funcéo dos
niveis crescentes de suplementacdo com cantaxantina, devido aos seus efeitos no
fortalecimento do sistema imunoldgico e na reducédo dos efeitos do estresse.

A cantaxantina, pigmento polar, tem sido encontrado interferindo com a organizacao

das membranas bioldgicas. Parece que a cantaxantina presente nas membranas lipidicas em
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concentracdo relativamente baixa (inferior a 1 mol % com relagdo ao lipidio) modifica
substancialmente as propriedades fisicas das membranas. A cantaxantina exerce restrigdes
ao movimento de segmentacdo molecular das moléculas lipidicas, ambos na regido da
cabeca e no centro da bicamada hidrofobica; promove alongamento das cadeias alquil-
lipidicas; modifica a superficie da membrana lipidica e promove a agregacdo de vesiculas
lipidicas (SUJAK et al., 2005). Segundo estes mesmos autores, a cantaxantina incorporada
em lipidios de membranas estd distribuida entre os dois grupos: um abrangendo toda a
bicamada lipidica perpendicular & superficie da membrana e uma paralela a membrana
localizada na regido das cabegas. A populacdo da fracdo horizontal aumenta com o
aumento nas concentracGes de pigmentos na fase lipidica, demonstrando um efeito de
modificacdo muito forte da cantaxantina na dindmica e propriedades estruturais de
membrana lipidica.

Os niveis de enriquecimento com cantaxantina (0, 4,6, 9,1, 13,7 e 18,2 mg/kg)
utilizados possibilitaram observar efeito positivo no que se refere & pigmentacdo amarela
da pele, com aumento linear crescente de 3,0% para cada acréscimo de 4,6 mg/kg no nivel
de cantaxantina (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos nos peixes colisa-sangue (Colisa lalia) a
partir de fotografias digitais com o software Adobe PhotoShop CS2®, CV (%) e

equacOes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de determinagéo
(r?), em funcéo do nivel de cantaxantina nas dietas

Nivel de cantaxantina (X)

icr:)dli)crt;s Eje na racéo (mg/kg) CO/V Equacbes de_ regressao
Gao —5 46 9.1 137 182 N Y=
L 44,2 45,3 43,7 42,5 43,9 3,80 44,6 -0,0739.X (r2 =0,80)
a 11,2 10,6 9,9 9,8 11,6 14,89 10,6
b 8,9 7,7 9,0 8,1 9,9 15,34 8,2 +0,0538.X (r2 =0,74)

A intensidade de pigmentacdo da pele dos peixes foi mensurada no sistema de

coordenadas Hunter (L*a*b*), onde L representa brilho (0, preto e +100, branco),
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a (-100, verde e +100, vermelho) e b (-100, azul e +100, amarelo).

O maior nivel testado, 18,2 mg/kg, possibilitou aumento na pigmentacdo amarela
em 11,9 % em relacdo ao nivel zero de adicdo de cantaxantina. Os resultados possibilitam
afirmar que a espécie Colisa lalia metaboliza o carotendide cantaxantina e bioacumula-o
na mesma forma ou realiza a bioconversao desta e bioacumula em outra forma.

Além da funcdo de melhorar a pigmentacéo, os carotendides da dieta tém multiplas
funcbes antioxidantes. Uma relacdo entre concentracdo de astaxantina da dieta e estado
antioxidante no figado e musculo foi observada em salméo-do-atlantico (Salmo salar),
indicando possivel melhoria de salde em peixe pela inclusdo de carotendides na dieta por
proporcionar a reducdo de parametros anti-oxidantes (WANG et al., 2006). Entretanto, é
reportado efeito deletério de niveis elevados de cantaxantina na dieta sobre o vigor
reprodutivo de canario-belga (BRUSTOLINI, 2010).

As interacdes entre diferentes carotendides, apesar de pouco estudadas,
demonstram ser mais eficiente quanto a intensificacdo da deposi¢do nos animais, o que
serve como indicio de possiveis vantagens quando utilizados de maneira conjugada
também na nutricdo animal (SINHA & ASIMI, 2007; WANG et al., 2006; MORA et al.
2006a).

As possibilidades de utilizacdo de aditivos pigmentantes em ragdes animais vao
além da simples intensificacdo da pigmentacdo, aos animais propensos a isto, 0 que
agregaria maior valor na comercializacdo e a salde dos consumidores. Especialmente,
devido as vantagens adicionais que os carotenodides proporcionam, quanto a reducdo de
estresse, combate aos radicais livres e aumento de resposta imunoldgica, favorecendo o
crescimento, a reproducdo e auxiliando no bem estar animal (SHINDO et al., 2007,
WANG et al., 2006, HAMRE et al., 2004, LIMA et al., 2001, BARBOSA et al., 1999).

N&o houve diferencas na aparéncia entre os grupos de peixes alimentados com a
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dieta controle e cantaxantina, mas os peixes alimentados com astaxantina, zeaxantina e
luteina A apresentaram, respectivamente, coloracdo amarela intensa, amarela e amarelo nas
nadadeiras, ao final do experimento. YAMASHITA et al. (1996), estudando o
metabolismo de xantofilas em black-bass (Micropterus salmoides) a partir do fornecimento
de dietas contendo diferentes pigmentos — cantaxantina, astaxantina, (3R,3’R)-zeaxantina e
luteina A — ao nivel de 50 mg/kg de racdo, e uma dieta controle sem pigmentos, por
30 dias, verificou que ndo houve diferenca de desempenho e no indice hepatossomatico.

Ao avaliar se a suplementacdo, na dieta, com carotendide influenciaria a
sobrevivéncia, crescimento, pigmentacdo e capacidade anti-oxidante ao peixe ornamental
Hyphessobrycon callistus, utilizando dois tipos de carotendides puros (astaxantina e
[S-caroteno) e sua combinacdo (mistura na propor¢do, 1:1) a 10, 20 e 40 mg/kg, ndo
observou-se diferengas entre os tratamentos, para crescimento e sobrevivéncia dos peixes
apos oito semanas de cultivo. Independente do tipo de carotendide adicionado a ragdo, a
astaxantina predominou 98% do total de carotendides corporais, indicando que estes peixes
converteram f-caroteno em astaxantina para armazenamento WANG et al. (2006).

Salméo e red-sea-bream (Pagrus major) ndo convertem xantofilas em cantaxantina
ou astaxantina (STOREBAKKEN & NO, 1992). A utilizacdo de fontes naturais de
carotendides, a exemplo das pétalas desidratadas de rosa-chinesa (Hibiscus rosasinensis)
(SINHA & ASIMI, 2007), mistura de p-caroteno e astaxantina (WANG et al., 2006) e
fonte com complexa mistura de carotendides (MORA et al., 2006a,b), demonstram a maior
eficiéncia de pigmentacdo dos conjugados de carotendides frente as demais fontes puras de
pigmentos avaliados, fato comprovado pelo conteido de carotendides na pele dos peixes.

Em andlises de contetdo de carotendides na pele dos peixes ap6s conclusdo do
experimento, verificou-se que, no grupo cantaxantina, além da cantaxantina foram

encontrados como metabolitos reduzidos — p-caroteno, equinenona, isocriptoxantina,
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isozeaxantina e um apocarotendide desconhecido (11°,12’-dihidro-10’-apo-$-caroteno-
4,10’-diol). O contetdo individual de vitamina A no figado de black-bass foi maior em
todos os grupos com xantofilas (cantaxantina, astaxantina, zeaxantina e luteina) em
relacdo ao grupo controle YAMASHITA et al. (1996).

A eficiéncia de utilizacdo do pigmento cantaxantina na alimentacdo de peixes nao
poderia ser descartada uma vez que em grande parte dos cultivos, os peixes, em algum
momento se acham mantidos em condigdes de estresse ou fora da faixa de conforto.
SituacBes nas quais os efeitos benéficos dos carotendides e flavonoides poderiam ser
observados em funcdo das condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

A fim de avaliar o efeito de imunonutricdo de compostos carotendides e flavondides
em peixes, sugere-se a realizacdo de experimento que avalie o efeito da cantaxantina em
peixes submetidos a condigdes de desafio ambiental. Por outro lado, o efeito do
enriquecimento de dietas com ingredientes fontes de pigmentos também devem ser
avaliados em outras espécies de peixes e também em niveis mais elevados para
intensificacdo da coloracdo vermelho-amarelada da pele, em condi¢cbes ambientais

adequadas a espécie a ser estudada.

Conclusotes
A suplementacdo de 18,2 mg/kg de cantaxantina na dieta para colisa-sangue
possibilitou a intensificagdo da coloragdo amarela da pele do peixe. O acréscimo de

cantaxantina reduziu o consumo de racdo sem afetar as caracteristicas de desempenho.
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Resumo - Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de pigmentacdo da pele de peixes e
efeitos no desempenho, cinco niveis do carotendide bixina (0, 719, 1.390, 2.110 e
2.890 mg/kg) extraidos de sementes de urucum (Bixa orellana) foram utilizados no
enriquecimento de racdes para a alimentacdo do peixe colisa-sangue (Colisa lalia). O
experimento foi conduzido com cinco repeticbes sob delineamento inteiramente
casualizado. Observou-se que a bixina em niveis elevados proporciona reducdo no
consumo de racdo e também na intensidade de coloragdo amarelo da pele dos peixes, sem
afetar 0 ganho de peso e a conversdo alimentar.

