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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia da suplementacdo com luteina no
desempenho e deposicdo de carotenoides na pele em comparacdo com outras fontes para
juvenis de kinguio. Para isto foi avaliada uma dieta controle e quatro dietas enriquecidas com
a quantidade de 50 mg kg de pigmento: luteina, astaxantina, cantaxantina e combinagdo de
luteina + cantaxantina (25 mg kg proveniente de cada uma das fontes). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e seis repeticGes. Foram
utilizados 240 juvenis de kinguio com peso médio de 1,07+0,57 g, mantidos em 30 aquérios
de 30 L, ao qual foram cultivados por 84 dias. Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia
(08:30; 12:30; 17:00) de forma manual até saciedade aparente. No final do experimento o
desempenho produtivo dos peixes foi determinado com base nos parametros zootécnicos:
peso final, ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar e sobrevivéncia. A anélise
da concentracdo de pigmentos no tegumento foi realizada através da extracdo de carotenoides
na pele com o uso de solventes. A solucdo obtida foi filtrada e submetida a leitura em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 474 nm. Os resultados foram submetidos a
testes para verificacdo da normalidade dos erros e homecedasticidade, sendo analisados
posteriormente por meio de Analise de Variancia Paramétrica (ANOVA). Os dados de
desempenho foram submetidos ao teste de Tukey e os de pigmentacao avaliados pelo teste de
Duncan, ambos com nivel de significancia de 5%. Dietas enriquecidas com pigmentos
carotenoides ndo influenciaram no crescimento de juvenis de Kkinguio. Em relagdo a
sobrevivéncia, a suplementacdo com luteina apresentou valores superiores quando comparado
aos demais tratamentos. A suplementacdo com astaxantina e cantaxantina aumentou a
deposicdo de carotenoides na pele de juvenis de kinguios em relacdo ao tratamento controle.
As menores taxas de pigmentacdo foram observadas no tratamento controle e combinado
(cantanxatina + luteina). Nos peixes alimentados com a dieta contendo luteina a deposicdo de
carotenoides foi tdo eficiente quanto os tratamentos puros (astaxantina e cantaxantina), porém
ndo diferiu do tratamento controle e do tratamento combinado (cantaxantina + luteina). Os
resultados sugerem que a inclusdo de carotenoides na dieta ndo afeta o crescimento e
eficiéncia alimentar de juvenis de kinguio e que quando os pigmentos sdo fornecidos
isoladamente sdo mais eficientes para serem depositados na pele do que de forma combinada
(luteina + cantaxantina). Por outro lado, a suplementacdo com a luteina melhorou a
sobrevivéncia e promoveu deposicdo de carotenoides na pele de juvenis de kinguio
semelhante a astaxantina e a cantaxantina.

Palavras-chave: Carassius auratus 1. Pigmento 2. Sobrevivéncia 3. Coloracgéo pele 4.






ABSTRACT

The objective of this study was evaluating the efficiency of lutein supplementation on the
performance and deposition of skin carotenoids in comparison to other sources for young
kinguio. There forean evaluation was made with one controlled diet and four diets enriched
with a quantity of 50mg kg™ of the following pigments: lutein, astaxanthin, canthaxanthin and
a combination of lutein + canthaxanthin (25mg kg* of each source). The the experiment was
designed in an entire casual way with five treatments nd six repetitions. Two hundred and
forty young kinguios weighting 1,07+0,57 g were used, they were kept in 30 tanks of 30 liters
each, in which they stayed for 84 days. The fish was fed three times a day (8:30 am, 12:30 pm
and 5 pm) in a manual way until apparent satiety. At the end of the experiment, the productive
performance of the fish was determined based on zootechnical parameters: final weight,
weight gain, food consumption, food conversion and survival. The analysis of pigment
concentration at the integument was made throught the extraction of carotenoids of skin by
using solvents. The solution obtained was filtered and submitted to reading using
spectrophotometer with wavelength of 474 nm. The results were run through tests in order to
verify the normality of errors and homoscedasticity, and were later analyzed by Parametric
Variance Analysis (ANOVA). The data o performance were submitted to Tukey test and the
pigments evaluated by the Duncan test, both with a meaningfulness level of 5%. Diets
enriched with different carotenoid pigments did not influence on the growth of young
Kinguios. In relation to survival, the supplementation of lutein presented higher values
compared to the other treatments. The diets containing astaxanthin and canthaxanthin isolated
led to increase of deposition of skin carotenoids of young kinguios when compared to
treatment control, The lowest indexes were observed on the controlled diet and on the
combined one (astaxanthin + canthaxanthin). On the fish fed with the diet containing lutein
the skin carotenoid deposition was as effective as pure treatmens (astaxanthin and
canthaxanthin), but it did not differ from neither control treatment nor combined treatment
(canthaxanthin + lutein). The results suggest that the inclusion of carotenoids on the diet do
not influence the growth of young kinguios and that when pigments are supplied separately
they are more efficient on skin deposition than in a combined way. On the other hand, the
supplementation with lutein enhanced the survival and promoted skind carotenoid deposition
on young kinguios similarly to astaxanthin and canthaxanthin

