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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a inclusdo do extrato hidroalcoolico de rosella (Hibiscus
sabdariffa) em dietas do peixe Mato Grosso (Hyphessobrycon eques). Foram utilizados 120
peixes (0,51+ 0,06 g), que foram distribuidos aleatoriamente em 12 aquérios de polietileno de
20L, em sistema de recirculacdo de agua, com a densidade de estocagem de 10 peixes por
aquario. Os peixes foram alimentados por 21 dias com uma dieta (40,88% PB e 4374,8 Kcal
kg-1), acrescida de extrato hidroalcoolico de Rosella - EHR (controle; 0,12; 0,25 e 0,50 mg de
EHR/kg de racdo). A inclusdo de concentracao de 0,25 e 0,50 EHR/kg, promoveu uma melhora
nos indices zootécnicos, comprimento padrdo e eficiéncia alimentar. Os peixes apresentaram
alteracdo de croma a*(tonalidades de verde e vermelho), entretanto, ndo houve aumento de
intensidade em relacdo a luminosidade croma b* (tonalidades de azul e amarelo). A utilizacédo
de 0,25 e 0,50 EHR/kg refletiu em diminuicdo da atividade das enzimas AST e ALT. Observou-
se 0 aumento da atividade catalase em concentracdes com maiores indices de extratos
hidroalcodlicos de rosella na dieta. O extrato hidroalcodlico de rosella é eficiente na
alimentacédo de peixe Mato Grosso na concentracdo de acima 0,25 mg EHR/kg.

Palavras-chave: aditivo; atividade antioxidante; hepatoprotetora; peixes ornamentais.



ABSTRACT

This study evaluated the inclusion of hydroalcoholic rosella extract (Hibiscus sabdariffa) in
diets of the thickbush fish (Hyphessobrycon eques). A hundred and twenty fishes (0.51+ 0.06
g), were randomly distributed in 12 polyethylene aquariums of 20L, in a water recirculation
system, with the storage density of 10 fish per aquarium. Fish were fed for 21 days per diet
(40.88% CP and 4374.8 Kcal kg-1), plus rosella alcohol extract - EHR (control; 0.12; 0.25 and
0.50mg of EHR/kg of feed). The inclusion of concentrations of 0.25 and 0.50 EHR/kg promoted
an improvement in zootechnical indices, in standard length and feed efficiency. The fish
presented alteration of chroma a*(shades of green and red), there was no increase in intensity
in relation to chroma b* luminosity (shades of blue and yellow). The use of 0.25 and 0.50
EHR/kg reflected decreased activity of AST and ALT enzymes. An increase in catalase activity
was observed in concentrations with higher rates of hydroalcoholic rosella extracts in the diet.
The hydroalcoholic extract of rosella is efficient in feeding Mato Grosso at the concentration
of 0.25 mg EHR/Kg.

Keywords: additive; antioxidant activity; hepatoprotective; ornamental fish.



1. INTRODUCAO

Na piscicultura ornamental, a cor € um dos principais fatores que impulsionam a
escolha dos peixes que irdo compor um aquario, tornando-se assim, um valor estético que ird
afetar o valor econbmico e a comercializagdo desses animais (GOMES et al., 2021). A
piscicultura ornamental tem conquistado crescente destague no mercado devido ao aumento da
demanda por peixes ornamentais, tanto para aquérios domésticos como para ambientes publicos
e privados.

Nesse contexto, a cor € um dos principais fatores que influenciam a escolha do
mercado consumidor, impulsionando a comercializacdo desses animais (KUMAR et al., 2017).
Para manter e aperfeicoar a coloracdo das espécies de peixes ornamentais, a utilizacdo de
pigmentos na sua alimentacdo tem sido amplamente adotada (MAITI et al., 2017). A busca por
fontes naturais de pigmentos tem se tornado uma demanda crescente nesse setor (CAL et al.,
2017).

A adicdo de pigmentos naturais em dietas para intensificar a coloracdo dos peixes
ornamentais tem sido uma pratica comum, visando melhorar o aspecto dos peixes destinados
aos consumidores (CUNHA et al., 2009). Com intencdo de melhorar o aspecto de peixes,
comumente utilizam-se pigmentos sintéticos com baixa eficiéncia (NHAN et al., 2019;
RASHIDIAN et al., 2020 a), portanto, pigmentos naturais nas dietas tém sido prospectados
(VANEGAS-ESPINOZA et al., 2019) para colorir e aumentar a atividade antioxidante e 0s
danos causados pelos radicais livres (NHAN et al., 2019).

Dentre os pigmentos naturais de interesse na piscicultura ornamental, os carotenoides
tém se destacado. Os peixes, assim como outros animais, ndo possuem a capacidade de
sintetizar esses pigmentos, tornando necessario que eles sejam fornecidos através da
alimentacdo (RASHIDIAN et al., 2020 a).