Palavras-chaves: piscicultura, peixe ornamental, bixina, corante, pigmento, coloracéo da pele

Abstract - Aiming to evaluate the efficiency of skin pigmentation and effects on fish
performance, five levels of the carotenoid bixin (0, 719, 1390, 2110 and 2890 mg/kg)
extracted from seeds of annatto (Bixa orellana) were used for rations enrichment to feed
the fish dwarf-red gouramy (Colisa lalia). The experiment was conducted with five
replicates in a randomized design. It was observed that the bixin at high levels provides a
reduction in food consumption and also in the intensity of the yellow skin of the fish,
without affecting weight gain and feed conversion.

Keywords: fish farming, ornamental fish, bixin, dye, pigment, skin color
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Introducgéo

O crescimento do mercado aquaristico mundial, da ordem de 14 a 19 % ao ano, exige
dos piscicultores avangos na producdo de peixes com maior qualidade para abastecer um
mercado consumidor &vido por novidades (VIDAL-JUNIOR, 1997; LIMA, 2004;
RIBEIRO et al., 2008a,b). Os aspectos que agregam valor aos peixes ornamentais, além da
raridade, s@o o vigor e a intensidade de pigmentacdo da pele (REZENDE et al., 2007).

Peixes mais pigmentados tém maior valor de mercado na comercializagdo, néo
apenas quanto ao valor monetario, mas também na preferéncia do consumidor, o que pode
ser traduzido em maior garantia de venda.

Na alimentagdo de peixes ornamentais cultivados no Brasil, utiliza-se ragdes para
peixes de corte, geralmente pobres em pigmentos naturais, fato que, somado a baixa
producédo de organismos planctdnicos em sistemas de criagdo intensivos e superintensivos,
impossibilita a acumulagdo de pigmentos carotendides e flavondides em niveis suficientes
para intensificacdo da coloracdo da pele nos peixes destinados a comercializagéo.

Os pigmentos naturais sdao produzidos por bactérias, leveduras, algas e vegetais
superiores podendo ser encontrados em sementes, folhas, flores, raizes e frutos (RUIZ-
RODRIGUES et al., 2008; ABE et al., 2007; SHINDO et al., 2007; MORIEL et al., 2005;
OROSA et al., 2005; GOUVEIA & EMPIS, 2003; YUAN et al., 2002; BOUSSIBA, 2000;
ARMSTRONG, 1997). Os animais ndo possuem a capacidade de sintetizar carotendides e
flavondides, entretanto, conseguem acumular e converter estes compostos obtidos através
da alimentacdo (SALES & JANSSENS, 2003).

Os organismos componentes do zooplancton, especialmente microcrustaceos
também podem acumular pigmentos naturais provenientes de sua alimentacdo a base de
fitoplancton (NIEUWERBURGH et al., 2005), e posteriormente, servir como fonte

alimentar aos peixes cultivados (VELU et al., 2007; LARA et al., 2007; MAGALHAES et
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al., 2007; MOREIRA et al., 2003; LIMA et al., 2003; VELU et al., 2003; ASKER &
OHTA, 1999; DHERT et al., 1997; LAVENS & SORGELOQS, 1996).

A utilizacdo de pigmentantes em dietas para peixes ornamentais € uma pratica que
vem ganhando espaco entre os piscicultores, os quais de forma empirica incorporam 0s
pigmentos vermelhos na dieta para melhorar a qualidade dos peixes que produzem. Esta
pratica € bastante comum no cultivo de trutas e salmdes para melhorar a cor roseo-
avermelhada dos filés (WANG et al., 2006; CHOUBERT et al., 2006; TOLASA et al.,
2005; HAMRE et al., 2004; BARBOSA et al., 1999; ELMADFA & MAJCHRZAK, 1998;
NICKEL & BROMAGE, 1998).

Os pigmentos mais utilizados em dietas de peixes salmonideos sdo a astaxantina e a
cantaxantina, aditivos que oneram em cerca de 10 a 15% os custos finais das racgoes
(MORA et al., 2006a,b).

Experimentos que contribuam para elucidar as vantagens da utilizagdo de
ingredientes alternativos, como fontes de pigmentos carotendides naturais para nutricao,
séo fundamentais para aumentar sua aplicabilidade na nutrigdo animal.

Com objetivo de testar a eficiéncia do corante de urucum utilizado pelos
piscicultores de peixes ornamentais, na pigmentacdo da pele destes peixes, conduziu-se 0
presente experimento utilizando racGes experimentais com niveis crescentes do

carotenoide bixina, extraido de sementes de urucum.

Material e Métodos
O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo de Peixes do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, no periodo de Abril a Junho de 2008,
com duracdo de 70 dias, sendo os 20 primeiros dias para aclimatagéo dos peixes ao manejo

experimental.
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Os peixes utilizados foram adquiridos de piscicultura de peixes ornamentais no
municipio de Muriaé/MG. Selecionou-se apenas peixes machos, peso inicial de
1,49 + 0,24 g e comprimento total de 42,7 = 1,9 mm, com aproximadamente 70 dias de
vida. Acondicionou-se sete peixes por aquario, na densidade de 0,35 peixe/L, cada aquario
comportava volume util de 20 litros.

Os aquérios faziam parte de um sistema de recirculagdo de agua com filtragem
mecanica e bioldgica, além de sistema de esterilizacdo da agua com lampada germicida. A
limpeza do sistema foi feita uma vez por semana, ocasido em que fezes eram sifonadas, as
paredes internas dos aquéarios escovadas, os filtros mecanicos lavados e 30% da agua do
sistema de recirculacdo trocada.

A taxa de recirculacdo da agua nas caixas foi de 2.000% ao dia e o volume do filtro
biologico equivalente a 20% do volume total da agua do sistema de recirculagdo. Os
aquarios receberam iluminacéo artificial (189,1 + 48,8 lux/cm?) por lampadas florescentes
em fotoperiodo de 12h00 de luz e 12h00 de escuro, regulado por timer analdgico, entre
6h30 e 18h30.

As dietas experimentais foram preparadas com base em uma racdo comercial
extrusada, sobre a qual se adicionou por aspersdo o extrato contendo 0s cinco niveis de
pigmentos (Tabela 1). Analises de composicdo centesimal das dietas experimentais foram
realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (LNA/DZO)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os niveis de carboidratos foram estimados
segundo metodologia proposta em SNIFFEN et al. (1992). Enquanto que as anélises de
niveis de pigmentos foram realizadas no Laboratério de Corantes e Pigmentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. Os niveis de cantaxantina foram

determinados segundo metodologia proposta em TAKAHASHI et al. (1987).
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Tabela 1 - Composicdo centesimal e niveis de bixina, ap0s enriquecimento, nas racgoes
experimentais para o peixe ornamental colisa-sangue (Colisa lalia)

Nivel de bixina nas ra¢des (mg/kg)

Composigao 0 719 1.390 2.110 2.890
Energia bruta (kcal/kg) 4.417 4.434 4491 4.479 4.459
Proteina bruta (%) 32,80 33,10 33,68 33,19 33,79
Carboidratos (%) 32,14 33,10 32,96 32,88 31,94
Umidade (%) 11,16 10,71 10,58 10,72 10,98
Extrato etéreo (%) 8,96 9,37 9,35 8,95 8,46
Fibra bruta (%) 6,90 5,96 6,01 6,73 7,61
Minerais (%) 8,04 7,76 7,42 7,53 7,22
Ca (%) 1,17 1,18 1,11 1,21 1,20
P (%) 1,18 1,21 1,17 1,20 1,23

As ragdes experimentais foram inicialmente pesadas e acondicionadas em recipientes
plasticos com tampa devidamente identificados, permaneceram armazenadas em freezer e
foram retiradas apenas no momento do arragoamento dos peixes.

O arragoamento dos peixes foi realizado diariamente as 8nh00, 13h00 e 18h00. As
dietas foram oferecidas até que o apetite dos peixes tivesse sido saciado. Ao final do
periodo experimental as sobras das racfes foram pesadas e a quantidade consumida pelos
peixes mensurada para cada unidade experimental. Avaliou-se os indices zootecnicos:
biomassa inicial (g), biomassa final (g), consumo de ragéo (g) e sobrevivéncia.

Ao final do periodo experimental, os peixes foram individualmente pesados, medidos
e tiveram sua coloracdo mensurada com auxilio de colorimetro portatil (Minolta, M-10) na
regido lateral do corpo (Figura 1). A coloracdo para cada peixe foi a média de cinco pontos
de mensuracdo com colorimetro portatil, no sistema de coordenadas Hunter (L*a*b*)
(Tabela 2).

