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RESUMO

Para o mercado da aquariofilia, os peixes devem apresentar
caracteristicas especificas, em especial o tamanho, a forma e a
coloracdo. O objetivo desse trabalho foi o de comparar a eficiéncia de
produtos comerciais (CAROPHYLL Pink e Naturose) contendo
astaxantina sintética e natural, respectivamente, na coloracdo, no
crescimento e na sobrevivéncia de juvenis de peixe-palhago Amphiprion
ocellaris. Trés dietas experimentais foram desenvolvidas a partir de uma
racdo base: Dieta controle (Dc= sem inclusdo de astaxantina), Dieta
suplementada com astaxantina sintética (Das) e Dieta suplementada com
astaxantina natural (Dan), sendo que o carotenoide foi incluido na racdo
base pelo método de aspersdo. No periodo experimental de 60 dias
foram realizadas cinco tomadas de dados para a biometria e fotografia
dos peixes (0, 15, 30, 45 e 60 dias). Para leitura da coloracdo foram
aplicadas as coordenadas RGB (red, green e blue) no software Adobe
Photoshop® CS6, e depois transformadas para HSB (hue, saturation e
brightness, ou matiz, saturacdo e brilho) por programacgéo no programa
Matlab R2016a. A analise da coloracdo foi realizada em cinco regides
do corpo dos peixes. Os resultados indicaram que ndo houve diferenca
significativa (ANOVA unifatorial, p<0,05) entre as dietas em rela¢do ao
peso e ao comprimento total dos peixes, e a sobrevivéncia foi de 100%
em todos os tratamentos. A suplementagdo da ragdo com astaxantina
base foi efetiva para que os peixes ficassem mais pigmentados, sendo
que a dieta contendo Naturose foi a mais eficiente para a pigmentacdo
dos peixes. Apds 45 dias de experimento, nas dietas com a inclusdo de
astaxantina, foi possivel visualizar mudancas mais significativas da
pigmentacdo nas diferentes regides, endo a regido ventral (RV) a mais
pigmentada em menor tempo de alimentagdo. Ao final dos 60 dias de
experimento ficou demonstrado que os peixes alimentados com a dieta
contendo astaxantina natural foram os que tiveram a coloragdo mais
préximo ao vermelho, comprovando a relagdo da pigmentacdo com a
suplementacdo de carotenoides na alimentagdo e com o tempo de
alimentacao.

Palavras-chave: 1. Aquicultura. 2. Peixe-palhaco. 3. Coloragdo. 4.
Peixes ornamentais. 5. Naturose e CAROPHYLL Pink.






ABSTRACT

For the ornamental fish trade, the individuals must have specific
characteristics, in particular the size, shape and coloration. The aim of
this study was to compare the efficiency of commercial products
(CAROPHYLL Pink and Naturose) containing synthetic and natural
astaxanthin, respectively in, color, growth and survival of juvenile
clownfish  Amphiprion ocellaris. Three experimental diets were
developed from a base feed: Control Diet (DC = without the addition of
astaxanthin), Diet supplemented with synthetic astaxanthin (DAS) and
Diet supplemented with natural astaxanthin (DAN), included by the
spray method. During the trial period (60 days) five data collections
were carried out for biometry (weight and body length) and individual
photo documentation (0, 15, 30, 45 and 60 days). RGB coordinates were
applied for coloring reading (red, green and blue) in Adobe Photoshop®
CS6 software, and then transformed to HSB (hue, saturation and
brightness) in Matlab R2016a software. The color analysis was
performed on five fish body areas. There were no significant differences
between diets on fish weight and body length, and the survival rate was
100% in all treatments. The inclusion of dietary astaxanthin was
effective for fish pigmentation. The diet supplemented with Naturose
was the most efficient for fish coloration. After 45 days, it was possible
to view significant changes in coloration in fish fed with the inclusion of
astaxanthin in different body areas, with the ventral region the most
pigmented one in the shortest feeding time. At the end of 60 days, it was
shown that fish fed with a natural astaxanthin containing diet were the
ones closest to the species characteristic red color, showing the
relationship of pigmentation with carotenoid supplementation associated
with feeding and feeding time.

Keywords: 1. Aquiculture. 2. Clownfish. 3. Coloration. 4. Ornamental fish. 5.
Naturose and CAROPHYLL Pink






LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Arranjo estrutural da astaxantina [3S, 3’S]....ccccovvviernniinnirneenn 200
Figura 2. Microalga Haematococcus pluvialis...........ccocoovernineenciencnncne, 21

Figura 3. Foto esquematizada das regides do Amphiprion ocellaris para
leitura da coloracdo (25 pixels / regido), contendo os cartdes de
referéncia amarelo e vermelho e etiqueta de identificacdo (n° do
tanque / n° amostral). Sendo |- Regido da cabeca (RC), I1- Regido
dorsal (RD), I11- Regido ventral (RV), IV- Nadadeira peitoral (NP)

e V- Nadadeira caudal (NC)........ccccorrrieiiriiiineeeseee e, 33

Figura 4. Valores médios do matiz (H, °) para o corpo inteiro das dietas
controle, astaxantina sintética e astaxantina natural ao longo de 60

Figura 5. Valores médios da saturacdo (S, %) para o corpo inteiro das dietas,
sendo a dieta controle, dieta com astaxantina sintética e dieta com
astaxantina natural ao longo de 60 dias...........ccocovvrvririieinnceiens 43

Figura 6. Valores médios do brilho (B, %) para o corpo inteiro das dietas,
sendoa dieta controle, dieta com astaxantina sintética e dieta com
astaxantina natural ao 1ongo de 60 dias..........cccccevveeereiereiniereiesienns 43

Figura 7. Imagens dos peixes ao final do experimento que receberam as
dietas: @) Dc, b) Das € C) DAN:«evrverererieirieisieeseeete e 58






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicédo centesimal da ragéo base utilizada na elaboragéo das
dietas. Dados constantes na embalagem do produto ...........cccoeeerrnrceiinnnceene,

Tabela 2. Concentragdes de astaxantina empregada nas dietas de peixes..........

Tabela 3. Dados do peso (g) dos juvenis de A. ocellaris alimentados com as
dietas contendo astaxantina sintética e astaxantina natural ao longo do
tempo. Onde D¢ = dieta controle, Das = dieta com astaxantina sintética e
Dan = dieta com astaxanting Natural ............cccooveiirnceinneiee e

Tabela 4. Dados do comprimento total (cm) dos juvenis de A. ocellaris
alimentados com as dietas contendo astaxantina sintética e astaxantina
natural ao longo do tempo. Onde D¢ = dieta controle, Das = dieta com
astaxantina sintética e Dan = dieta com astaxantina natural .............c..ccceveeeee.

Tabela 5. Valores do Matiz (H, °) dos juvenis de A. ocellaris alimentados
com as dietas contendo astaxantina sintética e natural em relagéo ao tempo.....

Tabela 6. Valores da Saturagdo (S, %) dos juvenis de A. ocellaris
alimentados com as dietas contendo astaxantina sintética e natural ..................