A rosella (Hibiscus sabdariffa L.), planta pertencente a familia das Méalvaceas, tem
sido prospectada como um alimento funcional, devido a sua fonte promissora de pigmentos
naturais (VANEGAS-ESPINOZA et al., 2019). Rica em compostos bioativos, como vitaminas
C e E, acidos polifendlicos, flavonoides, acido araquidico, acido citrico, acido esteérico, acido
malico, pectinas, fitoesterdis e antocianinas, a rosella demonstra potencial para proteger o
organismo contra danos causados por radicais livres e reacfes oxidativas (ANJOS et al., 2017).
Os compostos fendlicos apresentam uma reagdo antioxidante através de seus mecanismos,

dentre seus aspectos, inclui-se a capacidade de remoc¢do dos radicais livres, e a inibicdo de
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compostos reativos durante o curso normal do metabolismo, retardando a ocorréncia de danos
as proteinas, lipideos e &cidos nucleicos, e consequentes, a lesdo celular (SILVA et al., 2016).

Considerando a crescente demanda por peixes ornamentais e a necessidade de fontes
naturais de pigmentos para melhorar a coloracdo desses animais, este estudo tem como o
presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos da incorporacdo do extrato
hidroalcodlico de rosella (Hibiscus sabdariffa) nas dietas do peixe Mato Grosso
(Hyphessobrycon eques), com o proposito de avaliar sua influéncia na intensificacdo da
coloracdo dos peixes ornamentais. Adicionalmente, pretende-se analisar a atividade
hepatoprotetora e antioxidante do extrato em relacéo a fisiologia hepatica dos peixes, bem como
avaliar seu potencial impacto no desenvolvimento zootécnico, considerando pardmetros de
crescimento, ganho em peso, comprimento total, comprimento padréo, taxa de crescimento

especifico, fator de condicéo relativo e eficiéncia alimentar dos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Importancia da Cor na Piscicultura Ornamental

O mercado de peixes ornamentais tem experimentado um crescimento substancial no
Brasil, devido ao interesse crescente e a relativa simplicidade das operacdes envolvidas, além
do alto valor comercial desses peixes. Como resultado, os produtores estdo buscando oferecer
produtos diferenciados no mercado global, destacando-se por cores vibrantes, formatos
distintos e caracteristicas Unicas nas espéecies. Entretanto, manter a vitalidade e a intensidade
das cores desses peixes ao longo do processo de transporte e até chegarem aos consumidores
finais tem se mostrado desafiador. Os procedimentos de manejo e transporte podem expor 0s
peixes a periodos de estresse, impactando negativamente sua vitalidade e a vivacidade de suas
cores (CARDOSO et al., 2011). A piscicultura ornamental frequentemente enfrenta desafios
significativos em relacdo aos custos de producgdo associados a alimentacdo, por essa razdo, é
crucial explorar abordagens inovadoras que tenham o potencial de aprimorar diversos aspectos
da criacdo de peixes ornamentais (ZUANON et al., 2011). Essas inovac¢des visam ndo apenas
melhorar o desempenho zootécnico dos peixes, mas também aumentar sua resisténcia a
doencas, fortalecer suas respostas imunoldgicas e, consequentemente, reduzir as taxas de
mortalidade (FIROUZBAKHSH et al., 2011). Na producéo de racdes destinadas aos peixes
ornamentais, € comum empregar aditivos, como os pigmentos, com a finalidade principal de
acentuar a coloracdo da pele desses animais. Entre esses aditivos, destacam-se os carotenoides,
que ndo apenas intensificam as tonalidades cromaticas, mas também desempenham um papel
fundamental no reforco da resposta imunoldgica e na otimizacdo do desempenho geral dos
peixes (ZUANON et al., 2011).

1.2 Uso de Pigmentos para Intensificar a Coloracao

O uso de pigmentos naturais para intensificar a coloracdo dos animais tem ganhado
destaque como uma abordagem promissora na piscicultura ornamental. A cor desempenha um
papel fundamental na atracdo e selecdo de peixes para aquarios, influenciando diretamente o

valor estético, econdmico e comercial desses animais (GOMES et al., 2021).

Com o proposito de aprimorar a aparéncia dos peixes, € comum a utilizacdo de
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pigmentos sintéticos com eficiéncia limitada (NHAN et al., 2019; RASHIDIAN et al., 2020Db).
Diante dessa limitacdo, tém sido explorados pigmentos naturais nas dietas como uma
abordagem promissora (VANEGAS-ESPINOZA et al., 2019) para intensificar a coloracdo e,
adicionalmente, para potencializar a atividade antioxidante e mitigar os danos causados pelos
radicais livres (NHAN et al., 2019).

A incluséo de pigmentos naturais nas dietas de peixes esta intrinsicamente associada a
melhorias ndo apenas na coloracdo dos animais, mas também na promocdao da salde e vitalidade
dos mesmos (ZUANON et al., 2011). Além de conferir cores mais vibrantes, os pigmentos
naturais tém a funcéo de fortalecer a satde do organismo, contribuindo para a manutencdo da
integridade celular e a redugdo de danos causados por processos oxidativos indesejados
(VANEGAS-ESPINOZA et al., 2019).

A busca por alternativas naturais, como a incorporacdo de pigmentos derivados de
fontes vegetais, reflete a preocupacdo crescente com a salde dos peixes ornamentais em
ambientes de criacdo. Além de agregar beleza e vivacidade, os pigmentos naturais oferecem
beneficios que vdo além da estética, contribuindo para a higidez geral dos animais e
favorecendo seu bem-estar (JORJANI et al., 2019).