Antecedendo a mensuracdo de cores e a biometria dos peixes, estes foram
insensibilizados em solugdo de 6leo de cravo em etanol (na proporcéo de 1:4) com eugenol

a 25 mg/L de agua.
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Figura 1 - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental
colisa-sangue (Colisa lalia) in vivo com base em cinco pontos (com 50,3 mm?
cada) identificados com circulos numerados de um a cinco, usando colorimetro
portatil Konika Minolta M-10. O peixe da esquerda é representativo do
tratamento controle e o peixe da direita, representativo do tratamento que se
alimentou da dieta enriquecida com bixina (2.890 mg/kg)

Os resultados de desempenho e de coloracdo foram submetidos as andlises de
variancia e de regressdo. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos
coeficientes de regressdo utilizando-se o teste F, adotando-se o nivel de 5% de

probabilidade, no coeficiente de determinacdo (R? = SQRegress&o / SQTratamento), e no

fendmeno bioldgico.

Resultados e Discussao

As condigdes ambientais em que os peixes foram mantidos no periodo experimental
permaneceram sob niveis 6timos. As caracteristicas de qualidade da agua: temperatura
(28,5 £ 1,4°C), oxigénio dissolvido (7,7 £0,8 mg/L), pH (6,5%0,2), potencial redox
(15,5+ 2,1 mV) e condutividade elétrica (177,5+ 25,1 uS/cm) ocorridas durante o
experimento, encontraram-se dentro da faixa de conforto para a espécie: temperatura (23 a
32°C), oxigénio (acima de 5 mg/L) e pH (6,2 a 7,4) (FROESE & PAULY, 2006; COLE et
al., 1999; ALZUGARAY e ALZUGARAY, 1997).

Avaliou-se os efeitos, nos peixes, de cinco niveis de bixina (0, 719, 1.390, 2.110 e

2.890 mg/kg) incorporados em ragdes experimentais, a partir de extrato oleoso de urucum
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(contendo 5% de bixina) totalizando cinco tratamentos com cinco repeti¢fes dispostos sob
delineamento inteiramente casualizado. A incorporacao do extrato oleoso de urucum sobre
0s peletes das racOes foi feito com auxilio de pulverizador em camara fechada e apresentou
eficiéncia de incorporacao de 94,7%.

Ao final do periodo experimental foram realizadas as biometrias dos peixes para as
caracteristicas: peso final, comprimento padréo e total; a partir das quais foram calculados
os indices de desempenho zootécnico (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-sangue

(Colisa lalia), CV (%) e equacOes de regressao ajustadas aos respectivos
coeficientes de determinacéo (r?), em funcéo do nivel de bixina nas dietas

. Nivel de bixina (X) na ragao (mg/kg) cVv Equac0es de regrasséo
Caracteristica 0 719 1390 2110 2890 (%) Y=
Biomassa inicial (g) 10,66 9,92 10,69 10,28 10,56 6,76 10,42
Biomassa final (g) 22,35 21,79 2158 21,40 2157 3,15 21,74
Ganho de biomassa (g) 1168 11,88 10,89 11,12 11,01 5,08 11,32

Consumoderagio (g) 31,77 30,98 29,34 29,82 2895 3,63 31,52 -0,0009.X

(r* = 0,84)
Ganho de peso em 109,97 120,18 102,54 108,46 106,24 9,35 109,48
50 dias (%)
Conversdo alimentar 2,73 2,61 2,71 2,68 2,65 7,19 2,68
Fator de condicao 189 187 193 190 192 3,87 1,903
de Fulton inicial
Fator de condido 242 244 241 247 248 287 2443

de Fulton final

O incremento nos niveis de bixina nas dietas influenciou negativamente o consumo
de racéo, proporcionando reducéo de 8,88% do consumo entre os animais alimentados pela
dieta controle e aqueles alimentados pela dieta com o nivel mais elevado de bixina
(2.890 mg/kg). A reducdo da palatabilidade das racdes parece ser a hipotese que melhor
explica a redugdo no consumo das ragdes. Apesar da reducdo significativa no consumo de
racdo, a conversdo alimentar permaneceu a mesma entre o controle e o tratamento com o

maior nivel de inclusdo, o que corrobora com a hipbtese de que a bixina reduz a
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palatabilidade da ragdo. A bixina também nao interferiu no fator de condicdo de Fulton
(2,44), para a espécie que, aos 140 dias de vida, apresentou comprimento total de
50,2 £ 2,1 mm e peso médio de 3,11 £ 0,43 g.

O aumento nos niveis de extrato de urucum na dieta proporcionou reducdo no
consumo de racdo. Entretanto, a eficiéncia de utilizacdo do pigmento bixina na alimentacéo
de peixes ndo poderia ser descartada, uma vez que, em grande parte dos cultivos
superintensivos, 0s peixes, em algum momento permanecem mantidos sob condicGes de
estresse ou fora da faixa de conforto para as condi¢cdes ambientais. Sugere-se que os efeitos
benéficos dos carotendides e flavondides, como compostos bioativos na reducdo de
estresse, possam ser expressos pelo fornecimento de dietas com niveis inferiores aos
avaliados neste trabalho, porém em condi¢Ges ambientais adversas da manutencdo dos
peixes.

Os resultados obtidos com a adicdo de bixina na alimentagdo de colisa-sangue
possibilitou estabelecer redugdo no consumo de racdo, sob efeito linear, conforme a
equacdo Y = 31,52 —0,0009.X (r?=0,84), com a elevacéo dos niveis de bixina na dieta.
Entretanto, essa redugdo no consumo de ragdo nédo afetou o crescimento dos peixes. Apesar
dos efeitos benéficos dos carotendides e flavondides, amplamente reportados, a salde
animal (SHINDO et al., 2007, WANG et al., 2006, HAMRE et al., 2004, LIMA et al.,
2001, BARBOSA et al., 1999).

A criagdo de peixes ornamentais ocorre, na maioria das vezes, em sistemas
intensivos e superintensivos de producdo, nesses ambientes ndo ha aporte significativo de
alimentos naturais como zooplancton, em funcéo da alta densidade de peixes e dindmicas
nas operagOes de manejo. Uma das maneiras de suprir as necessidades nutricionais de
pigmentos aos peixes seria com a adicdo destes em ragGes ou com o fornecimento de

organismos planctonicos ricos em pigmentos. Dentre 0s organismos do plancton que
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produzem pigmentos estdo as algas e as leveduras e dentre aqueles que bioacumulam estes
pigmentos obtidos com a ingestdo das algas e leveduras estdo 0s organismos
zooplancténicos filtradores, como microcrustdceos (Daphnia spp., Moina spp.,
Branchoneta spp., Mysis spp., Artemia spp. etc.) e rotiferos (Brachionus spp.).

Estes organismos também sdo excelentes veiculos alimentares para compostos
bioativos utilizados na nutricdo dos peixes, conforme pode ser observado em vérios
trabalhos (SANTOS et al., 2009; COSTA et al., 2008; CARVALHO et al., 2008;
THOMAZ et al., 2004; HIRATA et al., 1998).

O fato do potencial de pigmentacdo ser espécie-especifico é a condicdo que pode
explicar a ndo pigmentacdo da pele da espécie, quando comparada as observacdes feitas
por piscicultores para outras espécies, uma vez que Varios pesquisadores sdo unanimes em
afirmar que o potencial de pigmentacdo é espécie-especifico e cada grupo de espécies
metaboliza e bioacumula diferentes grupos de pigmentos (CHATZIFOTIS et al., 2005,
BARBOSA et al., 1999, NICKEL & BROMAGE, 1998).

O tempo decorrido entre o nascimento e o ponto de venda das espécies para
ornamentacdo varia de 90 a 180 dias, periodo relativamente curto. A utilizacdo de dietas
ricas em pigmentos durante este periodo possibilita melhorar a qualidade dos peixes, 0 que
garante ao piscicultor maior facilidade para comercializacdo e melhores pregos obtidos no
atacado.

A intensidade de pigmentagdo da pele dos peixes foi mensurada no sistema de
coordenadas Hunter (L*a*b*), onde L representa brilho (0, preto e +100, branco),
a (-100, verde e +100, vermelho) e b (-100, azul e +100, amarelo). Os valores médios

das coordenadas de coloragdo no sistema Hunter (L*a*b*) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no sistema CMYK obtidos nos peixes colisa-sangue (Colisa lalia) a
partir de fotografias digitais com o software Adobe PhotoShop CS2®, CV (%) e
equacOes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de determinacgao
(r%), em funcdo do nivel de bixina nas dietas

indices de Nivel de bixina (X) na racdo (mg/kg) CcVv Equacdes de regressdo
colorago 0 719 1390 2110 2890 (%) Y=
L 44,2 447 43,6 44,3 44,2 4,52 44,2
a 11,2 10,8 9,3 9,9 9,2 19,61 10,1
b 8,9 8,5 75 7,3 8,1 20,75 8,6 —0,0004.X (r* = 0,95)

As caracteristicas colorimétricas L (brilho) e a (vermelho) ndo apresentaram
elevacdo de seus niveis em funcdo do aumento no teor de bixina da racdo. Entretanto, 0s
valores de b (amarelo) mostraram reducdo em funcéo da elevacdo do nivel de bixina. O
que se contradiz com as observacBes feitas por piscicultores que utilizam o
corante-de-urucum na alimentacdo de peixes para intensificacdo da coloracdo
vermelho-amarelada da pele.