Tabela 7. Valores do brilho (B, %) dos juvenis de A. ocellaris alimentados
com as dietas contendo astaxantina sintética e natural..............ccoccoeevviieiinnennes






SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ..o, 17
1.1 REFERENCIAL TEORICO ..o, 17
00 5 I =T [0 T=Y o1 (oL OO SRU 18
1.1.2 O3 CArOtENOIUES. ... veveeveieeriecieeie sttt 18
1.1.3 Astaxantina e suas principais funcées biologicas..................... 19
1.1.4 Haematococcus pluvialis: cultivo e seus produtos comerciais. 21
1.1.5 Manutencéo da coloragdo de peixes em cativeiro................... 22
1.2 OBJETIVO GERAL.....c.o oottt 23
1.2.1 Objetivos ESPECITICOS.......cuiieiiiiireice e 23
2. ARTIGO CIENTIFICO: ..o, 25
INTRODUGAO ...t 27
MATERIAL E METODOS.........oomeieeeeieeeeeeeeieeessss s 29
Material biologico e condi¢fes experimentais...........ccocvvcerervivreennn. 29
BIOMELIIA.....i it 29
Dietas EXPErimeNntais ........cccoriveririiiniee et 30
indice de coloragéo da pele de juvenis de A. ocellaris...................... 32
ANALISE ESALISTICA ....eveveivececie e 33
RESULTADOS. ..ottt 34
Sobrevivéncia e crescimento de juvenis de A. ocellaris.................... 34
indices de COlOragao X tEMPO........ccvveevervrereeereeseieeiesssssesieressessessenes 35
IMIBTIZ ... 35
ST LU= Vo= 1o USSR 37
BrilNO .o 38
Comparacao do indice de coloracéo do corpo inteiro entre Dc,

Das € Dan em relac8o ao temMpPO .....ocveeeveveceee e 40
DISCUSSAO ...t ssssassssssssssssssssssesssness 42
Crescimento & SODrevivENCIa.........ccccvvveiiiiiie 42
indice de colOragao X tEMPO .........cccovevervreireseeeseieeeessss s 43
CONCLUSOES ... ssssssssssns 44
REFERENCIAS ....oooooiitiiniieeiee sttt ssssnens 45
REFERENCIAS DA INTRODUCAO GERAL.......ccccocovvevererennne. 49
APENDICE ..ottt 55
A) Rotina desenvolvida para transformagdo dos valores de RGB

em HSB no software MATLAB R2016a.........c.ccoceovininenniienenn 55
B) Fotografia de juvenis de A. ocellaris apés 60 dias de

Lo 01T 110 1=T ] (TSRS 58
ANEXO A — DESCIICAD .....ecvveveiiiitesieeieseste s ste et ste e naesneans 56

Protocolo da analise do teor de astaxantinas nas amostras............. 59






17

1 INTRODUCAO GERAL
1.1 REFERENCIAL TEORICO

A aquariofilia consiste na pratica de criar peixes e outros
organismos aquaticos ornamentais, simulando condigdes similares
aquelas do meio ambiente onde estes animais sdo encontrados (DILER;
DILEK, 2002). Com o crescimento do mercado para esta atividade, tem
havido maior preocupagao com relacdo a sustentabilidade, uma vez que,
a maioria dos animais marinhos comercializados ainda provem de
extrativismo (WABNITZ et al. 2003). Os peixes recifais, apresentam
diferentes formatos, colora¢Ges chamativas e tamanho reduzido, o que
0s tornam os principais alvos de coleta para fins ornamentais (ZUANON;
SALARO; FURUYA, 2011).

Um bom exemplo destes peixes altamente explotados sdo os
pertencentes a familia Pomacentridae, por apresentarem as
caracteristicas descritas anteriormente, particularmente a espécie de
peixes-palhaco Amphiprion ocellaris. De acordo com a Global Marine
Aquarium Database, esta foi a espécie marinha mais comercializada
entre 1997 a 2002 (GREEN, 2003) e, conforme Rhyne et al. (2012) A.
ocellaris foi a quinta espécie mais comercializada nos Estados Unidos
em 2011 e 2012. Segundo Wittenrich (2007), os peixes-palhago
apresentam muitas peculiaridades, que os tornam candidatos perfeitos
para a vida em cativeiro. Na natureza, estes peixes sdo fortemente
ligados ao local onde vivem e raramente se aventuram longe da protecdo
da anémona-do-mar. Por isso, ndo apresentam rapida natacdo e
raramente sofrem estresse devido as limitagdes do aquéario. Vale
ressaltar que, em relacdo a essa espécie, ja existe um protocolo
facilmente executavel de manutencdo de reprodutores e para a obtencédo
de desova e larvicultura, o que a torna ideal para a aquicultura
(WITTENRICH, 2007).

No ambiente natural, estes peixes consomem microalgas,
macroalgas e crustaceos durante todo o seu ciclo de vida, o que permite
que ingiram uma grande quantidade de pigmentos, especialmente os
carotenoides, os quais sdo assimilados através da cadeia alimentar
(RICHMOND, 2004), apresentando assim, coloracfes da pele e da carne
de tonalidade superior em comparacdo com os individuos de cativeiro
(DILER; DILEK, 2002).

Por conta da crescente necessidade de desenvolvimento de
tecnologia de produgdo em cativeiro dos peixes ornamentais marinhos,
faz-se também necessario o estudo da viabilidade da incorporacdo de
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novas fontes alimentares que confiram aos peixes as caracteristicas de
cor similares aquelas dos peixes selvagens, para que assim 0s animais
produzidos em cativeiro sejam atrativos para o consumidor.

1.1.1 Pigmentos

Pigmentos sdo compostos quimicos que absorvem a luz em
diferentes comprimentos de ondas na faixa da luz visivel, produzindo
cor dependente da estrutura especifica da molécula (cromoforo), o qual
¢ capturado e/ou excitado por um elétron, assim a energia ndo é
absorvida e logo é refletida e/ou refratada. E é essa energia refletida que
serd reconhecida pelo cérebro como coloracdo (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).

A classificacdo dos pigmentos pode ocorrer de diferentes formas
de acordo com sua natureza, podendo ser natural (pigmentos) ou
sintética (corantes) (LATSCHA, 1990), além das aplicacbes a que
destinam (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA,
2011). Pigmentos naturais sdo produzidos por organismos vivos como
plantas, animais, fungos e micro-organismos, enquanto os pigmentos
sintéticos sao obtidos em laboratério, sendo que 0s pigmentos naturais e
sintéticos sdo compostos organicos (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ;
PAREDES-LOPEZ, 2000). Ainda, ha tipos de pigmentos que podem ser
classificados como inorganicos e de efeito (YAMANAKA et al. 2006).

Na aquicultura, a pigmentacdo estd relacionada com varios
fatores, os quais estdo diretamente ligados ao propio pigmento
(quantidade, tipo/estrutura, forma, estabilidade, utilidade biolégica e
periodo de administracdo), ao regime alimentar (ingredientes, mix
alimentar, produto, nutricdo, qualidade e consumo de racdo), as
caracteristicas do peixe (espécie, genética, fase de desenvolvimento,
metabolismo, sexo e tecido alvo), a questdo ambiental (sistema de
cultivo, qualidade da agua, iluminacdo e variacdo sazonal) e aos tipos de
doencas (infeccdes bacterianas, flngicas, virais, parasitismo e
envenenamento quimico) (DILER; DILEK, 2002).

1.1.2 Os carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipofilicos que séo
depositados em varios érgaos, em especial na pele e nas gbnadas, agindo
diretamente na pigmentacdo da pele dos peixes (ZUANON; SALARO;
FURUYA, 2011), apresentando uma coloracdo amarela até a vermelha, e
estdo relacionados com agdes instintivas de camuflagem e cortejamento
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(CHRISTIANSEN; LIE; TORRISSEN, 1995), sinalizacdo durante
interacBes sociais como agressdao e submissdao (ZUANON; SALARO;
FURUYA, 2011), além de serem importantes como sinal de aptiddo para
0 acasalamento (CLOTFELTER; ARDIA; MCGRAW, 2007).

De acordo com Zuanon, Salaro e Furuya (2011), além de
favorecer a pigmentacdo da pele dos peixes, os carotenoides sao
importantes em diversas funcdes biolégicas, como na reproducao,
quimiopercepcdo, suplementacdo do oxigénio intracelular, crescimento,
aceptor de elétrons, estabilizacao de proteinas/membranas, transporte de
calcio, resposta imune, sistema enddcrino, protecao contra a oxidacao, a
irradiacdo e alta temperatura, além de digestdo enzimatica. Também séao
0s precursores da vitamina A.