Key words: Carassius auratus 1. Pigment 2. Survival 3. Skin coloring 4.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura ornamental é uma atividade economicamente rentavel, bem como um
dos hobbies mais populares do mundo (VELASCO-SANTAMARIA; CORREDOR-
SANTAMARIA 2011; VIL LAR-MARTINEZ et al., 2013). Nos ultimos dez anos
diversos estudos foram desenvolvidos na area de nutricdo de peixes ornamentais, visando
melhorar o desempenho zootécnico e intensificar a pigmentacdo da pele, de forma a melhorar
a lucratividade da atividade (SINHA; ASIMI, 2007; BARON et al., 2008; JEBARAJA et al.,
2012; BOONYAPAKDEE, et al., 2014; FRIES et al., 2014; DANANJAYA et al., 2015).
Dentre as espécies com interesse econdmico temos o Carassius auratus, conhecido
popularmente por kinguio ou peixe japonés, ocupando lugar de destaque na comercializacéo
mundial de peixes devido a sua beleza e cores atraentes (SILVA; SCHULZ, 2006; SINHA;
ASIMI, 2007; YANAR et al., 2008).

A coloragdo dos peixes ornamentais pode determinar o sucesso da atividade, visto que
o0s animais coloridos sdo muito procurados pelos consumidores, bem como mais valorizados
(SINHA; ASIMI, 2007; YANAR et al., 2008). Um dos maiores desafios na piscicultura
ornamental é reproduzir em cativeiro a cor observada no ambiente natural, pois sabe-se que 0s
peixes séo incapazes de sintetizar pigmentos carotenoides (CHOUBERT; STOREBAKKEN,
1989; GOUVEIA et al. 2003; GUPTA et al., 2007). Na natureza, a coloragdo caracteristica da
pele é conferida através da absorcdo e deposicdo de carotenoides presentes no alimento
natural (plantas, algas e microrganismos) (DAVIS, 1985; JOHNSON; AN, 1991;
TANGTRONGPAIROJ et al., 1999; GOUVEIA et al., 2003; SINHA; ASIMI, 2007; YANAR
et al., 2008; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). Em cativeiro estes precisam ser fornecidos
artificialmente nas dietas, com a finalidade de reforcar a coloracdo dos tecidos (MASAHIRO
HATA; MITSUO HATA, 1971; VILLAR-MARTINEZ et al., 2013). Estudos comprovam que
racOes deficientes em carotenoides reduzem a pigmentagdo da pele dos peixes (GOUVEIA,
REMA, 2005; SINHA; ASIMI, 2007; ZUANON et al., 2011) acarretando na diminuicéo do
seu preco de mercado.

Além de servir como agente pigmentante, os carotenoides sdo utilizados na
alimentacdo dos peixes devido as suas funcdes benéficas como aumento da resposta do
sistema imune, provitamina A, atividade antioxidante, nas respostas ao estresse, melhora no
crescimento, reproducio, maturacdo gonadal, entre outras funcdes (SINHA; ASIMI, 2007;
ZUANON et al, 2011; GARCIA-CHAVARRIA; LARA-FLORES, 2013). Por isso,
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experimentos que contribuam para elucidar as vantagens da utilizacdo de ingredientes
alternativos na nutricdo de organismos aquéaticos ornamentais sdo fundamentais.

A coloracdo laranja-avermelhado é a mais almejada comercialmente para o kinguio
(GOUVEIA; REMA, 2005; JEBARAJA et al., 2012). A astaxantina (vermelho) e
cantaxantina (laranja-avermelhado) séo os carotenoides sintéticos comumente incorporados
nas dietas para peixes (SKREDE; STOREBAKKEN 1986; YESILAYER et al., 2010;
JEBARAJA et al., 2012; DANANJAYA et al., 2015). Vale ressaltar que fontes de
carotenoides quimicamente padronizadas e estaveis sdo onerosas (SINHA; ASIMI, 2007;
DANANJAYA et al., 2015) quando comparado aos demais ingredientes utilizados na
alimentac&o dos peixes como farinha de peixe, soja e cereais (SINHA; ASIMI, 2007).

Nas dietas para kinguios, diversas fontes naturais de carotenoides ja foram avaliadas
como possiveis alternativas aos carotenoides puros, dentre elas, algas (GOUVEIA et al.,
2003; GOUVEIA; REMA, 2005; KHATOON et al., 2010), pétalas de hibisco (SINHA;
ASIMI, 2007), alfafa (Medicago sativa) (YANAR et al., 2008), farelo de urucum (Bixa
orellana) (FRIES et al., 2014), farinhas de crustaceos (KHATOON et al., 2010; JEBARAJA
et al., 2012) entre outros. A flor de caléndula, rica em luteina (GARCIA-CHAVARRIA;
LARA-FLORES, 2013; NAVARRETE-BOLANOS et al., 2005), também ja foi avaliada
como suplemento para a pigmentacdo do kinguio (SINHA; ASIMI, 2007; VILLAR-
MARTINEZ et al., 2013). A luteina é um pigmento amarelado, mas segundo Teruhisa et al.
(1970) e Hsu (1972), o kinguio pode utiliza-la como precursora da astaxantina, promovendo
uma coloracdo com tom mais avermelhado. Sendo assim, a luteina ainda precisa ser melhor
avaliada na dieta dessa espécie de forma que a suplementacdo proporcione bons indices
zootécnicos e pigmentacdo eficiente.