A possibilidade de interacdes sinérgicas entre os diferentes pigmentos encontrados
no corante-de-urucum para intensificacdo das coloracdes amarelo-vermelhadas almejadas
pelos piscicultores com a adicdo do corante as races deve ser considerado, uma vez que 0
efeito sinérgico entre bixina e quercetina foi observado na reducdo de niveis séricos de
triacilglicerdis em coelhos (LIMA et al., 2001).

As observacOes relatadas por piscicultores pode ser explicada pela existéncia de
varios pigmentos, carotenodides e flavonoides, no corante de urucum, diferentemente do
extrato oleoso contendo apenas bixina. Dentre os quais sdo descritos a bixina, norbixina,
quercetina, (9’Z)-apo-6’-licopenato, 7-glicosilapigeina, 7-bissulfato-apigeina, 7-glicosil-
luteolina, 7-bissulfato-luteolina (LIMA etal., 2001; MERCADANTE & PFANDER,
2001).

Dietas com elevados teores de lipideos favorecem a absorcdo e bioacumulacdo de

pigmentos pelos peixes, entretanto, estes teores elevados de gordura reduzem a
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digestibilidade das dietas, fato que compromete o bom desempenho zootécnico
(SARGENT et al., 2002).

A realizacdo de experimentos para avaliar o efeito do enriquecimento de dietas, sobre
as caracteristicas de desempenho e pigmentacdo de peixes em condicdo de desafio,
ajudariam a elucidar as davidas quanto a eficiéncia funcional anti-estressora dos

carotendides na nutrigdo animal.

Conclustes
A bixina, em niveis elevados nas dietas, reduz o consumo de racdo sem afetar a
conversdo alimentar e o ganho de peso. Além de reduzir a intensidade de coloragdo

amarela na pele dos peixes Colisa lalia linhagem “Sangue”.
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Resumo — Com objetivo de melhorar a coloracdo e aspectos fisiologicos dos peixes,
conduziu-se o presente trabalho com o fornecimento de dietas enriquecidas com cinco
niveis de cantaxantina (0, 44,4, 94,2, 137,0 e 180,0 mg/kg) ao peixe colisa-sangue. O
experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticbes. Observou-se que a cantaxantina possibilitou a efetiva intensificagdo da
coloracdo vermelho-amarelada da pele do peixe, com nivel de inclusdo a partir de
94,2 mg/kg de racdo, além de melhorar as condi¢es fisiologicas e bem-estar destes.

Palavras-chaves: piscicultura, Colisa lalia, desempenho, coloracéo, pigmento, carotendide

Abstract - Aiming to improve the color and physiological aspects of fish, this work was
conducted suppling diets enriched with five levels of canthaxanthin (0, 44.4, 94.2, 137.0
and 180.0 mg/kg) to dwarf-red gouramy fish. This experiment was conducted under a
completely randomized design with five replications. It was observed that canthaxanthin
enabled the effective intensification of yellowish-red coloration of fish skin, with level of
inclusion from 94.2 mg/kg of diet, besides improving the physiological conditions and
welfare of animals.

Keywords: fish, Colisa lalia, performance, color, pigment, carotenoid

Introducgéo
A coloracdo da pele de peixes depende, primeiramente, da presenca de
cromatoforos (melanoforos, xantoforos, eritroforos, iridoforos, leucoforos e cianoforos),

102



contendo pigmentos como melanina, carotendides (astaxantina, cantaxantina, luteina e
zeaxantina), pteridinas e purinas (FUJII, 2000, VILELA, 1976). Além disso, 0s peixes
podem exibir diferentes padrdes de coloracdo como resultados da dispersao ou agregacao
de cromatossomas e a distribuicdo dos cromatdéforos na pele (FUJII, 1969, 2000). Uma
combinacdo de fatores ambientais, neurais, enddcrinos e relacionados ao comportamento
reprodutivo influencia a mobilidade dos cromatossomas nos cromatéforos e a deposicao de
pigmentos em peixes cultivados (FUJII, 2000; ASPENGREN et al., 2003).

Peixes, semelhantemente ao que ocorre com aves, metabolizam os carotendides de
maneira seletiva, retendo as xantofilas e rejeitando os carotenos. O S-caroteno é raro entre
0s peixes e pode ser encontrado em pequenas concentragdes no figado, ovarios, masculos e
ovos, sendo observado em masculos de salméo (Salmo salar) e pele de burbot (Lota lota),
European perch (Perca fluviatilis) e kinguio (Carassius auratus). VILLELA (1976)
também mencionou que, apesar de ser escassa, a zeaxantina foi encontrada em ovos de
truta (Salmo iridens), a taraxantina e a astaxantina foram encontradas nos olhos, no figado
e, principalmente, na pele de algumas espécies de peixes.

Os carotendides foram os primeiros a serem incluidos em lista de ingredientes
funcionais devido a sua atividade como provitamina A (fB-caroteno, a-caroteno,
[-criptoxantina), mas estudos epidemioldgicos demonstraram que eles exercem atividades
benéficas a saude, como combate a radicais livres em matrizes lipidicas, prote¢do contra
formagdo de tumores, degeneragdo macular, doencas cardiovasculares, etc.
(ARMSTRONG, 1997; BASU et al., 2001).

Os principais pigmentos, utilizados na aquicultura, como ingredientes e aditivos em
racOes para peixes salmonideos sdo a astaxantina e a cantaxantina, que representam cerca

de 10 a 15% dos custos das racées (MORA et al., 2006).
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Do ponto de vista nutricional, a inclusdo de ingredientes funcionais, a exemplo da
cantaxantina, possibilita melhorar as caracteristicas fisiologicas dos animais criados em
sistemas intensivos e superintensivos. Alem de intensificarem a pigmentacdo, agregam
maior valor na comercializacdo e a saude dos peixes. Especialmente, devido as vantagens
adicionais que os carotendides proporcionam, quanto a reducédo de estresse, combate aos
radicais livres e aumento de resposta imunolégica, favorecendo o crescimento, a
reproducéo e auxiliando no bem-estar animal (SHINDO et al., 2007, HANRE et al., 2004,
WANG et al., 2006).

O sucesso na comercializacdo de peixes ornamentais é dependente de cores
vibrantes (FUJII, 2000), o valor comercial destes peixes reflete esta exigéncia do mercado,
consequentemente, produtores de peixes ornamentais constantemente estdo procurando
métodos para intensificar a coloracdo da pele (SINHA & ASIMI, 2007, REZENDE, 2010).
No passado, a maioria das pesquisas focalizava o aspecto genético e a selecdo de
caracteristicas ornamentais, recentemente, a melhoria das cores pelo uso de carotendides
em racdes chama a atencdo de pesquisadores que trabalham na area (AKO et al., 2000).

Os pigmentos carotendides sdo responsaveis pela diversidade de cores na natureza,
a maioria é de cor amarelo intenso, laranja e vermelho, encontrados em frutas, folhas e
animais aquéticos. Entre todas as classes de cores naturais, os carotendides sdo 0s agentes
de pigmentacdo mais amplos e estruturalmente diversos (VILLELA, 1976). Vérias cores
sdo produzidas pela presenca de carotendides especificos e complexos de
carotenoproteinas. Pelo fato dos carotendides serem sintetizados apenas por vegetais e
modificados em tecidos animais, 0S peixes necessitam obté-los da dieta (GOUVEIA &
REMA, 2005).

Entretanto, pela recente expressividade da piscicultura ornamental, poucos estudos

foram realizados ainda para a elucidacdo da eficiéncia de utilizacdo destes ingredientes

104



fontes de pigmentos na nutri¢cdo e pigmentacéo da pele de espécies destinadas ao mercado
aquaristico. Com intuito de avaliar os efeitos da cantaxantina sobre caracteristicas de
coloracdo da pele e de desempenho de machos de Colisa lalia linhagem “Sangue”,

conduziu-se este experimento utilizando dietas com cinco niveis de cantaxantina.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo de Peixes do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, no periodo de Setembro a Novembro de
2008, com duracdo de 70dias, sendo os 20 primeiros dias para aclimatagdo e
condicionamento dos peixes a0 manejo experimental.

Os peixes utilizados foram adquiridos de piscicultura de peixes ornamentais no
municipio de Muriaé/MG. Foram selecionados apenas machos, peso inicial de
1,93+£0,12 g e comprimento total de 45,8 + 1,1 mm, com aproximadamente 70 dias de
vida. Acondicionou-se sete machos por aquario, na densidade de 0,35 peixe/L, cada
aquario comportava volume atil de 20 litros.

A temperatura da agua foi aferida diariamente com termdmetro de méxima e minima,
e semanalmente para oxigénio dissolvido, pH, potencial redox e condutividade elétrica,
utilizando-se oximetro, peagdmetro e condutivimetro digitais.

Os aquéarios faziam parte de um sistema de recirculagdo de agua com filtragem
mecanica e bioldgica, além de sistema de esterilizacdo de agua com lampada germicida. A
limpeza do sistema ocorria uma vez por semana, ocasido em que os residuos soélidos foram
sifonados, as paredes internas dos aquarios escovadas, os filtros mecanicos lavados e 30%
da &gua do sistema trocada. A taxa de recirculacdo da dgua nos aquarios era de 2.000% ao
dia e o volume dos filtros bioldgicos equivalentes a 20% do volume total do sistema de

recirculacao.
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Os aquérios permaneceram sob iluminacdo artificial (184,2 +51,1 lux/cm?) por
lampadas florescentes em fotoperiodo de 12h de luz e 12h de escuro, regulado por timer
analogico, entre 6h30 e 18h30.