Segundo Goodwin (1962), os carotenoides pertencem ao grupo
mais antigo de pequenas moléculas e provavelmente 0 mais encontrado
em produtos naturais, estruturalmente formados por polimeros de
isopreno (BERGAMASCHI, 2010), sendo 0s mais comuns a Serem
encontrados:  beta-caroteno, alfa-caroteno, gama-caroteno, beta-
criptoxantina, licopeno, luteina, zeaxantina e a astaxantina (GOODWIN,
1962). Esses carotenoides sdo somente sintetizados por plantas, algas e
micro-organismos (GOODWIN, 1962). Os peixes, como outros animais,
sdo incapazes de sintetizar os carotenoides (SILVA, 2000), que precisam
ser supridos diretamente em sua dieta (LORENZ; CYSEWSKI, 2004).
Segundo Zuanon et al. (2011), dietas deficientes em corantes e
pigmentos influenciam na diminuicdo da pigmentacdo da pele, o que
leva a uma diminuicdo do valor dos peixes ornamentais no mercado da
aquariofilia.

1.1.3 Astaxantina e suas principais funcdes biol6gicas

A astaxantina (Figura 1) (3, 3’- dihidroxi — 4, 4’ — diketo — f -
caroteno) é o carotenoide natural mais comumente encontrado em
crustaceos, aves tropicais e peixes (CHEN; MEYERS, 1984; KAMATH,
2007). E conhecida por provocar a tonalidade rosa avermelhada na carne
de salmonideos, camardes e lagostas (LORENZ; CYSEWSKI, 2004).
Geralmente sua férmula estrutural é formada por oito unidades de
isoprenos, constituindo em uma cadeia longa contendo de 3 a 15 duplas
ligacdes de polieno, dando origem as férmulas estruturais naturais [3S,
3’S] e sintéticas [3R, 3’S], [3R, 3’S] e [3R, 3’R] (NGUYA, 2013),
dependendo de onde a hidroxila esteja ligada (KAMATH, 2007).



20

Figura 1. Arranjo estrutural da astaxantina [3S, 3’S].

o Astaxanthin
Fonte: GOODWIN (1962).

Lorenz e Cysewski (2004) relataram as principais funcdes
bioldgicas essenciais provocadas pela ingestdo da astaxantina natural em
peixes, as quais incluem a protecao contra a oxidacao dos acidos graxos
poli-insaturados, a protecao contra os efeitos da luz ultravioleta, melhora
na reposta imunolégica, acentuacdo da pigmentacdo, aumento do
comportamento reprodutivo e melhora na reproducdo. A ingestdo
natural da astaxantina no ambiente marinho ocorre através da
biossintese dos produtores primarios (micro e macroalgas) que,
consequentemente € bioacumulada pelos consumidores primarios e
secundarios (zooplancton e crustaceos), ocorrendo a transferéncia do
carotenoide para os niveis troficos superiores (KAMATH, 2007).

Zuanon, Salaro e Furuya (2011) reportaram que a astaxantina é o
pigmento de maior eficiéncia na pigmentacdo da pele de peixes
ornamentais, considerando diferentes fontes e niveis de inclusdo em
dietas. De acordo com Bjerkeng et al. (1999), a utilizagdo da astaxantina
para pigmentacdo da carne do salmdo também pode melhorar a
rentabilidade da sua producdo, uma vez que 0S peixes com maior
pigmentacdo alcangcam maior valor de mercado.

A ingestdo de carotenoides por peixes de cativeiro é dependente
do fornecimento de dietas contendo estes compostos, porém, nas racdes,
os carotenoides apresentam certa instabilidade, devido a composicédo, ao
processamento e as condi¢fes de armazenamento da racéo, ocasionando
uma reducdo na fungdo de pigmentacdo (MEYES; LATSCHA, 1997).

Existem versdes sintéticas da astaxantina, como o produto
CAROPHYLL® Pink, formulado para ser estavel e uma fonte confiavel
e similar da astaxantina natural. Segundo Nguyen (2013), a astaxantina
sintética tem sido amplamente utilizada em dietas de peixes como
suplemento alimentar para a pigmentacdo animal. Uma alternativa
natural de obtencdo de astaxantina pode ser alcancada através da
microalga Haematococcus pluvialis.
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1.1.4 Haematococcus pluvialis: cultivo e seus produtos comerciais

Haematococcus pluvialis (Figura 2) ¢ uma microalga da classe
Cloroficea e é encontrada em &guas doces (MARGALITH, 1999). As
ceélulas algais apresentam coloragdo verde quando se encontram em
condi¢Bes ambientais ideais, mas quando expostas a variagdes extremas,
como elevada irradiancia, privagdo de nitrogénio, aumento de
temperatura e mudancas no pH, é verificada uma mudanga em sua
coloragdo, ficando avermelhadas devido & acumulagdo de astaxatina e,
finalmente, ocorre a formacdo de cistos contendo elevado teor deste
pigmento, que pode chegar a 5% na biomassa seca (GHIGGI, 2007).

Diversas empresas, especializadas em cultivo de microalgas,
produzem esta microalga em larga escala (DERNER et al. 2006) e
empregam a astaxantina em produtos destinados tanto para a aquicultura
quanto para o consumo humano (RICHMOND, 2004).

Figura 2. Microalga Haematococcus pluvialis.

© UT-Austin

1000%

05
matococcus pluvialis

Fonte: UTEX, (2016).

O cultivo de H. pluvialis, visando a producdo de astaxantina,
ocorre em duas etapas, sendo ambas desenvolvidas em condicdes
fotoautotrdficas. A primeira etapa constituida por um crescimento
vegetativo da biomassa, é realizado sob condi¢des 6timas de cultivo,
como a temperatura, o pH, a luz e os nutrientes e, na segunda etapa, a
biomassa produzida é submetida a condi¢bes de estresse, geralmente
associado ao aumento da temperatura, a caréncia de nitrogénio e a
elevada irradiancia, o que induz nas células algais o processo de
carotenogénese, o qual leva ao aparecimento da cor amarela, laranja ou
vermelha (LORENZ; CYSEWSKI, 2000).

Atualmente, em ambito comercial, biomassa seca de H. pluvialis
rica em astaxantina é comercializada na forma de concentrados em po,
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liofilizados ou como extrato em 6leo vegetal (DERNER et al. 2006). Um
dos produtos comerciais ¢ Naturose™, que é considerado um produto
natural, e é produzido pela empresa Cyanotech (USA), que utiliza uma
combinacdo de fotobioreatores e tanques rasos para o cultivo desta
microalga. Uma vez que as células se tornam ricas em astaxantina, séo
coletadas, secadas e moidas para que ocorra a lise da parede celular.
Logo, o produto é seco por “spray dryer” e é preservado com etoxiquina
ou outros antioxidantes para assegurar o tempo de prateleira. Em geral, a
astaxantina derivada desse cultivo apresenta em sua composi¢éo cerca
de 70% de monoeésteres, 25% de diésteres e 5% de pigmento livre,
sendo mais encontrados produtos contendo 1,5% de astaxantina (DORE;
CYSEWSKI, 2003).

O produto CAROPHYLL® Pink tem uma composi¢do de
astaxantina sintética emulsificada em antioxidantes, uma matriz de
gelatina e carboidratos, sendo revestido por uma pelicula de amido de
milho (concentragdes ndo divulgadas). O produto é disponibilizado na
forma de pd e serve para suplementacdo de carotenoides em dietas para
animais. A concentragdo neste produto varia de 8% a 10% (LA ROCHE
Itd, 1999; FEEDAP, 2014).