Analisando as vantagens nutricionais e levando em consideracdo o potencial de
pigmentacdo da luteina oriunda da flor de caléndula, o presente estudo foi realizado para
avaliar a eficiéncia da luteina em comparacdo com diferentes fontes de carotenoides sobre 0s

parametros de desempenho zootécnico e pigmentacdo da pele para juvenis de kinguio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CAROTENOIDES NA ALIMENTACAO DE PEIXES

Os carotenoides constituem um grupo de mais de 600 pigmentos naturais,
lipossoluveis, que sdo produzidos por todos os microrganismos fotossintéticos (incluindo
plantas, algas e cianobactérias) e por microrganismos ndo fotossintetizantes, como algumas
bactérias, fungos e leveduras (SINHA; ASIMI, 2007; VALDUGA et al., 2009). Possuem
coloragdo amarela intenso, laranja ou vermelha (AMBROSIO et al., 2006). Essas substancias
sdo o principal grupo de pigmento que atuam na coloracdo da pele e carne dos peixes
(BARBOSA et al., 1999; SINHA; ASIMI, 2007).

Os animais ndo possuem a capacidade de sintetizar carotenoides (CHOUBERT;
STOREBAKKEN, 1989; GOUVEIA; REMA, 2005; YESILAYER et al, 2010;
WEERATUNGE; PERERA, 2016). Por isso essas fontes precisam ser suplementadas na
racdo, como tais ou como seus precursores (MASAHIRO HATA; MITSUO HATA, 1971,
ANDRIGUETTO, 1983). E importante destacar que os mecanismos de absorcdo dos
carotenoides provenientes da dieta ndo sdo totalmente compreendidos em peixes
(AMBROSIO et al., 2006; OLSEN; BAKER, 2006), mas sabe-se que esses ingredientes
podem ser transformados em outros carotenoides, se necessario, e incorporados nos tecidos
(JEBARAJA et al., 2012), reforcando a coloracdo (MASAHIRO HATA; MITSUO HATA,
1971; ANDRIGUETTO, 1983).

Na alimentacdo de peixes os carotenoides sintéticos comumente utilizados sdo a
astaxantina e cantaxantina (Figura 1) (SKREDE; STOREBAKKEN 1986; YESILAYER et
al., 2010; JEBARAJA et al., 2012; DANANJAYA et al., 2015). Os carotenoides de origem
vegetal, além de apresentarem a propriedade pigmentante como 0s de origem sintética, sdo
mais nutritivos, pois contém substancias promotoras de salde que atuam em outras rotas
metabdlicas (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008). Recomenda-se avaliar fontes naturais de
carotenoides como aditivos de coloragdo (SINHA; ASIMI, 2007; ZUANON et al., 2011;
JEBARAJA et al., 2012; DANANJAYA et al., 2015), entretanto, a eficiéncia do ingrediente
natural testado para deposi¢do de pigmentos € especie-especifica (CEJAS et al., 2003; WANG
et al., 2006; ZUANON et al., 2011), por isso, mesmo dietas ricas em carotenoides podem ser

deficientes nos compostos apropriados para a efetiva pigmentacdo da pele do peixe.
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Figura 1 - Estrutura quimica dos pigmentos carotenoides: astaxantina (a) e cantaxantina (b).

N R N =
(a)
(b)

Fonte: La Fuente, 2006.

Diversos estudos foram realizados avaliando os efeitos dos carotenoides naturais na
alimentacdo de peixes (YESILAYER et al., 2010; YEDIER, et al., 2014; SORNSUPHAR et
al., 2015), entre eles a luteina (Figura 2). Yedier et al. (2014) avaliaram a relacdo entre o tipo
de carotenoide (astaxantina, luteina e spirulina) extraidos de fontes naturais suplementados
nas dietas e a cor da pele do ciclideo ornamental vermelho Maylandia estherae. Constataram
gue todos os pigmentos foram eficientes, sendo que a astaxantina aumentou a coloracdo
vermelho-alaranjada, a spirulina aumentou os tons alaranjados e amarelos e a luteina
proporcionou uma tonalidade amarelo-claro na pele dos peixes. Além disso, a deposic¢do de
pigmentos em peixes também depende do nivel de suplementagdo da fonte de carotenoide
(VILLAR-MARTINEZ et al., 2013; ALISHAHI et al., 2014; SORNSUPHAR et al., 2015).
Sornsuphar et al. (2015) compararam o efeito da farinha de camardo e da spirulina sobre a
pigmentacdo e deposicdo de carotenoides na pele e musculatura do ciclideo hibrido
flowerhorn (Amphilophus citrinellus x Cichlasoma trimaculatum). O tratamento com 20% de
inclus@o de camarao proporcionou melhores resultados em termos de carotenoides totais e das

concentragOes de cantaxantina, astaxantina e 3-caroteno na pele e musculatura dos peixes.
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Figura 2 - Estrutura quimica da luteina.

]

HLY

Fonte: Fonte: La Fuente, 2006.

Além de favorecer a coloragdo de tecidos, o0 uso de carotenoides na alimentacdo de
peixes proporciona vantagens como aumento das repostas imunoldgicas (YUANGSOI et al.,
2010), capacidade antioxidante (SINHA; ASIMI, 2007), e reducdo do estresse (RAMA:;
MANJABHAT 2014), beneficiando consequentemente 0 crescimento, reproducdo e
auxiliando no bem estar animal (BARBOSA et al., 1999; SHINDO et al., 2007; YUANGSOI
et al., 2010; RAMA; MANJABHAT, 2014). Dessa forma, Jagruthi et al. (2014) sugerem que
a suplementacéo de 50 e 100 mg kg de astaxantina nas dietas pode promover o crescimento
e melhorar o sistema imune de carpas (C. carpio), protegendo os animais contra infec¢oes
bacterianas. Do mesmo modo, Alishahi et al. (2014) obtiveram efeitos positivos para 0S
parametros imunologicos e hematoldgicos de acard severo (Hero severus), com as
concentracdes de 100 e 200 mg kg! de Dunaliella salina, uma alga salina rica em

carotenoides.