As dietas experimentais foram preparadas com base em um racdo comercial
extrusada, sobre a qual se adicionou por aspersdo 0s extratos contendo 0s cinco niveis de
pigmentos. A incorporagdo da cantaxantina sobre os peletes da ragcdo comercial foi feita
com auxilio de pulverizador em camara fechada e escura. A cantaxantina foi dissolvida em
agua a 50°C com agitagdo por cinco minutos para posterior incorporacao nas dietas. Apos a
incorporagéo da cantaxantina, a racdo foi colocada em estufa ventilada a 50°C por 8h e,
posteriormente, aspergiu-se 20 g de 6leo de soja por quilo de racdo para formacgdo de
pelicula oleosa recobrindo os peletes a reduzir a lixiviacdo do pigmento e dos nutrientes
para a 4gua durante os arragoamentos. A eficiéncia de incorporacdo do pigmento foi de
70,1%.

As analises de composicdo centesimal das dietas experimentais foram realizadas no
Laboratério de Nutricio Animal do Departamento de Zootecnia (LNA/DZO) da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Os niveis de carboidratos foram estimados
segundo metodologia proposta em SNIFFEN et al. (1992). Enquanto que as anélises de
niveis de pigmentos foram realizadas no Laboratério de Corantes e Pigmentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. Os niveis de cantaxantina foram
determinados segundo metodologia proposta em TAKAHASHI et al. (1987).

As dietas experimentais (Tabela 1) foram inicialmente pesadas e acondicionadas em
recipientes plasticos com tampa devidamente identificados, permaneceram armazenadas

em freezer e foram retiradas apenas no momento do arragoamento dos peixes.
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Tabela 1 - Composicédo centesimal e niveis de cantaxantina, apos enriquecimento, nas
racOes experimentais para o peixe ornamental colisa-sangue (Colisa lalia)

Nivel de cantaxantina na racdo (mg/kg)

Composicao 0 44,4 94,2 137,0 180,0
Energia bruta (kcal/kg) 4,532 4.601 4,581 4,566 4.612
Proteina bruta (%) 33,79 34,26 33,64 33,52 34,41
Carboidratos (%) 33,31 33,40 33,40 33,71 32,81
Umidade (%) 10,03 10,21 10,14 10,23 10,20
Extrato etéreo (%) 8,81 8,62 9,03 8,79 8,98
Fibra bruta (%) 6,13 5,82 5,97 6,01 5,73
Minerais (%) 7,93 7,69 7,82 7,74 7,87
Ca (%) 1,22 1,24 1,19 1,24 1,23
P (%) 1,19 1,21 1,19 1,23 1,21

As dietas foram fornecidas diariamente as 8h00, 13h00 e 18h00, até a saciedade. Ao
final do periodo experimental as sobras das racOes foram pesadas e a quantidade
consumida pelos peixes mensurada para cada aquario.

Ao final do periodo experimental, os peixes foram insensibilizados em solu¢do com
0leo de cravo em etanol (proporcdo de 1:4), contendo etanol a 25 mg/L, e em seguida,
individualmente pesados, medidos fotografados.

A coloragdo para cada peixe foi a media de trés pontos em duas &reas diferentes
mensuradas nos sistemas de coordenadas Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK (Figura 1).
O padrdo de CMYK de expressao da coloracdo é baseado em percentuais das cores basicas
(ciano, magenta, amarelo e preto), 0s quais representam variaveis ndo paramétricas,
necessitando ser transformados para variaveis paramétricas, conforme método proposto em
REZENDE (2006). A coloracdo da pele foi mensurada com auxilio de software Adobe

PhotoShop CS2® a partir das fotografias digitais.
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Figura 1 - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental

colisa-sangue (Colisa lalia), a partir de fotografias digitais em trés pontos

(25 pixels quadrados cada) por regido delimitada por tragos pontilhados, pelo

software Adobe PhotoShop CS2®. O peixe da esquerda é representativo do

tratamento controle e o peixe da direita, representativo do tratamento que se
alimentou da dieta enriquecida com cantaxantina (180,0 mg/kg)

Os resultados de desempenho e de coloracdo foram submetidos as andlises de

variancia e de regressdo. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos

coeficientes de regressdo utilizando-se o teste F, adotando-se o nivel de 5% de

probabilidade, no coeficiente de determinacdo (R? = SQRegresséo / SQTratamento), e no

fendmeno bioldgico.

Resultados e Discussao

As condicdes ambientais em que os peixes foram mantidos no periodo experimental
permaneceram sob niveis Otimos. As caracteristicas de qualidade da agua: temperatura
(27,3 +£0,9°C), oxigénio dissolvido (6,7 +1,2mgL™), pH (7,2+0,3), potencial redox
(23,8+85mV) e condutividade elétrica (86,5+ 5,4 uScm™) ocorridas durante o
experimento, encontraram-se dentro da faixa de conforto para a espécie: temperatura (23 a
32°C), oxigénio (acima de 5 mg L™) e pH (6,2 a 7,4) (FROESE & PAULY, 2006; COLE
etal., 1999; ALZUGARAY e ALZUGARAY, 1997).

Ao final do periodo experimental foram realizadas as biometrias dos peixes para as
caracteristicas: peso final, comprimento padréo e total; a partir das quais foram calculados

os indices de desempenho zootécnico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-sangue
(Colisa lalia) e CV (%), em funcdo dos niveis de cantaxantina nas dietas

. Nivel de cantaxantina na ra¢do (mg/kg) CcVv
Caracteristica 0 444 942 1370 1800 (%)
Biomassa inicial (g) 13,48 13,40 13,42 13,29 13,83 5,23
Biomassa final (g) 19,29 19,46 19,25 18,59 19,85 3,98
Ganho de biomassa (g) 5,81 6,06 5,83 5,31 6,02 16,22
Consumo de racdo (g) 17,29 17,90 17,51 17,81 17,63 4,48
Ganho de peso em 50 dias (%) 43,38 45,66 43,75 40,36 44,43 19,21
Converséo alimentar 3,00 3,11 3,03 3,45 3,02 17,31
Fator de condicdo de Fulton inicial 1,97 2,02 2,00 2,00 1,98 2,46
Fator de condicdo de Fulton final 2,40 2,40 2,34 2,24 2,29 2,96

A presenca de compostos bioativos encontrados nos alimentos vivos proporcionam
eficiéncia na conversdo alimentar e melhoria da resposta imunoldgica, culminando em
maior crescimento e sobrevivéncia (SHINDO et al., 2007, WANG et al., 2006). Os
alimentos vivos tais como Tubifex spp., Brachionus spp., Daphnia spp., Artemia spp.,
Mysis spp., Dendrocephallus spp. € Moina spp. tém sido utilizadas preferencialmente na
larvicultura de espécies nobres e na producédo de peixes ornamentais.

A baixa producdo de organismos planctonicos em sistemas de criacdo intensivos e
superintensivos, impossibilita a bioacumulacdo de pigmentos carotendides e compostos
bioativos em niveis suficientes para intensificacdo da coloracdo da pele nos peixes
destinados ao mercado aquaristico, em funcdo disso, a inclusdo desses compostos em
dietas inertes torna-se uma realidade desejavel ao sucesso nos cultivos, conforme também
relatado em REZENDE (2010).

Apesar de os resultados obtidos para as caracteristicas de desempenho (Tabela 2)
ndo possibilitarem a observacdo explicita de vantagens da utilizacdo de cantaxantina como
ingrediente funcional sobre estas, tal fato se deve possivelmente a manutencao dos peixes
sob experimentacdo em condi¢bes excepcionalmente adequadas e dentro da faixa de

conforto para a espécie.
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Sugere-se a realizacdo de experimentos que avaliem as vantagens da utilizagdo da
cantaxantina, e, ou outro ingrediente funcional sobre aspectos de condicéo fisiologica e de
desempenho dos peixes. Uma vez que, possivelmente, a conducdo de experimentos para
esta e para outras espécies, sob condicGes de desafio, permita a observacdo dos efeitos
beneficos da utilizacdo de carotendides como alimentos funcionais na alimentacdo de
peixes e na nutricdo animal (SINHA & ASIMI, 2007, WANG et al., 2006).

A quantificacdo do nivel de pigmentacdo da pela dos peixes colisa-sangue
(Tabela 3) foi realizada através de fotografias digitais nos padrées de coloracdo dos
sistemas CMYK, que significam a formacdo de cores a partir de sobreposi¢do de
percentuais das cores basicas C (ciano), M (magenta), Y (amarelo) e K (preta), e do
sistema Hunter (L*a*b*) de coordenadas de coloracdo (L =0, branco e L =100, preto;
a<0,verdeea>0, vermelho; b <0, azul e b > 0, amarelo).