Em relacdo ao valor de mercado, numa comparacdo entre
astaxantina sintética e natural, dados reportados por Kamath (2007)
mostraram diferencas significativas, sendo o0 produto sintético
encontrado por até $2.000 dolares o quilograma, enquanto que o produto
natural pode ser encontrado por valores entre $10.000 — 15.000 dolares
0 quilograma.

1.1.5 Manutengéo da coloragdo de peixes em cativeiro

O comércio de peixes ornamentais € um dos segmentos mais
promissores da Aquicultura e, segundo Cardoso et al. (2012) conforme
vem crescendo a atividade de aquariofilia, os consumidores buscam por
espécies e linhagens cuja beleza e raridade sdo expressas em
caracteristicas como forma do corpo, comportamento e, principalmente,
a coloragdo. De acordo com Cardoso et al. (2012), os peixes oriundos da
atividade extrativista, em geral, apresentam tons de colara¢cdes mais
fortes e acentuados em comparacdo com a individuos de cativeiro, o que
faz com que, na hora da compra, o consumidor prefira peixes que
tenham coloracdo mais intensa. Essa caracteristica na coloracdo, faz
com que 0s peixes sejam comprados mais rapidamente e/ou que tenham
um valor mais elevado em comparacdo aos outros com coloracGes
menos marcantes.



23

Reconhecidamente, a coloracdo é uma das caracteristicas mais
afetadas em organismos de cativeiro, devido as condi¢Bes de estresse,
como despesca, privagdo alimentar e espacial, qualidade nutricional e no
transporte, uma vez que 0s peixes sdo submetidos a estes fatores desde o
produtor até o consumidor (REZENDE, 2010).

De forma geral, as dietas comercializadas para peixes marinhos
ornamentais tém elevado valor comercial, bem como, deficiéncia em
carotenoides, o que dificulta a manutencdo da coloracdo, apresentando
caracteristicas distintas da espécie encontrada no ambiente natural. Isso
faz com que os peixes produzidos em cativeiro tenham uma tendéncia
de desvalorizacdo comercial em relagdo aos peixes oriundos de captura
(REZENDE, 2010).

Ghiggi (2007) afirma que a incorporagéo de carotenoides na dieta
pode propiciar melhores resultados de coloragdo e indices zootécnicos
dos animais de cativeiro. Uma vez que na natureza os peixes-palhagos
apresentam coloragdo mais acentuada (préximo ao vermelho) por conta
da dieta rica em carotenoides, quando em cativeiro pode ocorrer a
atenuagdo da coloracdo (amarelo). Assim, alguns trabalhos tém sido
realizados com objetivo de verificar as mudangas da coloracdo pelo uso
de dietas suplementadas com carotenoides, inclusive com astaxantina.
Nestes estudos, foi verificado que a suplementacdo da dieta com
astaxantina foi a forma mais eficiente para o aumento da coloragdo
(YASIR; QUIN, 2009; YASIR; QUIN, 2010; HO; O’SHEA; POMEROY;
2012; HO; BERTRAN; LIN, 2013) (Tabela. 1).

1.2 OBJETIVO GERAL

Comparar os efeitos da astaxantina sintética e da astaxantina
natural (biomassa seca da microalga Haematococcus pluvialis) na dieta
no crescimento e na coloragdo do peixe-palhaco Amphiprion ocellaris.

1.2.1 Objetivos Especificos

e Comparar a eficiéncia da utilizacdo de astaxantina natural e de
astaxantina sintética na pigmentacdo (coloracdo) da pele de juvenis de
A. ocellaris;

e Determinar o crescimento e sobrevivéncia dos juvenis de A.
ocellaris alimentados com dieta contendo astaxantina natural e
astaxantina sintética;

o Determinar as mudancas da coloracdo em diferentes regides do
corpo de A. ocellaris em relacdo ao tempo.
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RESUMO

Para o mercado da aquariofilia, o0s peixes devem apresentar
caracteristicas especificas, em especial o tamanho, a forma e a
coloracdo. O objetivo desse trabalho foi o de comparar a eficiéncia de
produtos comerciais (CAROPHYLL Pink e Naturose) contendo
astaxantina sintética e natural, respectivamente, na coloracdo, no
crescimento e na sobrevivéncia de juvenis de peixe-palhago Amphiprion
ocellaris. Trés dietas experimentais foram desenvolvidas a partir de uma
racdo base: Dieta controle (Dc= sem inclusdo de astaxantina), Dieta
suplementada com astaxantina sintética (Das) e Dieta suplementada com
astaxantina natural (Dan), sendo que o carotenoide foi incluido na racédo
base pelo método de aspersdo. No periodo experimental de 60 dias
foram realizadas cinco tomadas de dados para a biometria e fotografia
dos peixes (0, 15, 30, 45 e 60 dias). Para leitura da coloragdo foram
aplicadas as coordenadas RGB (red, green e blue) no software Adobe
Photoshop® CS6, e depois transformadas para HSB (hue, saturation e
brightness, ou matiz, saturacdo e brilho) por programacdo no programa
Matlab R2016a. A analise da coloracdo foi realizada em cinco regides
do corpo dos peixes. Os resultados indicaram que ndo houve diferenca
significativa (ANOVA unifatorial, p<0,05) entre as dietas em relacdo ao
peso e ao comprimento total dos peixes, e a sobrevivéncia foi de 100%
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em todos os tratamentos. A suplementacdo da racdo com astaxantina
base foi efetiva para que os peixes ficassem mais pigmentados, sendo
que a dieta contendo Naturose foi a mais eficiente para a pigmentagdo
dos peixes. Apds 45 dias de experimento, nas dietas com a inclusdo de
astaxantina, foi possivel visualizar mudancas mais significativas da
pigmentacdo nas diferentes regides, endo a regido ventral (RV) a mais
pigmentada em menor tempo de alimentacdo. Ao final dos 60 dias de
experimento ficou demonstrado que os peixes alimentados com a dieta
contendo astaxantina natural foram os que tiveram a coloragdo mais
proximo ao vermelho, comprovando a relagdo da pigmentacdo com a
suplementacdo de carotenoides na alimentagdo e com o tempo de
alimentacdo.

Palavras-chave: 1. Peixe-palhaco, 2. Coloracdo, 3. Peixes ornamentais,
4, Naturose, 5. CAROPHYLL Pink.

ABSTRACT

For the ornamental fish trade, the individuals must have specific
characteristics, in particular the size, shape and coloration. The aim of
this study was to compare the efficiency of commercial products
(CAROPHYLL Pink and Naturose) containing synthetic and natural
astaxanthin, respectively in, color, growth and survival of juvenile
clownfish  Amphiprion ocellaris. Three experimental diets were
developed from a base feed: Control Diet (DC = without the addition of
astaxanthin), Diet supplemented with synthetic astaxanthin (DAS) and
Diet supplemented with natural astaxanthin (DAN), included by the
spray method. During the trial period (60 days) five data collections
were carried out for biometry (weight and body length) and individual
photo documentation (0, 15, 30, 45 and 60 days). RGB coordinates were
applied for coloring reading (red, green and blue) in Adobe Photoshop®
CS6 software, and then transformed to HSB (hue, saturation and
brightness) in Matlab R2016a software. The color analysis was
performed on five fish body areas. There were no significant differences
between diets on fish weight and body length, and the survival rate was
100% in all treatments. The inclusion of dietary astaxanthin was
effective for fish pigmentation. The diet supplemented with Naturose
was the most efficient for fish coloration. After 45 days, it was possible



27

to view significant changes in coloration in fish fed with the inclusion of
astaxanthin in different body areas, with the ventral region the most
pigmented one in the shortest feeding time. At the end of 60 days, it was
shown that fish fed with a natural astaxanthin containing diet were the
ones closest to the species characteristic red color, showing the
relationship of pigmentation with carotenoid supplementation associated
with feeding and feeding time.