2.2 CAROTENOIDES NA ALIMENTACAO DE KINGUIOS

O Carassius auratus ou kinguio é uma das espécies mais populares pertencente a
familia Cyprinidae e subfamilia Cyprininae (TANGTRONGPAIRQJ et al., 1999; WALLAT,
et al.,, 2005; SILVA; SCHULZ, 2006; FAIZULLAH et al.,, 2015) e apds séculos de
reproducdo seletiva produziram muitas das variedades existentes (Figura 3) (MATSUMOTO;
RODRIGUES, 2002; FAIZULLAH et al., 2015). O kinguio ocupa lugar de destaque na
comercializacdo mundial de peixes ornamentais (WALLAT, et al., 2005; SILVA; SCHULZ,
2006; FAIZULLAH et al., 2015). A cor do seu corpo € uma das caracteristicas importantes
que afeta o seu preco de mercado (SINHA; ASIMI, 2007; VILLAR-MARTINEZ et al., 2013).
Segundo Tangtrongpairoj et al. (1999), Gouveia e Rema (2005) e Jebaraja et al. (2012) para
alcancar a aceitacdo do consumidor e alto valor agregado, o kinguio deve ser pigmentado de

cor laranja-avermalhado.
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Figura 3 - Exemplo de kinguios: (a) kinguio comum, (b) celestial, (c) cometa, (d) olhos-de-

bolha, (e) cabeca-de-ledo, (f) cauda-de-véu
(2) (b)
(c) (d)

®

(e) )
Fonte: Matsumoto & Rodrigues, 2002.
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Diversos estudos ja foram realizados com o kinguio (Carassius auratus) para avaliar a
eficiéncia de diferentes fontes de pigmentos no desenvolvimento e pigmentacdo da pele
(Tabela 1). A literatura mostra que a astaxantina encontra-se entre um dos carotenoides mais
utilizados para efetiva pigmentacdo da pele desta espécie, recomendando-se a suplementacao
de niveis entre 36 a 80 mg kg (TANGTRONGPAIRO] et al. 1999; GOUVEIA et al. 2003;
GOUVEIA; REMA, 2005). No entanto, outros pigmentos como a cantaxantina e a luteina
também ja proporcionaram resultados positivos, com a suplementagdo de 75 mg kg?! de
cantaxantina (YESILAYER et al., 2010) e de 200 mg kg de luteina (VILLAR-MARTINEZ
et al.,, 2013). Além disso, diversas fontes alternativas de carotenoides ja foram avaliadas
proporcionando resultados positivos, dentre elas, algas (GOUVEIA et al. 2003; GOUVEIA,;
REMA, 2005), alfafa (YANAR et al., 2008), flores de hibisco (SINHA; ASIMI, 2007) e
caléndula (SINHA; ASIMI, 2007; VILLAR-MARTINEZ et al., 2013). Sinha e Asimi (2007),
compararam o efeito de 5 mg kg de quatro fontes de carotenoides (spirulina, pétalas de rosa-
chinesa, flor de caléndula) na intensificagdo da cor da pele do kinguio. Os resultados sugerem
gue dos quatro ingredientes testados contendo carotenoides, pétalas de rosa-chinesa foi o mais
efetivo para a pigmentacdo da pele podendo ser utilizado como um potencializador de cor
para kinguios. Sendo assim, os carotenoides provenientes das plantas representam fontes
efetivas de pigmentos naturais para colorir kinguios. A flor de caléndula é uma fonte natural
de luteina (Figura x) (VERGHESE, 1998; NAVARRETE-BOLANOS et al., 2005) e de baixo
custo (PRATHEESH et al., 2009; JHA et al., 2012). Os autores Villar-Martinez et al. (2013)

conduziram um estudo avaliando os efeitos de diferentes concentragdes de caléndula nas
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dietas, sobre a pigmentacdo da pele, crescimento e sobrevivéncia de kinguios. Os resultados
indicaram que 200 mg kg de caléndula foi o nivel adequado para garantir uma boa
pigmentacdo da pele sem influenciar nos parametros de desempenho. Segundo os autores
Pratheesh et al. (2009) e Sujith e Devi (2010) a caléndula além de ser um corante natural € um
potente nutracéutico que justifica ser incorporado nos alimentos.

Referente ao desenvolvimento zootécnico, a maioria dos trabalhos relatam que a
suplementacdo com carotenoides ndo influencia nos parametros de desempenho para juvenis
de kinguio (GOUVEIA et al. 2003; GOUVEIA; REMA, 2005; VILLAR-MARTINEZ et al.,
2013).