Tabela 3 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no padrdo CMYK, obtidos nos peixes colisa-sangue (Colisa lalia) a
partir de fotografias digitais com o software Adobe PhotoShop CS2°, CV (%) e

equacOes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de determinagéo
(r?), em funcéo do nivel de cantaxantina nas dietas

Nivel de cantaxantina (X)

indices d adicionado a dieta (mg/Kg) cv Equacbes de regressdo
0 7 44.4 942 1370 1800 ) Y=
L 56,4 51,7 520 486 488 457  551-0,0281.X (= 0,84)
a 11,6 12,2 145 17,6 192 2914 10,9 +0,0316.X ( = 0,97)
b 20,6 26,4 275 305 31,3 3744 27,3
C 0527 0561 0535 0549 0560 6,12 0,546
M 0694 0,736 0748 0797 0,806 444 0,699 +0,0004.X (r* = 0,96)
Y 0,798 0884 0881 0941 0950 10,05 0,818 +0,0006.X (2 = 0,88)
K 0514 0527 0532 0533 0517 873 0,525

A cantaxantina mostrou-se como ingrediente eficiente na pigmentacdo vermelho-
amarelada da pele do peixe ornamental Colisa lalia linhagem “Sangue” a partir do nivel de
inclusdo de 94,2 mg/kg de ragéo, corroborando com resultados obtidos em outro trabalho

para 0 peixe acard-disco (Symphysodon aequifasciata) (REZENDE, 2010). Através da
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cotacdo de cores no sistema de coordenadas Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK foi
possivel perceber que a cantaxantina intensificou o aspecto de brilho (L*) e o tom
vermelho (a*, MY) na pele do peixe, 0 que indica que a cantaxantina em niveis superiores
a 94,2 mg/kg, além do potencial pigmentante a pele do peixe, também melhora a condigédo
fisioldgica, haja vista o tom escuro da pele da colisa-sangue ser um indicativo de estresse.

A cantaxantina, j& conhecida como ingrediente funcional, é um eficiente
pigmentante para peixes que apresentam rotas metabdlicas de absorgdo e bioconversdo
desta para deposicao na pele ou filé (WANG et al., 2006; CEJAS et al., 2003; GOUVEIA
& EMPIS, 2005; GOUVEIA et al., 2003, 2002, 1998; OHKUBO et al., 1999).

Ja tendo sido confirmado qual o nivel de inclusdo de cantaxantina nas dietas que
proporcionam intensificagdo na pigmentacdo vermelha da pele torna-se interessante a
realizacdo de outros trabalhos para avaliar a eficiéncia de pigmentacdo de dietas
enriquecidas com complexos de pigmentos, a exemplo de cantaxantina com licopeno

(extrato liofilizado de tomate) ou com antocianina (extrato liofilizado de acai).

Concluséo
A utilizacdo da cantaxantina como ingrediente funcional em dietas para Colisa lalia
linhagem “Sangue” possibilita a intensificacdo das coloracdes vermelho-amareladas de
maneira eficiente a partir de 94,2 mg/kg de racdo, sem interferir nas caracteristicas de

desempenho.
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Resumo — Com o objetivo de avaliar o efeito da inclusdo de extrato liofilizado de agai
como fonte de pigmentos sobre a expressdo de cor na pele e caracteristicas de desempenho
em colisa-sangue, conduziu-se experimento utilizando dietas com cinco niveis do extrato
antocianico (0, 250, 500 e 750 e 1.000 mg de antocianina/ kg) sob delineamento
inteiramente casualizado. Houve aumentou da expressdo da coloragdo azulada na pele do
peixe, a partir do menor nivel de inclusdo, 250 mg/kg de racdo, ndo sendo observados
efeitos sobre as caracteristicas de desempenho apesar do consumo de racdo ter sido
influenciado pela adicdo do extrato de acai a racao.

Palavras-chave: piscicultura, Colisa lalia, extrato de agai, corante, pigmento, flavonoide

Abstract - Aiming to evaluate the effect of agai dried extract inclusion as a source of
pigments on the expression of skin color and performance characteristics of dwarf-red
gouramy, an experiment was conducted using diets with five levels of anthocyanin extract
(0, 250, 500, 750 and 1,000 mg of anthocyanins/kg) in a randomized design. There was an
increase of the blue coloration expression on the fish skin from the lower level of
inclusion, 250 mg / kg diet with no noticeable effect on the performance characteristics in
spite of feed intake have been influenced by the addition of the acai extract in the ration.

Keywords: fish, Colisa lalia, acai extract, dye, pigment, flavonoid
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Introducgéo

Os peixes apresentam ampla variedade e intensidade nas cores dos tegumentos,
sendo estas ocasionadas por biocromos pertencentes as classes carotenodides, melaninas,
pterinas, purinas, flavinas e tetrapirréis (VILLELA, 1976). A fonte primaria de cores na
pele de peixes sdo os carotendides, um grupo de mais de 600 pigmentos naturais
lipossoluveis, os quais sdo produzidos por algas fitoplanctonicas e vegetais superiores, que
apresentam as coloragdes amarelas e vermelhas (SINHA & ASIMI, 2007).

Como outros animais, 0s peixes ndo conseguem sintetizar pigmentos carotenoides,
necessitando obté-los da dieta. Os peixes utilizam os carotendides como um dos principais
grupos de pigmento natural para pigmentacdo da pele e da carne, 0 que representa um dos
principais critérios de qualidade, perceptivel no elevado valor de mercado de espécies com
alto-valor agregado (GOUVEIA etal., 2003). Os peixes cultivados ndo tém acesso a
alimentos ricos em carotendides e, portanto, necessitam que estes sejam adicionados as
racbes (CHATZIFOTIS et al., 2005). O que pode ser facilmente alcancado pela
suplementacédo equilibrada da dieta com ingredientes naturais ricos em pigmentos (SINHA
& ASIMI, 2007).

Para obter a pigmentacdo naturalmente observada em ambientes silvestres, oS
peixes sob cultivo intensivo devem ser alimentados com combinagdo de alimentos que
fornecam carotendides como suplementos. Varios carotendides sintéticos (5-caroteno,
cantaxantina, zeaxantina, e astaxantina) e fontes naturais (fermentos, bactérias, algas,
vegetais superiores e farinhas de crustaceos) sdo usados como suplemento dietético para
intensificar a pigmentacédo de peixes e crustaceos (KALINOWSKI et al., 2005).

As fontes naturais de carotendides sdo, geralmente, compostas por varias formas e
varia em funcdo da digestibilidade, o que torna complexa a interpretacdo da eficiéncia de

pigmentacdo. Ao contrario, as fontes sintéticas, geralmente compostas por um carotenoide
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puro, permitem identificar claramente a eficiéncia de pigmentacdo. Porém, SINHA &
ASIMI (2007) reportam que poucos estudos comparativos foram realizados na
pigmentacdo de peixe ornamental por carotendides sintéticos puros ou ingredientes
contendo complexos de carotendides.

Alimentos ricos em pigmentos, como antocianinas, mostram efeito como nutrientes
funcionais a salde, especialmente pelo papel como antioxidante e fotoprotetor, o que
melhora a condicdo fisiolégica dos animais quando alimentados com estes nutrientes
(PASCO et al., 2009; PRENESTI et al., 2007; MOREIRA et al., 2003).

Apesar de mensurada apenas a composicao total (1,65 mg/kg) e o porcentual de
tipos de carotendides na pele de kinguio (CHATZIFOTIS et al., 2005). A utilizagdo de
pétalas desidratadas de rosa-chinesa (Hibiscus sp.), como ingrediente fonte de pigmentos
naturais em dietas para o peixe ornamental kinguio (Carassius auratus), permitiu a
intensificacdo da coloragdo na pele dos peixes (SINHA & ASIMI, 2007).

Pelo levantamento feito sobre a composicdo de pigmentos em Hibiscus sp.
verificou-se que 85% destes pigmentos vermelhos e roseos sdo antocianinas (TSAI et al.,
2002). As observagdes supracitadas elencam haver a possibilidade de utilizacdo de
ingredientes ricos em antocianinas para a nutricdo e intensificacdo das cores na pele de
peixes ornamentais.

Até o momento, é raro se encontrar estudo realizado para elucidar a possivel
deposicdo de pigmentos em peixes a partir da utilizacdo de ingredientes fontes de
antocianinas a nutricdo e pigmentacdo da pele em espécies destinadas ao mercado
aquaristico. Fato que motivou a realizacdo do presente trabalho, com intuito de avaliar os
efeitos das antocianinas, do extrato liofilizado de acai, sobre caracteristicas de coloracdo da

pele e de desempenho de machos de Colisa lalia linhagem “Sangue”.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo de Peixes do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, no periodo de Setembro a Novembro de
2008, com duracdo de 70dias, sendo os 20 primeiros dias para aclimatacdo e
condicionamento dos peixes ao manejo experimental.

Os peixes utilizados foram adquiridos de piscicultura de peixes ornamentais no
municipio de Muriaé/MG. Foram selecionados apenas machos de Colisa lalia linhagem
“Sangue”, peso inicial de 1,97 +0,11g e comprimento total de 46,1+ 1,0 mm, com
aproximadamente 70 dias de vida. Acondicionou-se sete machos por aquério, em aquarios
com volume (til de 20 litros, na densidade foi 0,35 peixe/L.