Keywords: 1. Clownfish, 2. Coloration, 3. Ornamental fish, 4. Naturose, 5.
CAROPHYLL Pink.

INTRODUCAO

Um dos setores mais promissores da Aquicultura é a piscicultura
de peixes ornamentais, que também é um setor dindmico e que sempre
busca inovagBes (CARDOSO et al. 2012). Neste mercado, o0s
consumidores, cada vez mais, almejam por espécies e linhagens cuja
beleza e raridade sdo expressas em caracteristicas como habito
comportamental e principalmente coloragbes e formato do corpo
distintos ou especificos (REZENDE, 2010).

Segundo Rezende (2010), uma das maiores dificuldades
encontradas por produtores de peixes orhnamentais para sua
comercializacdo reporta-se a intensidade das cores e ao vigor dos peixes
ao chegarem aos consumidores. Em geral, organismos aquaticos quando
no ambiente natural apresentam maior coloragdo e tonalidades mais
intensas do que organismos de cativeiro (DILER; DILEK, 2002). De
acordo com Rezende (2010), essa diferenca na coloragdo dos animais
pode estar associada as condi¢des negativas de bem-estar, ao intenso
estresse provocado por todo o processo desde a despesca dos
organismos até a chegada na loja, bem como, por periodos de privagédo
alimentar e até mesmo pela qualidade do alimento oferecido aos peixes.

Uma vez que, nos ambientes aquaticos, somente micro-
organismos, como bactérias e microalgas, além de macroalgas, sdo
capazes de sintetizar carotenoides (GOODWIN, 1962; BERGAMASCHI,
2010), surge a necessidade da suplementacdo deste pigmento nas dietas
dos organismos aquaticos ornamentais cultivados, com o objetivo de
melhorar a pigmentacdo (RICHMOND, 2004). Esta pratica ja é bastante
habitual na producdo de salmonideos, onde sdo empregados
carotenoides como fonte de pigmento, visando favorecer uma coloracdo
rosa-avermelhada a carne, principalmente em cultivos do salméo-do-
Atlantico Salmo salar (CHRISTIANSEN; LIE; TORRISSEN, 1995;
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WATHNE et al., 1998; BJERKENG et al., 1999). Os carotenoides também
estdo se tornando bastante populares para a suplementacdo de racdes
destinada as espécies ornamentais, com destaque para a familia
Pomacentridae (YASIR; QUIN, 2009; YASIR; QUIN, 2010; HO; O’SHEA;
POMEROQY, 2012; SEYED et al., 2013; HO, BERTRAN; LI, 2013).

Segundo a Global Marine Aquarium Database, a espécie
Amphiprion ocellaris foi a espécie marinha mais comercializada entre os
anos de 1997 a 2002 (GREEN, 2003). Recentemente a familia
Pomacentridae encontra-se entre as 20 principais familias mais
importadas pelos Estados Unidos, sendo Amphiprion ocellaris e
Amphiprion percula a quarta e a quinta espécies mais comercializadas
no mercado norte americano, respectivamente (RHYNE et al. 2012).

Dentre os carotenoides, a astaxantina é um dos compostos de
maior eficiéncia na pigmentacdo dos peixes € a (TANAKA et al. 1992).
Esse pigmento, é encontrado naturalmente em microalgas, bactérias e
crustdceos (SILVA, 2000), sendo que a microalga Haematococcus
pluvialis é o organismo com maior capacidade de concentracdo de
astaxantina (GHIGGI, 2007). O cultivo desta microalga ¢é realizado em
escala comercial para obtengdo de astaxantina natural, entretanto, no
mercado também sdo encontradas as versdes sintéticas da astaxantina
(DERNER et al. 2006).

Varias fungdes bioldgicas essenciais em peixes estdo diretamente
ligadas a ingestdo de astaxantina, que vdo desde a acentuagdo da
pigmentacdo, protecdo fotoxidativa, protecdo contra a oxidacdo dos
acidos graxos poli-insaturados, melhora na resposta imunoldgica,
intensificacdo do comportamento reprodutivo e melhora nos indices de
reproducdo (LORENZ; CYSEWSKI, 2004).

Segundo Lorenz e Cysewski (2000), a manutengdo da coloracédo
de peixes ornamentais marinhos em cativeiro é realizada pelo
fornecimento de ragbes enriquecidas com carotenoides e a fonte
utilizada sdo alimentos frescos (lula e camardo), astaxantina e
cataxantina sintéticas, e astaxantina natural derivada da microalga
Haematococcus pluvialis.

Além do aumento na coloragdo da pele e da carne, a incorporacdo
de biomassa de H. pluvialis, rica em astaxantina (podendo ter 5% em
peso seco), na dieta dos peixes propicia melhores indices zootécnicos,
bem como, uma possivel diminuicdo do estresse oxidativo e dos radicais
livres (GHIGGI, 2007), assim como fornece niveis de lipideos a dieta.

Uma vez que a cor é uma caracteristica comercialmente
importante em peixes ornamentais, neste trabalho foi comparada a
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eficiéncia na coloracdo da pele de peixes-palhaco alimentados com dieta
suplementada com astaxantina sintética e com astaxantina natural.

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico e condicGes experimentais

Foram utilizados 180 juvenis de Amphiprion ocellaris com cinco
meses de idade, peso inicial médio de 0,70 £ 0,28 g e comprimento total
médio de 2,89 £+ 0,20 cm. O sistema de cultivo consistiu de 9 caixas
circulares de fibra-de-vidro (100 L) na cor azul contendo 90 L de agua
ocednica, numa salinidade 35. Os peixes foram distribuidos
aleatoriamente (20 individuos em cada caixa), determinando uma
densidade de 0,22 peixes por litro.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Peixes e
Ornamentais Marinhos — LAPOM, Departamento de Aquicultura,
Universidade Federal de Santa Catarina. Durante o periodo experimental
de 60 dias, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09:00 h e
16:00 h) e a racdo foi ofertada numa estimativa de 4% da biomassa.
Duas horas apds o arragoamento, as unidades experimentais foram
inspecionadas e, quando ocorreram sobras, a quantidade diaria de racéo
foi reduzida. A dose diaria de racdo foi ajustada a biomassa a cada 15
dias (biometria), conforme o aumento de peso dos peixes durante o
experimento.

A é4gua marinha empregada nos cultivos foi previamente tratada
com emprego de filtro bag (10 pum), caixa de tratamento de dgua (sump)
e fracionador de espuma (skimmer). O sistema experimental de cultivo
foi mantido em circulagdo aberta, numa taxa de renovacgdo de 14,3 L. hr
! correspondente a uma renovagdo de 380 L. h't. A temperatura da dgua
nas unidades experimentais foi mantida a 26,5 £ 0,5 °C com auxilio de
termostatos e aquecedores. Diariamente, foram monitorados alguns
parametros de qualidade da &gua: oxigénio dissolvido, temperatura e
salinidade. O pH e a amdnia total foram medidos a cada trés dias, com o
emprego de testes colorimétricos (LabconTest®).

Biometria

Ao longo do experimento, foram realizadas cinco biometrias (0,
15, 30, 45 e 60 dias), para a determinacdo do peso, do comprimento
total, do comprimento padrdo e da altura da cabeca dos juvenis de peixe-
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palhago. Para a biometria, 5 peixes foram retirados sequencialmente de
cada uma das unidades experimentais e foram anestesiados através de
imersdo em agua com 30 mg. L* de 6leo de cravo-da-india. Os animais
permaneceram nesta solucdo até que o estigio IV fosse atingido
(anestesia cirurgica) e foram mantidos durante 5 minutos, sendo este
estagio considerado seguro para manipulacdo dos animais
(PEDRAZZANI; OSTRENSKY, 2014). Apds a biometria, os peixes foram
transferidos para aquarios contendo agua limpa, onde permaneceram
durante a total recuperacdo, sendo entdo devolvidos as unidades
experimentais correspondentes.