Assim, a utilizacdo de pigmentos naturais ndo se restringe unicamente a melhoria
estética, mas também se estende a promover a salde e vitalidade dos peixes ornamentais,

tornando-se uma abordagem atrativa para a industria da piscicultura ornamental.

1.3 Potencial dos Carotenoides e a Importancia da Alimentagao

Um grupo de substancias que tem se destacado nesse contexto sdo os carotenoides,
compostos pigmentados naturalmente presentes em diversos alimentos vegetais. Os peixes,
assim como outros animais, ndo possuem a capacidade de sintetizar carotenoides, tornando
necessaria a incorporacdo desses pigmentos por meio da alimentacdo (RASHIDIAN et al.,
2020a). A ingestdo de carotenoides provenientes de fontes naturais, como plantas e micro-
organismos, pode resultar em uma coloragcdo mais intensa e diversificada nos peixes. A
coloracdo é naturalmente gerada pelos cromatoforos, células que contém pigmentos, incluindo
uma categoria especifica de compostos coloridos denominados carotenoides (JORJANI et al.,

2019). No entanto, assim como em outros animais, 0s peixes carecem da habilidade intrinseca
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para sintetizar tais pigmentos, tornando necessaria a incorporacao desses elementos atraves da
alimentacdo (RASHIDIAN et al., 2020a).

A presenca de substancias biologicamente ativas em frutas e residuos vegetais tem
impulsionado a criacdo de novas tecnologias voltadas a geracdo de produtos que oferecam
beneficios aos consumidores, ao mesmo tempo que reduzem perdas econémicas e conferem
maior valor a essas matérias-primas (PEREIRA et al., 2009). Além do impacto socioambiental,
destaca-se que a casca das frutas apresenta a maior concentracdo de atividade antioxidante
(NEVES et al., 2012), desempenhando um papel intrinseco na protecéo da planta. Vale ressaltar
que, apesar da atuacdo das enzimas antioxidantes no organismo, ndo é possivel eliminar
completamente os danos causados pelos radicais livres (SILVA et al., 2016), que sdo gerados
tanto em processos metabolicos internos quanto em resposta a exposicdo a fatores externos
(CAMPOS & LEME, 2017). Por outro lado, cresce a divulgacdo do potencial protetor de certos
alimentos, fomentando o interesse em substancias capazes de prevenir a formacdo desses
radicais livres (ROCHA et al. 2016).

1.4 A Planta de Rosella (Hibiscus sabdariffa):

A exploracdo das propriedades benéficas das plantas e seus compostos biologicamente
ativos tem impulsionado o desenvolvimento de novas abordagens na inddstria alimenticia e
medicinal. Um exemplo notéavel é a planta rosella (Hibiscus sabdariffa L.), pertencente a familia
Malvaceas, conhecida por uma variedade de nomes, como azedinha, Jamaica azeda, hibiscus,
vinagreira e cauru da Guiné (COELHO & AMORIM., 2019).

Além de seu uso culinario, a rosella possui propriedades medicinais devido a sua riqueza
em antioxidantes. Sua composic¢do inclui vitaminas E e C, acidos polifendlicos, flavonoides,
acido araquidico, acido citrico, acido estearico, acido malico, pectinas, fitoesterois e
antocianinas (ANJOS et al., 2017). Esses compostos fendlicos exibem caracteristicas
antioxidantes por meio de mecanismos intrinsecos, tais como a capacidade de neutralizacdo de
radicais livres e a inibigdo de compostos reativos durante processos metabdlicos normais. 1sso,
por sua vez, contribui para a prevencdo de danos a proteinas, lipidios e acidos nucleicos,
evitando assim danos celulares (ZHANG et al., 2008).



1.5 Espécie estudada Peixe - Mato Grosso (Hyphessobrycon eques)

O Hyphessobrycon eques, popularmente conhecido como Tetra Serpa ou Mato Grosso,
é um peixe neotropical que pertence a familia Characidae, encontrando-se amplamente
distribuido em vérias bacias hidrograficas da América do Sul, abrangendo desde a bacia do rio
da Prata até a bacia Amazonica (GIONGO et al., 2012).

Apresentando uma morfologia distintiva, 0 Mato Grosso exibe um porte pequeno, com
um tamanho padrdo de cerca de 32,0 mm, podendo atingir um comprimento maximo de 58,0
mm (HEIl Sua coloracdo avermelhada e vivida chama a atencdo, acompanhada por
caracteristicas marcantes, como uma mancha umeral escura, alongada transversalmente, e um
ponto preto conspicuo na regido dorsal, realcado por uma area branca, amarela ou vermelha.
Além disso, suas nadadeiras avermelhadas, a presenca de uma mécula escura na nadadeira
dorsal e a extremidade escura na nadadeira anal contribuem para sua aparéncia distintiva. Os
peixes também podem apresentar de dois a trés dentes no maxilar e até seis na fileira interna do
pré-maxilar (HEIN, 2008).