Tabela 1 - Trabalhos realizados que utilizaram fontes de carotenoides na alimentacdo de
kinguios (continua)

Autores Peso Fonte de Incluséo Resultados
Carotenoide
Tangtrongpairoj 10¢g Astaxantina 0, 25,50, 75e Melhoria na sobrevivéncia e
et al. 1999 Sintética 100 mg ha cor da pele dos peixes
kg™ alimentados com astaxantina
nos niveis de suplementagédo
de 36-40 mg kg™.
Gouveia; Rema 749  Astaxantina AST: Pardmetros de desempenho
2005 sintetica 80 g kg™ ndo foram afetados.
gA‘STI) . € C Vuloari 45 mg kg! de Chlorella
. vulgaris . Vulgaris: . . -
4580 e 120 Vl.JlgaI’IS foi suficiente para
mg kg™t pigmentar a pele.
carotenoide
Sinhg; Asimi,  1,5-2,0g Controle 5mgkgtde Flor Hibisco proporcionou
2007 negativo, cada fonte  melhor pigmentaco, seguido
SF”“"hrTgf_ pela caléndula.
:;8; IDISCO, Hibisco melhorou 0
caléndula crescimento dos peixes.
Yanar et al. 9-12g Controle CP: Acima de 100 mg kg? de
2008 positivo (CP) e  Carotenoide  alfafa piorou o desempenho
,(A'Jlfa;g SINtetico ¢ 60 mg kgt promoveu boa
edicago . ~
sativa) 0,20,40, Plgmentacao.
60, 100 e
160 mg kg

carotenoide
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Tabela 1 - Trabalhos realizados que utilizaram fontes de carotenoides na alimentacdo de

kinguios (conclusao)

Autores Peso Fonte de Incluséo Resultados
Carotenoide
Villar-Martinez 18¢ Flor de 0,100,200e Pardmetros de desempenho
etal. 2013 caléndula 300 mg kg?  néo foram afetados.

carotenoide

200 mg kg?! resultou em
melhor pigmentacao da pele.

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia da suplementac&o com luteina no

desempenho e pigmentacdo da pele de juvenis de kinguio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar o efeito da luteina em comparacdo com outros carotenoides na dieta sobre o
ganho de peso (GP), consumo, conversédo alimentar (CA) e sobrevivéncia (%) de

juvenis de kinguio.

b) Determinar se a suplementacdo com luteina, em comparagdo com outros carotenoides

na dieta, afeta a deposicdo de carotenoides totais na pele de juvenis de kinguios.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Setor de Piscicultura do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), campus
Lages. O projeto foi aprovado no Comité de Etica e Experimentacdo Animal da universidade
sobre o numero de protocolo 3497240816. Para isto foi avaliada uma dieta controle e quatro
dietas enriquecidas com a quantidade de 50 mg kg de carotenoide: luteina, astaxantina,
cantaxantina e combinacéo de luteina + cantaxantina (25 mg kg proveniente de cada uma
das fontes). O experimento teve duracdo de 84 dias e o delineamento foi inteiramente

casualizado com cinco tratamentos e seis repeticdes.

4.1 ANIMAIS E INSTALACOES

Os juvenis de kinguios (peso médio 1,07+0,57 g) oriundos da reproducdo das matrizes
do setor de piscicultura CAV/UDESC, passaram por um periodo de aclimatacdo de 30 dias,
antes do inicio do experimento. Neste periodo os peixes foram mantidos em tanques de 50
litros equipados com sistema de aeracéo, filtro bioldgico e aquecimento para manutencao da
temperatura constante (27°C). Diariamente a agua foi parcialmente renovada. A alimentagdo
foi ofertada duas vezes por dia com racdo comercial (40% PB) sem adicéo de carotenoides.

Foram utilizados 240 juvenis de kinguio distribuidos em 30 aquérios de vidro (30L)

providos individualmente com sistema de aeracao, filtro biologico e aquecimento (Figura 4).

Figura 4 - Unidades experimentais e local de realizacdo do experimento. (a) Aquarios com
sistema de aeracdo, filtro bioldgico e aquecimento (b) sistema experimental com 30 aquarios

individualizados

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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Os aquarios estavam dispostos sobre bancada em sala fechada com iluminagdo
artificial e fotoperiodo controlado (12h luz 12h escuro). Os peixes foram alimentados de
forma manual trés vezes ao dia (09:00; 12:30; 17:00) até saciedade aparente. Os restos
alimentares e fezes foram sifonados diariamente, sendo renovado um terco da agua, assim
como feita a retirada de peixes mortos. A qualidade da &gua foi monitorada semanalmente e
as médias foram: temperatura 26,91°C+1,26; salinidade 1,67 mg/I+1,49; am6nia 0,01/1+0,1 e
pH 6,74+0,54. Esses parametros mantiveram-se dentro dos recomendados para o cultivo do
peixes (BOYD, 1998).

4.2 DIETAS EXPERIMENTAIS

As dietas isoproteicas e isoenergéticas foram formuladas a base de farelo de soja,

farelo de trigo, milho e farinha de peixe (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicédo da dieta experimental

Ingredientes %
Farelo de Soja 25,0
Farelo de trigo 10,0
Milho 10,5
Farinha de Peixe 46,5
Oleo de soja 7,0
Premix* 1,0
Composicdo Calculada

MS% 91,21
PB% 39,44
EB% 4316,05
EE% 11,64
FB% 3,09
MM% 14,62

*Acido folico — 2.400mg, &cido nicotinico — 48g, acido pantotenico — 24g, biotina — 96mg, vit. A — 2.400.000UlI,
vit. D3 — 400.000Ul, vit. E — 24.000Ul, vit. B1 — 9.600mg, vit. B2 — 9.600mg, vit. B6 — 9.600mg, vit. B12 —
9.600mg, vit K3 — 4.800mg, vit. C — 969, ferro — 100g, manganés — 40g, zinco — 6.000mg, cobalto — 20mg, iodo
—200mg, selénio — 200mg. Antioxidante — 19,6g.