Dietas Experimentais

Para a elaboracdo das dietas experimentais, foi utilizada como
base uma racdo comercial peletizada desenvolvida para peixes de corte
(NUTRIPISCIS STARTER 45, 0,8 — 1,0 mm de didmetro) (Tabela 2). A
racdo base foi previamente quebrada e peneirada (0,5 — 0,8 mm) para
adequacdo ao tamanho dos peixes. Foram desenvolvidas trés dietas
experimentais: Dc= Dieta controle, com emprego de racdo base; Das=
dieta com racdo base e adicdo de astaxantina sintética e Dan= Dieta com
racdo base e adi¢do de astaxantina natural.

Tabela 1. Composigdo centesimal da racdo base utilizada na elaboracéo das
dietas. Dados constantes na embalagem do produto.

Componentes Quantidade (9. kg) Percentual (%)
Umidade (méax.) 130 13
Proteina Bruta (min.) 450 45
Extrato Etéreo (min.) 90 9
Matéria Mineral (max.) 160 16
Fibra Bruta (max.) 36 3,6
Calcio (min.) 20 2
Faésforo (min.) 10 1
Vitamina C (min.) 1.500,00 0,15

Como fonte de astaxantina foram empregados dois produtos
comerciais: CAROPHYLL® Pink 10% (Hoffmann - La Roche, Basel,
Switzerland) como fonte de astaxantina sintética e Naturose™ 1,5%
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(Cyanotech Corporation, Hawaii, USA) como fonte de astaxantina
natural.

Visando obter uma concentracdo de astaxantina na ordem de 18
mg. kg (18 ppm) nas dietas, foi empregado 0,18 g de CAROPHYLL
Pink e 1,2 g de Naturose (em porcdes de 1 kg da ragdo base),
respectivamente nas dietas contendo astaxantina sintética (Das) e natural
(Dan). Para a inclusdo nas dietas, a astaxantina foi inicialmente
dissolvida em 30 mL de 6leo de soja e esta mistura foi aspergida sobre
0s grdos da racdo base. A dieta controle (Dc) foi aspergida com o
mesmo volume de 6leo de soja. Para a secagem, as dietas experimentais
foram submetidas a ventilacdo forcada em estufa a 25 °C por 24 h e,
posteriormente, foram mantidas em ambiente escuro por mais 12 h (27
°C, temperatura ambiente) para que os pellets adquirissem a umidade
relativa do ar. As dietas foram armazenadas em recipientes fechados
hermeticamente e mantidas em freezer (-7 °C).

A concentracdo de astaxantina empregada neste trabalho para a
elaboracdo das dietas (18 mg. kg?) foi determinada com base em
valores encontrados na literatura (Tabela 2). A concentragcdo de
astaxantina nas dietas foi determinada conforme Soares et al. (2006)
(ANEXO I).

Tabela 2. Concentrag@es de astaxantina empregada nas dietas de peixes.

Concentracéo Produto Espécie Referéncia
(mg. kgh) (% astaxantina) alimentada
20,50 e 100 Sintética (8%) A. ocellaris YASIR; QUIN (2010)
40, 60, 80 ¢ 160 Naturose (1,5%) A ocellaris 1103 O'SHEA; POMEROY
(2012)
Premnas HO; BERTRAN; LIN
23,214 e 2350 Naturose (1,5%) biaculeatus (2013)
90, 180 e 270 CAROPHYLLPInK )\ (cellaris  SEYEDI, et al. (2013)

(8%)

As andlises indicaram concentracdes de 10,74 + 2,3 mg. kg™ na
dieta controle, 16,53 + 9,3 mg. kg* na dieta com astaxantina sintética e
14,82 + 5,1 mg. kg! na dieta com astaxantina natural. A presenca de
astaxantina na dieta controle provavelmente esta relacionada a inclusdo
de farinha de salmao na fabricacdo da racdo empregada como base. Nas
dietas com a inclusdo de astaxantina, foram observadas concentracdes
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mais elevadas e, apesar de serem valores menores do que o esperado,
indicam que houve a incorporacdo de astaxantina as dietas
experimentais.

indice de coloragéo da pele de juvenis de A. ocellaris

Para a andlise de coloracdo da pele dos juvenis de A. ocellaris foi
utilizado o modelo HSB (Hue, Saturation e Brightness) ou (Matiz,
Saturacdo e Brilho) (YASIR; QIN, 2009). Este método compreende uma
avaliacdo matemética das cores, de uma formaobjetiva e semelhante a
percepcdo humana, através de uma fotografia digital pele dos peixes
(GEORGIEVA; DIMITROVA; ANGELOV, 2005). A avaliacdo do matiz
representa 0 quanto a cor é real e € expressa em graus, em uma escala
que varia de 0° a 360°, (0 ou 360° = vermelho, 120° = verde e 240° =
azul). A medida da saturacdo da cor indica o0 quanto a cor esta presente
em relacdo & propor¢do da quantidade de cinza médio e é apontada
numa escala de 0% a 100%. Assim, quanto menos cinza médio, mais
saturada é a cor. Para afericdo do brilho da cor é utiliza outra escala,
também expressa em percentual, sendo atribuido 0% para preto e 100%
para a adi¢do de branco na cor em andlise (YASIR; QIN, 2009).

O registro fotografico e as biometrias foram realizados em cinco
etapas (n = 5 peixes/réplica). A primeira etapa foi realizada durante a
separacdo dos juvenis para as unidades experimentais enguantoas
demais etapas foram realizadas ap6s 15, 30, 45 e 60 dias do inicio do
experimento.

Apdés a anestesia para a biometria, o0s juvenis foram
individualmente fotografados (em fundo branco) empregando uma
camera fotografica semiprofissional (FUJIFILM FinePix s4250wm, 14MP).
A camera fotografica foi fixada a um pedestal, posicionada a uma altura
de 25 cm acima dos peixes, 0s quais foram iluminados com o emprego
de 4 lampadas fluorescentes compactas (18 W, 6.500K) dispostas nos
dois lados da mesa (75 por 75 cm). O registro das imagens foi feito em
sala fechada, sem efeito da luz natural (YASIR; QIN, 2009).

Antes de cada registro fotografico, para a correcdo do balanco de
branco, foi utilizado um cartdo de referéncia cinza 18%, (YASIR; QIN,
2009), além de cartdes de referéncia nas cores amarelo e vermelho para
auxiliar durante a leitura da coloragdo dos peixes.

Para a analise da coloracdo do corpo dos peixes, foi realizada a
divisdo da amostra em cinco pontos de andlises (Figura 3), sendo: 1 —
Regido da Cabecga (RC), 2 — Regido Dorsal (RD), 3 — Regido Ventral
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(RV), 4 — Nadadeira peitoral (NP) e 5 — Nadadeira caudal (NC) e Corpo
inteiro (Cl) o qual foi calculado a partir das médias das regiGes.

As fotografias foram analisadas com ajuda do software Adobe
Photoshop CS6®, para obtencéo dos valores de R (“red”) G (“green”) e
B (“blue”). As fotos foram previamente tratadas com o balango
automatico de cor e equilibrio de branco [ Image - Adjustments - levels
... ]. Em cada regido foi lida uma &rea de 5 pixels quadrados. Os valores
obtidos no software (Adobe photoshop) foram apresentados nas
coordenadas RGB. Sendo assim, foi desenvolvida uma rotina no
software Matblab R2016a (APENDICE A), para a conversdo dos
valores das coordenadas de RGB em HSB, respectivamente. Trata-se de
uma rotina com a programagdo de transformacdo dos dados, onde o
calculo para a transformacdo matematica encontra-se no software
disponivel on-line RGB to HSB
Calculator(<www.ragsinteinc.com/PhotoTechStuff/AcrCalibration/RGB2HSB.
html>) (Yasir & Qin, 2009).