1.6 Papel das Enzimas Digestivas na Saude dos Peixes Ornamentais

As enzimas, proteinas responsaveis por quebrar moléculas de alimentos para facilitar o
processo metabodlico, desempenham um papel crucial na fisiologia dos peixes. Esses animais
possuem uma relacdo intima com o ambiente em que vivem, o que pode levar a variacdes nos
parametros fisico-quimicos, influenciando seu peso, crescimento e até mesmo a reproducdo. A
introducdo de enzimas externas na alimentacdo dos peixes pode oferecer beneficios
significativos, ao melhorar a digestibilidade das racGes e a absor¢do de nutrientes (GOMES et
al., 2017).

Apesar do crescimento da piscicultura ornamental, informac6es sobre a alimentacédo e
nutricdo desses peixes ainda sdo limitadas. No entanto, uma abordagem bioquimica para
compreender as enzimas digestivas é essencial para desvendar os processos de digestdo e
metabolismo de nutrientes (DORCE et al., 2020). Estudos apontam que a suplementacéo
enzimatica pode promover o crescimento e desenvolvimento positivo dos peixes ornamentais

(GOMES et al., 2017).

Embora seja necessario realizar mais pesquisas para confirmar a eficacia da



7
suplementacdo, a incluséo de aditivos, como enzimas, pode ter um impacto benéfico no
desempenho dos peixes ornamentais (GOMES et al., 2016). A incorporagdo de aditivos
enzimaticos nas ragdes, visando auxiliar as enzimas pancreéticas como a amilase, protease e
lipase, pode otimizar a absor¢do de nutrientes (GOMES et al., 2016).

No contexto dos micros ingredientes sensoriais, substancias adicionadas aos produtos
para aprimorar ou modificar suas propriedades organolépticas ou caracteristicas visuais,
desempenham um papel crucial na piscicultura ornamental (CAVALHEIRO et al., 2014).
Formulacgdes de dietas mistas, combinando ra¢6es formuladas e plancton, tém se mostrado uma
abordagem viavel para atender as necessidades metabdlicas dos peixes (TAVARES, 2016). A
alimentacéo, onde diferentes tipos de dietas sdo oferecidos simultaneamente, pode melhorar a
digestdo e absorcdo das dietas, contribuindo para o crescimento e sobrevivéncia dos peixes
(FOSSE et al., 2013).

1.7 Papel das Enzimas Antioxidantes na Saude dos Peixes Ornamentais

Dentro do intricado sistema de defesa antioxidante dos peixes ornamentais, a
superoxido dismutase (SOD) assume um papel de destaque. Essa enzima desempenha uma
funcdo vital ao catalisar a conversdo do superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio,
proporcionando uma linha de defesa antioxidante fundamental (BIANCHI & ANTUNES,
1999).

A importancia da nutricdo nos peixes ornamentais reflete-se nas semelhancgas de suas
exigéncias nutricionais com as dos peixes destinados ao consumo. No entanto, nos peixes
ornamentais, existe um acréscimo notadvel na necessidade de carotenoides. Além de
contribuirem para a pigmentacdo da pele, esses compostos lipossollveis desempenham um
papel vital como antioxidantes eficazes, reforcando ainda mais a relevancia da alimentacéao
balanceada (ZUANON et al., 2011). O sistema antioxidante, intrincado em sua natureza, opera
em harmonia com uma série de enzimas. Um exemplo notavel é a colaboracdo entre a
superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT). A SOD age na conversdo do ion superoxido
(O2 -) em peroxido de hidrogénio (H20:), enquanto a enzima catalase decompde o peroxido de
hidrogénio em &gua (H:0) e oxigénio (Oz) (ROSEIN et al, 2004). As investigacOes realizadas
em espécies de peixes ornamentais, como a zebra fish, revelaram resultados promissores com

ainclusdo de suplementos, como a vitamina E, na dieta. Os beneficios foram notaveis, incluindo
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melhorias no estado antioxidante dos peixes e um aumento significativo na capacidade global
de combate aos radicais livres (PEREIRA, 2017).

1.8 Papel das Enzimas Metabolicas na Saude e Nutricdo de Peixes Ornamentais

Os aditivos enziméticos representam um componente valioso nas estratégias de
manejo nutricional de peixes ornamentais. Embora ndo fornegcam diretamente nutrientes, essas
enzimas desempenham um papel crucial ao aprimorar a eficacia do processo digestivo,
aumentando assim a digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta (CAMPESTRINI et al.,
2005).

No ambito hepatico, as enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) desempenham um papel de destaque como marcadores sensiveis de
salde hepética. Elevacfes nos niveis séricos dessas enzimas sao frequentemente associadas a
disfungbes hepéticas, muitas vezes resultantes da ruptura dos hepatdcitos (BORSA et al., 2006).
Portanto, a monitorizacdo dos niveis dessas enzimas pode fornecer insights cruciais sobre a
saude do figado. A exposicdo a poluentes e substancias quimicas pode alterar processos
metabolicos e celulares no figado. Isso afeta os resultados dos perfis bioquimicos, incluindo
enzimas hepaticas, usadas para entender os mecanismos de acdo dessas substancias. Essas
mudancas nos niveis de enzimas hepéticas e outros marcadores indicam danos e respostas
adaptativas do organismo (OTA et al., 2015).