Os aquarios constituiam parte de um sistema de recirculacdo de dgua com filtragem
mecéanica e bioldgica, além de sistema de esterilizacdo de agua com lampada germicida. A
limpeza do sistema ocorria uma vez por semana, ocasido em que fezes eram sifonadas, as
paredes internas dos aquéarios escovadas, os filtros mecéanicos lavados e 30% da agua do
sistema trocada. A taxa de recirculagdo da agua nos aquarios era de 2.000% ao dia e 0
volume dos filtros bioldgicos equivalentes a 20% do volume total do sistema de
recirculacao.

Os aquarios permaneceram sob iluminagdo artificial (184,2 + 51,1 lux/cm?) por
lampadas florescentes em fotoperiodo de 12h00 de luz, regulado por timer analégico, entre
6h30 e 18h30.

A temperatura da agua foi aferida diariamente com termdmetro de méxima e minima,
e semanalmente para oxigénio dissolvido, pH, potencial redox e condutividade elétrica,

utilizando-se oximetro, peagdmetro e condutivimetro digitais.
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As dietas experimentais foram preparadas com base em um racdo comercial
extrusada, sobre a qual se adicionou por aspersdo o extrato contendo os cinco niveis de
pigmentos (Tabela 1).

A incorporacdo do extrato liofilizado de acai sobre os peletes das racbes
experimentais foi feita com auxilio de pulverizador em cdmara fechada e escura. O extrato
de acai foi dissolvido em &gua a 25°C com agitacdo por cinco minutos para posterior
incorporacdo nas dietas. Ap6s a incorporacdo do extrato de acai, a racdo foi colocada em
estufa ventilada a 50°C por 8h e, posteriormente, aspergiu-se 20 g de 6leo de soja por quilo
de racdo para formacdo de pelicula oleosa recobrindo os peletes a reduzir a lixiviagcdo do
pigmento e dos nutrientes para a agua durante os arragoamentos.

As dietas experimentais foram inicialmente pesadas e acondicionadas em recipientes
plasticos com tampa devidamente identificados, permaneceram armazenadas em freezer e
foram retiradas apenas no momento do arragoamento dos peixes.

O arragoamento foi realizado diariamente as 8h00, 13h00 e 18h00, até a saciedade.
Ao final do periodo experimental as sobras das racdes foram pesadas e a quantidade
consumida pelos peixes mensurada para cada aquario.

Anélises de composicdo centesimal das dietas experimentais foram realizadas no
Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia (LNA/DZO) da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Os niveis de carboidratos foram estimados
segundo metodologia proposta em SNIFFEN et al. (1992). Enquanto que as anélises de
niveis de pigmentos foram realizadas no Laboratério de Corantes e Pigmentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. Os niveis de cantaxantina foram

determinados segundo metodologia proposta em TAKAHASHI et al. (1987).
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Tabela 1 - Composicédo centesimal e niveis de antocianinas, apos enriquecimento das
racGes com polpa liofilizada de acai, para o peixe ornamental colisa-sangue

(Colisa lalia)

Composicédo Nivel de antocianinas na dieta (mg/kg)

0 250 500 750 1.000
Energia bruta (kcal/kg) 4532 4.632 4.608 4.660 4.623
Proteina bruta (%) 33,79 34,86 34,93 35,02 34,72
Carboidratos (%) 33,31 32,38 32,67 32,42 32,81
Umidade (%) 10,03 9,81 9,70 9,92 10,00
Extrato etéreo (%) 8,81 9,11 9,03 8,87 8,92
Fibra bruta (%) 6,13 6,01 5,88 5,94 5,79
Minerais (%) 7,93 7,83 7,79 7,83 7,76
Ca (%) 1,22 1,23 1,20 1,21 1,22
P (%) 1,19 1,22 1,19 1,20 1,19

Ao final do periodo experimental, os peixes foram insensibilizados em solu¢do com
6leo de cravo em etanol (1:4), contendo eugenol a 25mg/L, e em seguida foram
individualmente pesados, medidos e fotografados. Foram mensuradas e calculadas as
caracteristicas de desempenho: biomassa inicial, biomassa final, ganho de biomassa,
consumo de racdo, ganho de peso em 50 dias, conversdo alimentar e sobrevivéncia.

A partir de fotografias digitais, mensurou-se a coloracdo da pele dos peixes com
auxilio do software Adobe PhotoShop CS2®. A coloracéo para cada peixe foi a média de
trés pontos em duas areas diferentes mensuradas nos sistemas de cores por coordenadas
Hunter (L*a*b*) e no sistema CMYK (Figural). O padrio CMYK de expressdo da
coloracdo € baseado em percentuais, 0s quais representam variaveis nao parameétricas,
necessitando ser transformados em variaveis paramétricas, conforme método proposto em

REZENDE (2006).
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Figura 1 - Esquema de mensuracdo da pigmentacdo na pele do peixe ornamental

colisa-sangue (Colisa lalia), a partir de fotografias digitais em trés pontos

(25 pixels quadrados cada) por regido delimitada por tragos pontilhados, pelo

software Adobe PhotoShop CS2®. O peixe da esquerda é representativo do

tratamento controle e o peixe da direita, representativo do tratamento que se

alimentou da dieta enriquecida com polpa liofilizada de acai (com niveis de
antocianinas a 1.000 mg/kg)

Os resultados de desempenho e de coloracdo foram submetidos as andlises de

variancia e de regressdo. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos

coeficientes de regressdo utilizando-se o teste F, adotando-se o nivel de 5% de

probabilidade, no coeficiente de determinacdo (R? = SQRegressdo / SQTratamento), e no

fendmeno bioldgico.

Resultados e Discussao
As condicdes ambientais em que os peixes foram mantidos no periodo experimental
permaneceram sob niveis 6timos. As caracteristicas de qualidade da agua: temperatura
(27,3 £0,9°C), oxigénio dissolvido (6,7 +1,2mg/L), pH (7,2%0,3), potencial redox
(23,8+8,5mV) e condutividade elétrica (86,5 5,4 uS/cm) ocorridas durante o
experimento, encontraram-se dentro da faixa de conforto para a espécie: temperatura (23 a
32°C), oxigénio (acima de 5 mg/L) e pH (6,2 a 7,4) (FROESE & PAULY, 2006; COLE et

al., 1999; ALZUGARAY e ALZUGARAY, 1997).
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Ao final do periodo experimental foram realizadas as biometrias dos peixes para as
caracteristicas: peso final, comprimento padréo e total; a partir das quais foram calculados

os indices de desempenho zootécnico (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores médios das caracteristicas de desempenho do peixe colisa-sangue
(Colisa lalia) e CV (%), em funcéo dos niveis de antocianinas nas dietas

e Nivel de antocianinas na ragdo (mg/kg) cVv
Caracteristica 0 250 500 750 1000 (%)
Biomassa inicial (g) 13,48 1391 13,70 13,69 14,29 571
Biomassa final (g) 19,29 20,11 19,41 18,79 19,45 4,74
Ganho de biomassa (g) 5,81 6,20 571 511 5,16 19,23
Consumo de racdo (g) 17,29 18,59 17,68 16,83 17,21 4,63
Ganho de peso em 50 dias (%) 43,38 44,84 42,13 37,53 36,32 22,10
Conversao alimentar 3,00 3,05 3,28 3,44 3,47 21,43
Fator de condicdo de Fulton inicial 1,97 2,04 2,00 1,97 2,02 2,73
Fator de condicdo de Fulton final 2,40 2,44 2,37 2,30 2,35 4,77

Apesar das vantagens gque 0s compostos antocianicos, também presentes na polpa de acai,
trazem a salde e bem-estar. As antocianinas sdo reportadas recentemente, como excelentes
compostos antioxidantes e ingrediente funcional, em diversos trabalhos (PASKO et al., 2009;
PRENESTI et al., 2007; TSAI et al., 2002). O comportamento dos valores, mensurados para
coloracdo, mostram efeito dos niveis crescentes de inclusdo de antocianinas nas dietas sobre a

expressao da coloracéo azulada na pele do peixe ornamental colisa-sangue (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios dos indices de coloracdo no sistema de coordenadas Hunter
(L*a*b*) e no padrdo CMYK, obtidos nos peixes colisa-sangue a partir de
fotografias digitais com o software Adobe PhotoShop CS2®, CV (%) e
equacOes de regressdo ajustadas nos respectivos coeficientes de determinacgao
(r%), em funcdo do nivel de antocianinas nas dietas

indices de Nivel de antocianinas (X) adicionado a dieta (mg/Kg) cVv

Equacdes de regresséo

coloracio 0 250 500 750 1.000 (%)
L 564 541 543 539 518 4.60 541
a 11,6 9.6 9.6 95 8.1 3871 97
b 206 187 198 214 19,0 42,64 19,9
2 _
C 0527 0577 0571 0579 0,604 460 094 +O(,)0708(,))1.X (=
M 0694 0702 0697 0,703 0,704 5,29 0,700
Y 0798 0800 0803 0,824 0812 1043 0,807
K 0514 0512 0517 0509 0,533 7.38 0,517
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As antocianinas sdo pigmentos naturais pertencentes a familia dos flavonoides. Em
revisao sobre os aspectos benéficos de antocianinas vegetais a satde, menciona-se variagcao
de 13 a 18.600 mg/kg de polpa de frutas, dentre as 37 reportadas em 55 trabalhos
(PASCUAL-TERESA & SANCHEZ-BALLESTA, 2008).