Figura 3. Foto esquematizada das regides do Amphiprion ocellaris para leitura
da coloragdo (25 pixels / regido), contendo os cartdes de referéncia amarelo e
vermelho e etiqueta de identificagdo (n° do tanque / n° amostral). Sendo I-
Regido da cabega (RC), 1I- Regido dorsal (RD), IlI- Regido ventral (RV), V-
Nadadeira peitoral (NP) e V- Nadadeira caudal (NC).

Andalise estatistica

A andlise estatistica dos dados de peso e comprimento total entre
os tratamentos (dietas) ao longo do tempo foi desenvolvida através do
emprego de analise de variancia com um fator (one-way ANOVA,
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p<0,05). A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias
foram testadas através dos testes de Shapiro-Wilk e Cochran,
respectivamente. Quando a ANOVA apontou diferencas estatisticas
significativas foi aplicado teste Tukey (p<0,05) para comparagdo das
médias (Tabelas 3 e 4).

Para a verificagdo da mudanca de coloragdo na pele de A.
ocellaris foi necessario avaliar cada componente da coloracdo
separadamente: matiz (H), saturacdo (S) e brilho (B). A jungdo dessas
trés varidveis imprimiu o indice de coloracdo expressa na pele dos
peixes. Como os dados de saturacdo (S) e brilho (B) apresentaram-se
nao-paramétricos (valores em percentual), foi necessaria a conversdo
dos dados em radianos, tornando possivel o tratamento dos dados pela
Anova unifatorial. A conversao foi realizada pela formula: S, B (rad) =
arcsen. [S; B (%)/100]0,5. Foram comparados os indices de coloracdo
de cada uma das cinco regides dos peixes e do corpo inteiro,
considerando as diferentes dietas em relagdo ao tempo de experimento
(alimentac&o) e entre as dietas no ultimo dia do experimento (60 dias).

RESULTADOS

Sobrevivéncia e crescimento de juvenis de A. ocellaris

A sobrevivéncia dos peixes foi de 100% em todas as dietas. A
partir de um peso incial médio de 0,70 + 0,28 g e de um comprimento
geral médio de 2,89 + 0,20 cm, foi verificado o crescimento com a
aplicacdo de todas as dietas. Os valores obtidos ao longo do
experimento para 0 peso e para 0 comprimento estdo apresentados nas
Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3. Dados do peso (g) dos juvenis de A. ocellaris alimentados com as
dietas contendo astaxantina sintética e astaxantina natural ao longo do tempo.
Onde D¢ = dieta controle, Das = dieta com astaxantina sintética e Dan = dieta
com astaxantina natural.

Dietas 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Dc 0,760,062 0,89+0,09° 0,97+0,072 1,21+0,08?
Das 0,80+0,102 0,93+0,07%® 1,10+0,09? 1,23+0,10?
Dan 1,01+0,09? 1,06+0,09? 1,1540,072 1,36+0,09?

Dados médios + desvio padrdo, n= 15. ANOVA unifatorial (p<0,05). Letras
diferentes nas colunas indicam diferenca pelo Teste Tukey (p<0,05).
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Tabela 4. Dados do comprimento total (cm) dos juvenis de A. ocellaris
alimentados com as dietas contendo astaxantina sintética e astaxantina natural
ao longo do tempo. Onde D¢ = dieta controle, Das = dieta com astaxantina
sintética e Dan = dieta com astaxantina natural.

Dietas 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Dc 2,91+0,072 3,06+0,10° 3,22+0,09%cm  3,42+0,13%
Das 3,02+0,15% 3,2240,10% 3,39+0,11%cm  3,45+0,102
Dan 3,250,102 3,37+0,102 3,45+0,08%cm  3,61+0,10%

Dados médios + desvio padrdo, n= 15. ANOVA unifatorial (p<0,05). Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenga pelo Teste Tukey (p<0,05).

Os valores das médias finais de comprimento padrdo (cm) e
altura da cabega (cm) ndo apresentaram diferencas significativas na
comparagao entre as dietas: comprimento padréo = 2,60 + 0,32 cm; 2,63
+ 0,46 cm e 2,79 + 0,35 cm e altura da cabeca = 0,51 + 0,04 cm; 0,55 +
0,08 cm e 0,57 + 0,09 cm), respectivamente nos peixes alimentados com
Dc, Dase Dan.

indices de colorag&o x tempo
Matiz

Os valores obtidos para o matiz (H, °) da coloragdo de cada
regido e do corpo inteiro dos juvenis em relacdo ao tempo de
experimento estdo apresentados na Tabela 5.

Para a regido da cabeca (RC), foi observada diferenca
significativa no decréscimo do valor de H apenas para Dan a partir de 45
dias de experimento, chegando a um valor de 23,3 £ 0,6°, sendo assim,
0 menor valor encontrado para a primeira regido. Na avaliacdo da regido
dorsal, notou-se diferenca significativa para Das em 45 dias, porém, ao
final do experimento esse valor retornou a um valor proximo ao valor
inicial da coloracéo.

Considerando a regido ventral (RV), apenas Dan causou um valor
menor de H a partir de 30 dias, enquanto que para as outras dietas (D¢ e
Das) ndo foram observadas diferencas significativas. Para a nadadeira
peitoral (NP) o emprego da Dan causou uma reducdo a partir de 30 dias,
enquanto que essa reducdo ocorreu com Das apenas no final do
experimento (60 dias) e, para a regido da nadadeira caudal (NC), ambas
as dietas contendo astaxantina natural e astaxantina sintética causaram



36

uma significativa reducdo no valor de H, porém a reducdo ocorreu em
30 dias para a dieta contendo astaxantina natural, enquanto que com a
dieta contendo astaxantina sintética isto ocorreu no final do
experimento. Considerando o corpo inteiro, as dietas Dan € Das
causaram redugdo no valor de matiz a partir de 45 dias, sendo que o
menor valor encontrado para Dan foi de 24,7 + 0,7 °.

Tabela 5. Valores do Matiz (H, °) dos juvenis de A. ocellaris alimentados com
as dietas contendo astaxantina sintética e natural em relacdo ao tempo.

He

Dieta 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Controle 285101 26,7408 27,701 239+0,1 246+0,1
RC Natural 285+0,1* 270+0,7* 269+0,9% 242+04>  233%06
Sintética 285201 29,2409 28301 26501 269+04
Controle  250%05 23604 231£08 24101 24604
RD Natural 250+05 249+05 235%08 231201 24606
Sintética 25,0 0,5% 254+06° 251+06%  222%09°  254%07°
Controle  287%05 215+05 29,6+07 28308 27807
RV Natural 28,7+05 28,6+0,7° 321£08 278+05°  270£07°
Sintética  287%05 30406 30,9+13 27,9+12 29211
Controle  262%07 264+06 27.3%05 27,0£07 263+13
NP Natural 262+0,7 21,2+09° 192+ 1,6% 228408  164+12°
Sintética 26207 268+0,8° 25212 236+13"  188+09°
Controle  359%12 35310 35403 33912 35110
NC Natural 35912 341%13* 31,8+11%  297+0,7° 324+08°%
Sintética ~ 359%12 34609 337£09 33209 34609
Controle  289%06 21,7£05 286+06 27,5£07 27,7406
cl Natural 289+06 284+06° 26,6 +0,8% 25404 247070
Sintética ~ 289%0,6% 293+05° 280+06®  260£07° 26307

Dados médios * desvio padrdo, n = 15. ANOVA unifatorial. Letras diferentes
na mesma linha indica diferengas estatisticas pelo (Teste de Tukey, p<0,05),
auséncia de letras indicam que ndo ha diferenca significativa. Valores médios
obtidos da leitura de 25 pixels por regido, sendo: RC = regido da cabeca, RD =
regido dorsal, RV = regido ventral, ND = nadadeira peitoral e NC = nadadeira
caudal.
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Saturacao

Quanto maior o valor da saturagdo (S, %) mais acentuada ¢ a cor,
ou seja, a colorogdo recebe menos adicdo de cinza médioa em sua
composi¢do. A dieta controle e a dieta contendo astaxantina natural
apresentaram uma reducdo significativa na saturacdo entre o comego e 0
final do experimento para a regido da cabeca (RC). Na regido dorsal
(RD) houve uma reducdo dos valores empregando Dc e Das, sendo
melhor observada em 45 dias de experimento (Tabela 6).