Considerando a relevancia do figado como um dos principais 6rgaos afetados por
substancias toxicas, torna-se imperativo compreender a relacdo entre a nutricdo e a saude
hepatica na piscicultura ornamental (MONTANHA & PIMPAO, 2012). Uma abordagem
alimentar sensata e estratégica pode contribuir significativamente para promover uma boa
préatica de manejo alimentar, com o uso de alimentos naturais e equilibrados (RIBEIRO et al.,
2007).



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura da Universidade Federal da
Grande Dourados, utilizando-se a espécie nativa Hyphessobrycon eques, o Mato Grosso. O
ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais do Centro Universitario
da Grande Dourados/CEUA, protocolo: 034/17.

3.2 Obtencéo e preparo do extrato hidroalcoolico de rosella (Hibiscus sabdariffa)

A aquisicdo de pétalas de rosella desidratas, foi adquirida por meio do comércio local.
Para a elaboracdo do extrato, o material foi meticulosamente pesado até atingir uma quantidade
de 50 gramas. Em seguida, foi empregado 300 mL de uma solucéo hidroalcodlica (50:50) para
a preparacdo do extrato. O material foi entdo armazenado em condicdes refrigeradas por um

periodo de 7 dias, visando a extracdo dos componentes desejados.

3.3 Preparo da dieta

Foi utilizada uma dieta comercial (40,88% PB e 4374,8 Kcal kg-1) controle contendo
os ingredientes: Amido de Milho, Alho, Beterraba, Cantaxantina, L-Carnitina, Extrato Vegetal,
Farelo de Linhaca, Farelo de Soja, Farinha de Artémia, Farinha de Peixe, Isolado Proteico de
Soja, L-Lisina, Milho, Oleo de Peixe, Oleo de Soja, Protenose, Quirera de Arroz, Sal, Extrato
de Yucca, Premix Vitaminico Mineral e Aditivos Conservantes, Antioxidante, Adsorvente de
Micotoxinas, Probidtico, Prebidtico e Multienzimatico. A racdo comercial especifica para
peixes ornamentais foi utilizada como base para as ragoes experimentais.

Posteriormente, foi procedido a incorporagéo do extrato a racdo, seguindo proporcdes
especificas de controle (sem o extrato) 0,12 mg, 0,25 mg e 0,50 mg, respectivamente. Apds a
inclusdo do extrato, as ragdes foram submetidas a um processo de secagem em uma estufa com
temperatura controlada de 65°C, que se estendeu ao longo de 24 horas. Esse procedimento foi
adotado para assegurar a remogédo de umidade e garantir a estabilidade do extrato na ragéo.

Apdbs o processo de secagem, as racGes foram novamente pesadas para garantir que
cada amostra atingisse o peso final de 50 gramas. Em seguida, foram armazenadas em potes

herméticos e vedados, a fim de protegé-las da exposicéo a luz e prevenir a degradacéo dos
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compostos sensiveis a luz. Essas medidas foram adotadas para manter a integridade dos extratos

e garantir a uniformidade das amostras de ragéo utilizadas nos experimentos subsequentes.

TABELA 1. Composi¢do bromatoldgica analisada e caracteristicas antioxidantes de dietas
experimentais contendo diferentes niveis de extrato hidroalcodlico de rosella.

Dietas (mg.kg™)

Composdicao (%) Controle 0,12 0,25 0,50
Dieta Comercial (g) 100 100 100 100
Extrato de rosella (mL) - 12 25 50

Composicdo bromatolégica

Matéria seca (%) 90,38 90,38 90,38 90,38
Cinzas (%) 10,54 10,54 10,54 10,54
Proteina Bruta (%) 40,88 40,88 40,88 40,88
Extrato Etéreo (%) 10,31 10,31 10,31 10,31
Fibra Bruta (%) 2,46 2,46 2,46 2,46
Energia Bruta (kcal.kg™?) 4374.,8 43748 43748 4374.,8
3.3 Animais

O ensaio in vivo foi realizado com 120 peixes (0,51+ 0,66 g), provenientes da mesma
ninhada, com 4 meses de idade. Foram distribuidos aleatoriamente em 12 aquarios de
polietileno de 20L, em sistema de recirculacdo de dgua, com a densidade de estocagem de 10
peixes por aquario, estes peixes foram submetidos por 21 dias a alimentagdo com diferentes
niveis de extrato hidro alcodlico de rosella. (controle; 0,12; 0,25 e 0,50mg de EHR /kg de racéo).

Os niveis de amonia (0,002 £ 0,001 mg L-1) foram medidos semanalmente com Kit
de Testes Labcon (Industria e Comércio de Alimentos Desidratados Alcon Ltda., Balneéario de
Camboriu, SC, Brasil). Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia (8:00; 11:00; 15;00), por
um periodo de 21 dias até a aparente saciedade. Foi utilizado uma dieta comercial para a espécie
(40,88% PB e 4374,8 Kcal kg-1) suplementada com o extrato hidroalcéolico de rosella para
obter as concentragdes (controle; 0,12; 0,25 e 0,50 mg de EHR /kg de racdo) (Tabela 1). A