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

O nivel de inclusdo de carotenoide foi padronizado em 50 mg kg em todos os
tratamentos, quantidade suficiente para promover a pigmentagdo do kinguio (Figura 5)
(GOUVEIA et al., 2003; GOUVEIA; REMA, 2005; YANAR 2008). Os pigmentos foram
adquiridos de fontes comerciais. A microalga Haematococcus pluvialis foi utilizada como

fonte de astaxantina, a cantaxantina obtida de forma sintética e a luteina extraida da flor
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caléndula. Os pigmentos foram incorporados na racdo levando em consideracdo a sua
concentragdo de carotenoides (3,5; 10 e 30% respectivamente). Na dieta contendo
cantaxantina e luteina, 25 mg kg foi proveniente de cada uma das fontes e no tratamento
controle negativo ndo foi adicionado carotenoide. Todos os ingredientes foram triturados
finamente em moinho de faca e posteriormente peneirados de modo que todas as particulas
possuissem menos de 0,71 mm para entdo serem misturados, peletizados e secos em estufa
45°C durante 48h. Apds esse periodo as ragdes foram moidas e peneiradas para que os pellets
ofertados aos peixes tivessem cerca de 1,5 mm permanecendo armazenada em freezer (-20°C)

até o inicio do periodo experimental.

Figura 5 — Astaxantina (a), cantaxantina (b) e luteina (c)

(@) (b) (©

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

4.3 ENSAIO DE DESEMPENHO

No final do experimento foi realizado a analise do desempenho produtivo dos peixes
com base nos seguintes parametros zootécnicos: peso final, ganho de peso (GP=peso final —
peso inicial), consumo de racdo (C=peso racéo inicial/peso racdo final) e conversao alimentar
(CA=consumo racdo/ganho de peso). As mortalidades foram registradas diariamente para

avaliacdo da sobrevivéncia (S = [total de animais final/total de animais inicial] x 100).

4.4 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES

Dois peixes de cada repeticdo foram insensibilizados e sacrificados por choque
térmico numa caixa com trés partes de gelo para cada parte de agua (aproximadamente 5
minutos). Em seguida, embalados em papel aluminio devidamente identificados (nimero do
peixe e aquario) permanecendo armazenados em ultrafreezer (-80°C) até o momento das

analises de dosagem bioquimica de carotenoides na pele dos juvenis de kinguio.
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Para a analise, os peixes foram descongelados em temperatura ambiente por um
periodo de 2h. A concentragdo celular de carotenoides totais foi determinada de acordo
métodos adaptados de Masahiro Hata, Mitsuo Hata (1971) e Moriel et al. (2004). As amostras
de peixes foram embebidas em tubo tipo Falcon com 5 ml de acetona durante 2 minutos (leve
agitacdo manual). O tegumento tornou-se enrijecido com coloragdo esbranquigada, a partir
desse momento a amostra foi retirada do Falcon e exposta na bancada para remogéo da pele e

as nadadeiras com tesoura e pinc¢a (Figura 6).

Figura 6 — Kinguio antes de ser submetido a acetona (a), remocao da pele dos peixes apds ser
embebido em acetona (b)

(@)

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Logo apds, as amostras de pele e nadadeiras foram transferidas para um novo tubo tipo
Falcon, sendo adicionado 2 ml de dimetilsulféxido (DMSO), permanecendo em repouso por
30 minutos, para maximizar a extracdo das xantofilas. Depois, foi readicionado os 5 ml de
acetona que haviam sido utilizados para enrijecer o tegumento e acrescido mais 1 ml de
acetona, afim de obter o volume determinado pela metodologia de Moriel et al. (2004). A
amostra seguiu para a centrifuga a 233,24 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi separado e 0
processo repetido com o precipitado. Logo ap6s, o precipitado foi separado para que fosse
posteriormente pesado. Juntaram-se 0s sobrenadantes obtidos em um funil de separacéo,
sendo adicionado 10 ml de solugdo de cloreto de s6dio 200 g/l e 10 ml de éter de petrdleo.
Retirou-se a fase etérea e foi adicionado mais 2 x 5 ml de éter de petrdleo e realizado leve
agitacdo. As fases etéreas obtidas foram filtradas em funil de Buchener com papel filtro e
sulfato de sodio anidro (Na2SOs anidro). O volume foi completado para 25 ml com éter de
petréleo e a absorbancia foi medida no espectrofotobmetro em 474 nm, utilizando éter de
petréleo como branco. Por fim, a amostra de pele permaneceu exposta a temperatura ambiente

para sua posterior pesagem da pele seca. A determinacdo da concentracdo celular de
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carotenoides, obtidas no final do processo, foi realizada utilizando-se a equagédo abaixo,
sabendo-se que a absortividade especifica para xantofilas é A1e% 1cm= 1.600.