O enriguecimento de ragdes com polpa liofilizada de acai possibilitou a expressao
da coloracdo azulada na pele de colisa-sangue, a partir do menor nivel de inclusao testado
na dieta, 250 mg/kg. Observou-se efeito que aumentou de forma linear conforme a
equacdo: Y = 0,541 +0,0001.X (r* = 0,78).

A coloracdo da pele de peixes depende, primeiramente, da presenca de
cromatoforos (melandforos, xantoforos, eritréforos, iridéforos, leucoforos e ciandforos),
contendo pigmentos como melanina, carotendides (astaxantina, cantaxantina, luteina e
zeaxantina), pteridinas e purinas (FUJII, 2000, VILELA, 1976).

Os peixes podem exibir diferentes padrées de coloragdo como resultados da
dispersdo ou agregacdo de cromatossomas e a distribuicdo dos cromatéforos na pele
(FUJII, 2000). Uma combinacdo de fatores ambientais, neurais, enddcrinos e relacionados
ao comportamento reprodutivo influencia a mobilidade dos cromatossomas nos
cromatdforos e a deposicdo de pigmentos em peixes cultivados (ASPENGREN et al.,
2003; FUJII, 2000).

Em kinguio Carassius auratus linhagem “Hibuna”, o teor de carotendides totais
observados na pele foi de 1,65mg/100 g, dentre os 20 carotendides identificados os trés
principais foram (3S,3’S)-astaxantina a 36,0 %, a-doradexantina a 18,1 % e fritschiellaxantina
a 9,2 %. Dentre os demais carotendides mencionados encontram-se S-cryptoxantina, luteina A,
luteina B, (3R,3’R)-zeaxantina, diatoxantina, alloxantina, fritschiellaxantina, S-doradexantina,
pectonelone, (3S,3’R)-4-ketoalloxantina, (3S,4R,3’R,6’R)-4-hidroxiluteina, (3S,4R,3’S,6’R)-4-

hidroxiluteina, (3S,4R,3’R)-4-hidroxizeaxantina, (3S,3’S,4’R)-4-keto-4’-hidroxialloxantina,
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(3S,3’S,4’R)-4-keto-4’-hidroxidiatoxantina,  (3S,3’S,4’R)-idoxantina,  (3S,3’S)-astaxantina,
(3S,3’S)-7,8-didehidroastaxantina, (3S,3’S)-7,8-7°,8’-tetradehidroastaxantina e
(3S,4R,3’R,4’R)-4,4’-dihidroxizeaxantina (OHKUBO et al., 1999). Entretanto, os autores ndo
mencionam a ocorréncia de antocianinas. SINHA & ASIMI (2007) mencionam que 0S
carotendides sdo a principal fonte de cores na pele de peixes.

Aspecto interessante em peixes € a diversidade de rotas metabolicas envolvidas no
metabolismo dos carotendides ingeridos na dieta. A eficiéncia de pigmentagcdo de uma
determinada fonte de carotendides € espécie-especifica, e as interacbes entre os diferentes
componentes de uma dieta influenciam diretamente a deposi¢cdo dos pigmentos nos
animais (CHATZIFOTIS et al., 2005, HAMRE et al., 2004, BARBOSA et al., 1999).

Os pigmentos azuis sdo naturalmente raros em vertebrados, porém tal padrdo de
coloracdo ocorre devido a reflexdo de ondas nos comprimentos azuis e violetas (400 a
550 nm). Os pigmentos azuis sdo encontrados nos cianoforos, entretanto, a coloracdo azul
pode ser consequéncia, principalmente, da reflexdo da luz por plaquetas nos iridéforos, que
geralmente, se distribuem em multiplas camadas e fornecem a base para a expressdo de
cores azul iridescentes (BANGNARA et al., 2007).

As flores de Hibiscus rosasinensis produzem corante pdrpura escuro. Tendo-se em
vista a importancia das pétalas da rosa-chinesa como intensificador da cor rosa, quatro
fontes naturais de pigmentos foram suplementadas em dietas ao kinguio, avaliando-se ao
final do experimento a taxa de crescimento, sobrevivéncia, composi¢do bioquimica e
pigmentacéo na pele dos peixes (SINHA & ASIMI, 2007).

Em pétalas de Hibiscus sabdariffa o teor de compostos fendlicos encontrado foi de
230 mg/100 g de matéria seca. Sendo que 85% dos pigmentos vermelhos eram
antocianinas (delphinidina 3-sambubioside) e os rosados (cyanidina 3-sambubioside). Os

quais compreendiam 51% do total de atividade de FRAP (habilidade para reducdo férrica
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do plasma), 24% da atividade foi devida a um pigmento marrom misto de compostos
fenolicos (TSAI et al., 2002).

Em relacdo a expressdo da coloragdo azulada na pele do colisa-sangue, trés
hipdteses podem ser elencadas. A primeira, a de que as antocianinas sdo metabolizadas e
bioacumuladas na pele do peixe, conferindo a coloragcdo roxo-azulada, especialmente no
iridoforos. Porém, se as antocianinas ndo sdo metabolizadas nem bioacumuladas na pele e
masculo do peixe, conforme sugere o levantamento de composi¢do de carotendides em
kinguio feito por OHKUBO et al. (1999), ha a possibilidade de que as antocianinas sejam
melhor metabolizadas e aproveitadas pelos peixes como ingredientes funcionais,
preservando os carotendides existentes no extrato de acai e permitindo a melhor
acumulacdo e deposicdo dos carotendides, uma vez que, estes deixam de ser consumidos
nos processos bioquimicos de eliminagdo de radicais livres.

A terceira, e ndo menos importante hipétese, se sustenta na percepcao da cor azulada
ser consequéncia do consumo das reservas de carotendides durante o periodo experimental
(70 dias), possibilitando a exposi¢cdo da camada de cromat6foros subjacentes (com iridoforos
ou ciandforos), 0 que mudou a percepcao da coloracdo nos peixes. Semelhantemente, as
observagbes mencionadas em LINAN-CABELLO et al. (2002), na qual a coloragio azul
observada no camardo Penaeus monodon, o qual apresenta naturalmente a cor esverdeada-
escura, é a manifestagdo de alimentacdo deficiente em carotendides.

As hipéteses supracitadas sugerem a realizacdo de experimentos para elucidar tal
mecanismo fisiolégico responsavel pelo aumento na expressdao da cor azulada. O
incremento nos niveis de polpa liofilizada de acai, contendo antocianinas, adicionado as
dietas experimentais intensificou a expressdo da pigmentacdo azul e ndo interferiu nas

caracteristicas de desempenho.

124



Concluséo
A inclusdo de polpa liofilizada de acai como fonte de pigmentos, ao nivel minimo
testado de 250 mg/kg de dieta, possibilitou maior expressao da coloragdo azulada na pele

do peixe Colisa lalia linhagem “Sangue”, sem interferir nas caracteristicas de desempenho.
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3. CONCLUSOES GERAIS

O enriquecimento das dietas para acara-disco com diferentes fontes de pigmentos
naturais (extrato oleoso de urucum, polpa liofilizada de acai, polpa liofilizada de tomate e
cantaxantina) possibilita aparente melhoria do bem-estar, aumento da sobrevivéncia e das
caracteristica de desempenho, além de intensificar a coloracdo vermelha da pele dos
peixes. O consumo de ragOes enriquecidas com polpa de tomate liofilizada foi a que
proporcionou 0s melhores resultados.

A quantificacdo de coloracdo pela utilizacdo do método tradicional, no sistema de
coordenadas Hunter (L*a*b*) mensurada por colorimetro portatil, ou 0 método que usa
fotografias digitais nos padrfes Hunter ou CMYK a partir de regides de coloragéo
especificas predefinidas, mostram-se como ferramentas para a avaliacdo da pigmentagdo em
peixes. O que permite a utilizacdo dos dois metodos de forma segura em trabalhos de
nutricdo e melhoramento visando a intensificacdo de cores em peixes.

A suplementacdo de 18,2 mg/kg de cantaxantina na dieta de colisa-sangue possibilita
a intensificagdo da coloracdo amarela da pele e, a reducdo no consumo de ragdo sem

interferir nas caracteristicas de desempenho.
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O extrato oleoso de urucum, contendo bixina, em niveis elevados nas dietas, reduz o
consumo de racao sem afetar a conversdo alimentar e o ganho de peso. Além de reduzir a
intensidade de coloracdo amarela na pele do peixe colisa-sangue.

A utilizacdo da cantaxantina como ingrediente funcional em dietas para
colisa-sangue possibilita intensificar as coloracdes vermelho-amareladas de maneira
eficiente a partir de 94,2 mg/kg de racdo, além de melhorar as condices fisiol6gicas dos
animais.

A inclusdo de polpa liofilizada de acai como fonte de pigmentos, ao nivel minimo
de 250 mg/kg de ragéo, possibilitou maior expressdo da cor azulada na pele do peixe

colisa-sangue, sem interferir nas caracteristicas de desempenho.
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