tolerancia dos peixes foi aferida pela sobrevivéncia aos protocolos de alimentacéo diariamente.
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A tolerancia dos peixes ao EHR foi aferida pela sobrevivéncia aos protocolos de
alimentacédo diariamente. No 21° dia os peixes foram eutanasiados e mensurados 0 peso e 0
comprimento, para os calculos de desempenho zootécnico: Ganho em peso = peso final - peso
inicial; taxa de crescimento especifico: ([{In do peso final - In do peso inicial)/dias de
experimento] x 100}; eficiéncia alimentar: EA = ganho de peso / consumo de racao;
Sobrevivéncia: S = [numero de peixes final/nimero inicial de peixes] x 100. E fator de
condicdo: K= W/Lb, onde W= peso total, L= comprimento e b= coeficiente angular da relacdo
peso/comprimento). Para mensurar a coloracdo, todos os peixes foram utilizados e aferidos com
0 auxilio de fotocolorimetro portatil Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta®), por sistema de
coordenadas de Hunter L*, a*, b*, que mede a intensidade de L* que representa brilho ou
luminosidade (-100 preto e, +100 branco), a cromaticidade de a*, representado pelas
tonalidades de verde (-100) e vermelho (+100) e a cromaticidade de b*, representado pelas
tonalidades de azul (-100) e amarelo (+100) (Rezende et al., 2012). A mensuracao foi realizada
na regido dorsal, logo abaixo da nadadeira dorsal, no peixe in vivo. Para avaliagdo da atividade
hepética e atividade antioxidante do extrato de casca de Rosella, 30 exemplares de peixe Mato
Grosso foram utilizados, as andlises foram realizadas individualmente. A quantificacdo foi

realizada na regido dorsal, logo abaixo da nadadeira dorsal, no peixe in vivo.

3.4 Analise enzimatica

Para andlise das enzimas metabolicas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), amostras de figado (100 mg) foram homogeneizadas com tampao
fosfato de sodio (glicerol v/v em tampdo fosfato de sédio 20 mM e Tris 10 mM - pH 7,0) em
homogenizador tipo Potter-Elvehjem. Posteriormente, esta amostra foi centrifugada a 4°C por
trés minutos a 600 x g e 0 sobrenadante submetido a uma nova centrifugacao por oito minutos
a 6000 x g. O sobrenadante foi utilizado para os ensaios enzimaticas ALT e AST. As
mensuracoes da atividade das referidas enzimas foram determinadas por uma modifica¢do do
método de Reitman; Frankel (1957). As leituras das amostras foram realizadas por
espectrofotometria (espectrofotdbmetro semiautomatico Bioplus S-200), com luz de
comprimento de onda apropriado para cada teste.

A atividade antioxidante na pele foi realizada através da atividade da superperoxido
desmutase testada por auto-oxidagéo de pirogalol, que é inibida na presenca de SOD (Beutler

1984, modificado). As leituras de absorbancia foram realizadas em 420 nm, considerando que
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1,0 Ul inibe 50% a auto-oxidacdo do pirogalol. A atividade catalase foi avaliada lendo o
decaimento de H202 a 230 nm (Beutler 1984). Uma unidade de CAT foi definida como a
quantidade de enzima necessaria em 1,0 umol de H202 min — 1 de oxidagéo, e a absortividade
molar usada foi (H202) €éA230 = 0,071 mM cm — 1. A proteina foi determinada com reagente

de Bradford contra uma solucéo padrdo de BSA (Kruger 1994).

3.5 Procedimento estatistico
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado contendo quatro
concentragdes de EHR: 0 (controle); 0,12; 0,25 e 0,50 mg de EHR/kg de ragé&o na alimentacéo
dos peixes Mato Grosso com 3 repeti¢des. A normalidade e homogeneidade da variancia dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, em programa Bioestat (versdo 5.0). Foi
realizada a analise de variancia (ANOVA), e quando detectada diferenca significativa (p<0,05),

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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O EHR demonstrou que pode ser utilizado com seguranca na alimentacdo do Mato

Grosso, uma vez que ndo houve mortalidade durante o ensaio. As concentragdes de 0,12 e 0,25

mg de EHR/Kg de racdo proporcionaram melhores indices de eficiéncia alimentar e as rages

de 0,25 e 0,50 mg de EHR/kg maior comprimento padrdo. O grupo controle (sem a inclusao

de EHR/Kkg) e o grupo com menor concentra¢ao (0,12 mg EHR/kg), obtiveram menores indices

de crescimento (Tabela 2).

TABELA 2. Desempenho zootécnico e coloracdo da pele, atividade das enzimas digestivas,

metabdlicas e antioxidantes do peixe Mato Grosso (Hyphessobrycon eques) alimentados com

diferentes niveis de inclusdo de extrato hidroalcodlico de rosella (Hibiscus sabdariffa).

Dietas (mg.kg?)