Py = (AD)/(0,16Pt)

Onde:

Py = concentracdo celular de cada xantofila no final do processo (mg xantofila/ g pele)
A = absorbancia

D = fator de diluicdo (25 ml)

Pt = peso da pele seca ()

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a testes para verificagcdo da normalidade dos erros e
homecedasticidade, sendo analisados posteriormente por meio de Analise de Variancia
Paramétrica (ANOVA). Os dados de desempenho foram testados pelo teste de Tukey e 0s
dados de pigmentacdo foram avaliados pelo teste de Duncan, ambos com nivel de
significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

A suplementagdo com diferentes pigmentos carotenoides ndo afetou (P>0,05) o
crescimento de juvenis de kinguio (Tabela 3). Em relacdo a sobrevivéncia, a suplementagéo
com luteina apresentou valores superiores quando comparado aos demais tratamentos (Figura
7).

Tabela 3 - Desempenho de juvenis kinguios alimentados com dietas contendo diferentes tipos
de pigmentos apos 84 dias

Controle Luteina  Astaxantina Cantaxantina Cantaxantina + Luteina CV

(%)
GP 0,50+0,09 0,52+0,08 0,46+0,05 0,45+0,06 0,48+0,03 14,85
Cc 1,72#¢0,11 1,75+0,10 1,71+0,07 1,77+0,16 1,7840,15 6,76
CA 3,74+0,66 3,98+0,46  3,73+0,56 3,97+0,51 3,68+0,38 14,53

Auséncia de letras indica que ndo houve diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).
CV= Coeficiente de variagdo; GP = Ganho de peso; C= Consumo de racdo; CA= Conversdo alimentar;
S= Sobrevivéncia.

Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

Figura 7 - Valores médios de sobrevivéncia (%) de juvenis de kinguio em fungdo dos
tratamentos.
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Controle Astaxantina Cantaxantina Luteina  Cantaxantina
+ Luteina

Sobrevivéncia (%)

Médias acompanhadas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2016.

A suplementacdo com astaxantina e cantaxantina aumentou (P<0,05) a deposicao de
carotenoides na pele de juvenis de kinguios em relagdo ao tratamento controle (Figura 8). As
menores (P<0,05) taxas de pigmentagdo foram observadas no tratamento controle e
combinado (cantanxatina + luteina). Nos peixes alimentados com a dieta contendo luteina a
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deposicédo de carotenoides foi tdo eficiente (P>0,05) quanto os tratamentos puros (astaxantina
e cantaxantina), porém ndo diferiu (P>0,05) do tratamento controle e do tratamento

combinado (cantaxantina + luteina).

Figura 8 - Deposicédo de carotenoides (mg xantofilas/ g pele seca) em juvenis de kinguios em
funcéo dos tratamentos.
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Médias acompanhadas de letras diferentes diferem pelo teste de Duncan (P<0,05).
Fonte: Elaborada pela autora, 2016.
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6 DISCUSSAO

A suplementacdo com carotenoides ndo influenciou no crescimento e na eficiéncia
alimentar de juvenis de kinguio. Resultados similares foram encontrados para esta espécie por
Tangtrongpairoj et al. (1999), Gouveia et al. (2003), Gouveia e Rema (2005), e Villar-
Martinez et al. (2013). Para outras espécies ornamentais, como a carpa colorida (Carpa koi)
(GOUVEIA et al., 2003) e o pargos (Pagrus pagrus) (KALINOWSKI et al., 2005) a
suplementacdo com diferentes fontes de carotenoides também ndo afetou os parametros de
desempenho. Por outro lado, para peixes de corte, como o salmdo (Salmo salar)
(TORRISSEN, 1984; CHRISTIANSEN; TORRISSEN, 1995), a truta arco-iris
(Onchorhynchus mykiss) (SOMMER et al., 1992; DE LA MORA et al., 2006) e a tilapia
vermelha (Oreochromis niloticus) (BOONYARATPALIN; UNPRASERT, 1989) dietas
enriquecidas com carotenoides ja proporcionaram resultados positivos de desempenho.

Um dos efeitos benéficos observados com a adi¢do da luteina na ragdo para juvenis de
kinguio foi a melhora na sobrevivéncia. Além de atuarem como pigmentos, os carotenoides
também podem ter outras funcdes no metabolismo de forma a afetar a sadde dos peixes
(BARBOSA et al., 1999; SINHA; ASIMI, 2007S; SHINDO et al., 2007). Assim como a
luteina (YOUNG; LOWE, 2001), a astaxantina e a cantaxantina também possuem atividade
antioxidante (PALOZZA; KRINSKY, 1992; NAGUIB, 2000). Entretanto, no presente estudo,
estes dois pigmentos com tons laranja-avermelhados podem ter sido direcionados
prioritariamente para a pigmentacdo da pele, o que explicaria porque ndo interferiram na
sobrevivéncia. J& foi demonstrado que para o betta (Betta splendens) a pigmentacdo da pele
pode ser uma rota prioritaria em detrimento da satde dos peixes (CLOTFELTER, 2007).

No presente estudo outra explicacdo para a melhora na sobrevivéncia é a possivel
metabolizacdo da luteina para vitamina A (DEL TITO, 1983; DAVIES BETHAN; DAVIES,
BRIAN, 1986; MATSUNO, 1991; YUANGSOI et al., 2010). A literatura cita que a luteina
pode ser convertida em vitamina A em algumas espécies de peixes de agua doce, como o
kinguio (DEL TITO, 1983; DAVIES BETHAN; DAVIES, BRIAN, 1986), carpa cruciana,
Carassius carassius (CZECZUGA; CZERPAK, 1976) e bagre-australiano, Saccobranchus
fossilis (BARUA et al.,, 1973). A vitamina A é essencial para uma serie de processos
fisioldgicos, como a regulagéo da diferenciacéo e proliferacdo celular, crescimento, resposta
imune (YUANGSOI et al., 2010) e tambem exerce fungdo como antioxidante (LI et al., 2011).