Parametros Controle 0,12 0,25 0,50 P
GP (g) 0,43+0,09 0,47+0,06 0,53+0,05 0,57+0,08 0,0789
CT (cm) 3,14+0,22 3,10+0,18 3,27+0,16 3,2710,22 0,1753
CP (cm) 2,4810,22b 2,3940,17b 2,62+0,17a 2,65+0,18a 0,0417
Altura (cm) 1,2040,13 1,21+0,13 1,2610,12 1,22+0,13 0,8101
EA 1,7810,33b 3,16+0,44a 3,58+0,39a 1,91+0,29b <0,0001
TCE (%/dia) 18,95+0,88 18,42+0,64 19,02+0,52 19,31+0,68 0,0733
FC 0,035+0,004 0,032+0,002 0,031+0,002 0,035+0,008
Coloragdio da pele
L* 58,89+7,89 43,44+18,07 44,23+5,64 43,73+12,64 0,2970
a* 1,76+0,48b 2,01+1,00a 2,45+0,78a 3,19+1,57a 0,0349
b* -1,15+0,85a -3,43%4,49a 0,07+0,86b -0,7210,70a 0,0222
Enzimas Metabdlicas (U/mg)
ALT 892,00+31,14a 813,75+19,64a 633,0£29,47b 603,75+14,62b <0,0001
AST 859,60+31,19a 879,50+82,96a 774,0£21,41b 761,25+23,95b <0,0001
Albumina* 0,13+0,01 0,12+0,01 0,12+0,02 0,12+0,03 0,0975
Enzimas antioxidantes (U/mg)
CAT 97,6719,02b 89,516,36b 105,7+2,08a 105,0+2,88a <0,0001
SOD 3,65+0,5 4,30+0,7 4,20+0,55 4,12+0,29 0,3801
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*Meédias seguidas de letras distintas reportam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05);
Dados expressos em media £ desvio padrdo. GP (mg)= Ganho em peso; CT (cm)=
Comprimento Total; CP (cm)= Comprimento Padrdo; EA= Eficiéncia Alimentar; TCE (%/dia)
= Taxa de Crescimento Especifico; FC= Fator de Condicdo relativo. ALT - Alanina
Aminotransferase; AST - Aminotransferase de Aspartato; SOD - Superdxido Dismutase; CAT
- Catalase. *Albumina (g.dL™).

A luminosidade do peixe ndo apresenta qualquer alteracéo frente a suplementacédo EHR
na alimentag&o de peixe mato grosso. A altas doses de EHR apresenta 0 aumento da intensidade
de vermelho nos peixes (Tabela 2). A utilizacdo de 0,50 de EHR promove maior efeito na
coloracdo no croma a*. A rosella se destaca por possuir uma alta taxa de concentracao de
antocianinas em sua composi¢do bioguimica, além da presenca de compostos fenolicos que
em conjunto sdo responsaveis pela sua coloracdo e poder antioxidante (Silva et al., 2016).
Fator este observado nos peixes alimentados com 0,25 e 0,50 mg de EHR/kg na dieta, pelo
aumento de cor vermelha demonstrado pela cromaticidade de a*. A inclusdo de corantes
naturais, como as antocianinas presentes na rosella, nas ragdes para peixes ornamentais,
mostrou-se uma alternativa viavel e sauddvel em substituicdo aos corantes sintéticos
(ZUANON et al., 2011). A resposta da atividade antioxidante das dietas com inclusdo do
extrato de rosella estdo relacionadas aos compostos bioativos presentes em sua composicao.
A presenca de compostos antioxidantes, como antocianinas, flavonoides e betacaroteno,
buscam retardar ou bloquear os efeitos causados pelos radicais livres (Gomes et al., 2021).
Esta acdo protetora ocorre, principalmente, pela presenca de ativos nutricionais incorporados
na dieta (OTA et al., 2019), como fontes naturais (MAITI et al., 2017). Além de aumentar a
coloracdo dos alimentos, os corantes naturais também podem beneficiar o sistema
imunoldgico dos peixes. A concentracdo de antocianinas na composicao bioquimica da rosella
reforga sua capacidade de conferir uma coloragdo vermelha atrativa aos peixes ornamentais.
Em suma, os resultados deste estudo indicam que o extrato hidroalcéolico de rosella possui
atividade antioxidativa e hepatoprotetora em peixes ornamentais. Essa descoberta pode
contribuir para o desenvolvimento de ragdes mais saudaveis e naturais, com beneficios néo
apenas na coloracdo dos peixes ornamentais, mas também em sua salde geral e resisténcia a

doencas.
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Alguns trabalhos reportam o sucesso da incorporagdo de plantas com componentes
pigmentantes na alimentacdo de peixes (KAUR & TARANG, 2017), no entanto, poucos
estudos foram realizados em peixes neotropicais.

Neste estudo houve um indicativo da melhora da CAT (Catalase), nas concentracfes
de 0,25 e 0,50 EHR, esta enzima de origem dietética, tem ag&o reduzir a formag&o de radicais
livres, mais especificamente atua impedindo a formacéao de perdxido de hidrogénio, catalisa a
conversdao do H.02 a H.O (BARBOSA et al., 2010). Enquanto SOD (Superdxido dismutase),
permaneceu com valores sem alteracdo significativa, esta enzima apresenta catalisa a
conversao do radical superdxido (O2°) em perdxido de hidrogénio H.O> (RODRIGUES et al.,
2002). A resposta mais expressiva das enzimas oxidativas, como a Catalase (CAT) e a
Superoxido Dismutase (SOD), sugere uma maior eficiéncia do extrato hidroalcéolico de
rosella em combater os radicais livres e reduzir o estresse oxidativo no figado dos peixes, 0
que contribuiu para a atividade hepatoprotetora observada.

A resposta da atividade antioxidativa das dietas com inclusdo do extrato de rosella,
estdo relacionadas aos seus compostos bioativos, presentes nas pétalas das flores (ANJOS et
al., 2017). Esta acdo protetora se da, principalmente, pela presenca de compostos bioativos, que
sdo provenientes de uma dieta variada, visando o aproveitamento de alimentos ricos em
nutrientes, com destaque para os compostos fendlicos, antocianinas, carotenoides e flavonoides
(PALLAUF et al., 2013). No presente estudo, ocorreu uma diminuic¢do significativa nas
enzimas metabodlicas AST (aspartato aminotransferase) e a ALT (alanina aminotransferase),
revelando assim seu efeito hepatoprotetor, demonstrando, uma resposta significativa as
inclus@es de 0,25 e 0,50 de EHR /kg. A beleza do peixe exacerbada pelo aumento da cor é um
fator que a nutricdo de organismos aquaticos ornamentais vem buscando, associado a melhora
na saude e bem-estar. Neste contexto, o principal 6rgdo do metabolismo de energia nos peixes
é o figado, e sua desintoxicacdo apresenta efeito protetor desses animais, e danos como lesGes
ou disfuncao tem se tornado um dos problemas mais sérios na aquicultura (Ma et al., 2019). A
diminuicdo significativa observada nos valores de AST, revelou um efeito hepatoprotetor, da
inclusdo do EHR. O efeito hepatoprotetor foi reportado por algumas plantas (Ota et al., 2019;
Gao et al., 2020), demonstrando melhora no desenvolvimento dos peixes.

Segundo Arauco et al. (2007), verificou-se através da analise histolégica do figado de
ra-touro, ndo ocorreu lesdes celulares aos hepatdcitos, alimentados, com extrato hidroalcoolico
de propolis na racédo, afirmando em seu estudo que é de significativa a importancia na protecédo

da biomembrana dos hepatécitos. A utilizacdo de corantes naturais, que contém fatores
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pigmentantes como antocianinas, que promovem a pigmentacdo vermelhas nos alimentos,
sendo uma alternativa para a diminui¢do corantes sintéticos, uma vez que 0s naturais além de
aumentar a coloragdo favorecem o sistema imune, rosella se destaca por possuir uma taxa de
concentragdo de antocianinas em sua composic¢ao bioquimica (VANEGAS-ESPINOZA et al.,
2019).

Os compostos bioativos presentes nas pétalas de rosella, como antocianinas,
flavonoide, foram responsaveis pelas respostas antioxidantes observadas. Esses compostos tém
conhecidas propriedades antioxidantes e buscam retardar ou bloquear os efeitos prejudiciais
dos radicais livres no organismo. No trabalho de Vanegas-Espinoza et al. (2019) também foi
reportado o aumento da pigmentagdo nas maiores concentragdes de aditivo (antocianinas
microencapsuladas), a base de rosella, adicionado na dieta dos peixes (Carassius auratus) A
presenca desses compostos nas racdes enriquecidas com EHR contribuiu para melhorar a
atividade antioxidante no figado dos peixes ornamentais. Além dos efeitos antioxidantes, o
extrato de rosella também demonstrou atividade hepatoprotetora nos peixes ornamentais.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o extrato hidroalcéolico de rosella (Hibiscus
sabdariffa) possui propriedades antioxidativas e hepatoprotetoras em peixes ornamentais. A
inclusdo do extrato na dieta dos peixes resultou em respostas significativas nas atividades das
enzimas antioxidantes, especialmente na Catalase (CAT), que mostrou uma melhora em sua
atividade com as dosagens de 0,25 e 0,50 mg de EHR/Kg de racdo. A presenca de compostos
bioativos, como antocianinas, flavonoides e betacaroteno, nas pétalas de rosella, desempenhou
um papel fundamental nas respostas antioxidativas observadas. Esses compostos tém a
capacidade de combater os radicais livres, protegendo as células do organismo contra o estresse
oxidativo e os danos causados por essas espécies reativas.

Além disso, os resultados indicaram um efeito hepatoprotetor do extrato de rosella,
evidenciado pela diminuicéo significativa das enzimas metabolicas AST e ALT no figado dos
peixes ornamentais alimentados com as dosagens de 0,25 e 0,50 mg de EHR/kg de racdo. Esses
achados sugerem que o extrato de rosella pode ajudar a proteger o figado contra possiveis lesdes
e danos. A inclusdo de corantes naturais, como as antocianinas presentes na rosella, nas ragoes
para peixes ornamentais, aléem de proporcionar uma coloracdo vermelha atraente, também
apresenta vantagens em relacdo aos corantes sintéticos, uma vez que contribui para o
fortalecimento do sistema imunoldgico dos peixes. Esses resultados sdo promissores e abrem
caminho para novas pesquisas e desenvolvimento de ragGes enriquecidas com extrato de rosella,
visando o bem-estar e a salde dos peixes ornamentais. A utilizacdo de corantes naturais e
compostos bioativos provenientes de fontes vegetais como a rosella representa uma abordagem
sustentavel e saudavel para a industria de aquicultura, proporcionando beneficios tanto aos

produtores quanto aos consumidores.
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