Os melhores resultados de deposicéo de carotenoides na pele foram obtidos para 0s

peixes que receberam as dietas contendo astaxantina, cantaxantina e luteina. Diversos estudos
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demonstram que a eficacia de uma fonte de carotenoide para deposicdo de pigmentos é
espécie-especifica (CEJAS et al., 2003; WANG et al., 2006; REZENDE, 2010; ZUANON et
al., 2011). A astaxantina e a cantaxantina sdo pigmentos vermelhos que ja apresentaram
resultados positivos para pigmentacdo na pele de kinguios (GOUVEIA et al., 2003;
YESILAYER et al., 2010), assim como para deposi¢do de carotenoides na musculatura da
truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss) (CHOUBERT; STOREBAKKEN, 1989) e do salméo
(Salmo salar) (BAKER et al., 2002). A luteina € um pigmento amarelo responsavel pela
coloracdo laranja amarelado, que juntamente com a astaxantina representam cerca de 90% dos
carotenoides totais presentes no tegumento de kinguios (MASAHIRO HATA; MITSUO
HATA, 1971). A inclusdo da flor caléndula como fonte natural de luteina ja foi avaliada com
sucesso como fonte de carotenoide em dietas para kinguios (SINHA; ASIMI, 2007; VILLAR-
MARTINEZ et al., 2013), barbus-sumatrano (Puntius tetrazona) (BOONYARAPATIN:;
LOVELL, 1977), peixe espada (Xiphophorus helleri) (EZHIL et al., 2008) e truta arco-iris
(Onchorhynchus mykiss) (YANAR et al., 2007; BUYUKCAPAR et al., 2007), confirmando
os resultados obtidos no presente estudo.

No presente estudo foi adicionado 50 mg kg de carotenoides na ragdo, esta
concentracdo foi considerada suficiente para promover a pigmentacdo da pele de kinguios,
exceto quando usadas as fontes combinadas (cantaxantina + luteina). A concentracdo de
astaxantina avaliada nesse trabalho esteve dentro da margem utilizada na literatura. Ja foi
demonstrado que a suplementacéo de niveis de 36 a 80 mg kg* de astaxantina nas ragdes, tanto
de fontes naturais como sintéticas, promoveram eficiente pigmentacdo da pele de kinguios
(TANGTRONGPAIROJ et al., 1999; GOUVEIA et al., 2003; GOUVEIA; REMA, 2005;
YANAR et al., 2008). Por outro lado, o nivel de inclusdo de cantaxantina eficiente para
pigmentacdo da pele desta espécie ainda ndo foi bem definido, no entanto, Yesilayer et al.
(2010), indicam a concentracéo de 75 mg kg* para kinguios. Para o salméo (Salmo salar), o
nivel recomendado foi semelhante, de 70 mg kg (BAKER et al., 2002). J4 para 0 pargo
(Pagrus pagrus) a concentracdo indicada foi mais elevada, de 100 mg kg (KALINOWSKI et
al., 2005). Do mesmo modo, niveis de inclusdo de luteina, também ndo foram bem
determinados para o kinguio, existindo autores que encontraram resultados positivos para
deposicdo de carotenoides utilizando niveis de 5 mg kg de biomassa de flor de caléndula
(SINHA; ASIMI, 2007) e outros com a inclusdo de 200 mg kg™ do carotenoide luteina extraido
da flor de caléndula (VILLAR-MARTINEZ et al., 2013).

A utilizacdo de carotenoides combinados (cantaxantina + luteina) ndo apresentou

diferenga significativa em relagdo ao controle. Para kinguios ndo existem trabalhos avaliando
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os efeitos de dietas suplementadas com a combinacdo de diferentes carotenoides. No entanto,
na literatura s&o encontrados trabalhos com outras espécies de peixes que demonstraram efeitos
benéficos ao utilizar fontes combinadas de carotenoides (WANG et al., 2006; YUANGSOI et
al., 2011; Y1 et al., 2016). Para carpas, tanto a suplementacdo com 50 mg kg™ de luteina ou a
combinagdo de luteina e B-caroteno, utilizando 25 mg kg™ de cada carotenoide, mostrou a maior
eficiéncia para melhorar a pigmentacdo da pele (YUANGSOI et al., 2011). S80 necessarios
mais trabalhos para determinar a combinacdo e concentracdo de fontes carotenoides que sejam
eficientes para pigmentar a pele de kinguios. Bem como obter explicacdes sobre a utilizacdo
destes carotenoides nas diferentes rotas metabolicas, de forma a combinar os beneficios da

pigmentacdo com os efeitos imunomodulatérios sobre a sobrevivéncia.
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7 CONCLUSAO

A incluséo de pigmentos carotenoides na dieta ndo afetou o crescimento e eficiéncia
alimentar de juvenis de kinguio.

A luteina melhorou a sobrevivéncia e promoveu deposic¢ao de carotenoides na pele de
juvenis de kinguio sem diferir da astaxantina e a cantaxantina.

Os pigmentos fornecidos isoladamente foram depositados na pele mais eficientemente

do que quando fornecidos de forma combinada.
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