A coloracdo na regido ventral (RV) apresentou um decréscimo no
valor da saturagdo (S) a partir de 45 dias para todas as dietas, porém essa
diferenca foi menor com Das e Dan, as quais chegaram a um mesmo
valor de 82,6 £ 1,6% em 60 dias de experimento.

Os valores de coloragdo na regido da nadadeira peitoral (NP)
apresentaram um comportamento de diminuicdo do valor de S para
todas as dietas, sendo que para Dan houve uma redugdo no valor a partir
de 30 dias de experimento (77,9 + 4,5%), mas este comportamento
ocorreu inversamente até o final do experimento, tendo um acréscimo
no valor para 80,0 £ 1,8%. Na Das, também houve uma reducdo do
valor de S em 30 dias, porém, em 60 dias, 0 comportamento continuou
em decaimento, chegando a um valor de saturacdo de 77,5 + 1,1%. A D¢
foi a Unica dieta que levou a reducéo de valor de S em 45 dias.

O emprego da Das causou mudancas em todas as regides
analisadas, entretanto, apenas gerou um maior valor de saturacdo do que
a dieta contendo astaxantina natural na regido da nadadeira caudal (NC).

Em quase todas as regides e corpo inteiro foi possivel observar a
mudanca significativa da saturacdo, em média apds 60 dias. Sendo que a
Dan foi a que apresentou maiores valores de S (81% a 93%).

Em relacdo ao corpo inteiro (CI), o0 comportamento da saturacéo
foi quase 0 mesmo com a utilizagdo das trés dietas, sendo que a Dan
apontou variacfes na saturacdo ja em 15 dias, enquanto que com Dc e
Das isto somente ocorreu a partir de 45 dias. Mesmo a Dan tendo
apresentado um menor valor em 15 dias, ao final do experimento o valor
encontrado foi superior em comparacao as demais dietas.
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Tabela 6. Valores da Saturacéo (S, %) dos juvenis de A. ocellaris alimentados
com as dietas contendo astaxantina sintética e natural.

S% Dietas 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Controle 857+1,7° 83,2+1,8% 81,2 +2,4% 75,5 + 3,7 74,7 +2,1°
RC Natural 857+17 80,7+21 836+17 80,7+1,8 775+2,1
Sintética 857+1,7° 84,9 +15® 86,2 +15% 81,4 +2,2% 79,4 +1,8°
Controle 938+15° 91,5+1,7%® 90,0 +2,5® 82,2+2,7° 83,2+3,5°
RD Natural 938+15 885+16 92,717 91,7+23 939+16
Sintética 938+15° 90,7 £1,6® 94,6 +1,4° 82,7 +3,0° 87,9+ 1,9%
Controle 88,6 +1,1* 88,8 +15% 83,1+2,4%® 744 +£2,7° 771+1,8°
RV Natural 886+1,1° 82,9+18® 85,3 +2,1% 82,4 £2,6° 82,6 £1,6°
Sintética 88,6+1,1° 87,5+1,3® 85,5+1,8%® 80,0 +3,2° 82,6 +1,7%
Controle 98,2+18° 99,7+0,3 96,2 + 1,5® 88,7 +2,4° 89,9+ 2,5°
NP Natural 98,2 +1,8% 97,5+0,8° 77,9+45° 89,4 +2,8° 80,0 +1,8°
Sintética 98,2 +1,8% 98,8+0,7° 91,3+2,5° 90,4 £2,9° 775+11°
Controle 953+1,8° 92,8 +15% 89,6 +2,3% 84,9 +3,4° 84,8 + 3,6
NC Natural 953+18 905+17 946 +2,2 92,8+2.2 922+24
Sintética 953+18 891+24 915+21 88,1+23 931+17
Controle 92,3+0,8° 912+0,9° 88,0+1,1° 81,1+ 15° 81,9+ 1.4°
Cl Natural 92,3+0,8 88,0 £1,0° 86,8 £1,3° 87,4+ 12° 852+ 1,1°
Sintética 92,3+0,8° 90,2+0,9 89,9+0,8° 84,5+1,3" 84,0+ 1,0°

Dados médios + desvio padrdo, n = 15. ANOVA unifatorial. Letras diferentes
na mesma linha indicam diferencas estatisticas (Teste de Tukey, p<0,05),
auséncia de letras indica que ndo ha diferenca significativa. Valores médios
obtidos da leitura de 25 pixels por regido, sendo: RC = regido da cabeca, RD =
regido dorsal, RV = regido ventral, ND = nadadeira peitoral e NC = nadadeira
caudal. Acompanhamento dos valores em relagdo ao tempo.

Brilho

Houve alteracdo nos valores de brilho (B, %) nas regifes ventral
e da nadadeira caudal (RV e NC), bem como, considerando o corpo
inteiro (CI) com o emprego da Dan, ocorrendo uma diminui¢éo no valor
do brilho a partir de 45 dias, tendo o valor de B para corpo inteiro
variado entre 26% e 51% ao final do experimento. Essa variacdo no



39

brilho ndo apresentou diferenca significativa na coloracdo das regides

(Tabela 7).

Tabela 7. Valores do brilho (B, %) dos juvenis de A. ocellaris alimentados com
as dietas contendo astaxantina sintética e natural.

B% Dietas 0 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Controle 511+17 472+10 498+16 457+18 50,2+0,9
RC Natural 51,1+17 51,9+1,0 49,017 508+1,1 482+1,0
Sintética 51,1+17 51,5+10 51,6+17 50,3+09 52,7+10
Controle 315+25 262+14 260+16 300£19 303+25
RD Natural 315+25 29,1+ 1,4 284+15 260+14 271+13
Sintética 315+25 300£12 295+20 31,7£15 315+17
Controle 445+15 418+08 450+08 425+11 43+11
RV Natural 44,5+ 15% 439+0,9%® 48,1+1,3® 42,6+0,8 44,1+0,7°
Sintética 445+15 448+0,9 47,0+1,0 453+0,7 443+0,9
Controle 429+19 386+13 40,6+12 419+11 425+16
NP Natural 42,9+19 430+11 412+13 40,7+0,9 416+14
Sintética 429+19 41,9+10 40,3+14 424+1,0 430+12
Controle 493+25 435+28 435+33 385+26 418+34
NC Natural 49,3+25% 443 +29%® 38,5+2,5° 33,8+24° 38,4+24°
Sintética 493+25 430£22 412+26 418+23 41,0£27
Controle 438+12 395+1,1 41,0+12 399+10 418+12
Cl Natural 438+12° 425+11%® 41,0+1,1%® 38,8+1,2° 39,89 +1,0®
Sintética 438+12 422+1,0 42011 42,3+£0,9 42611

Dados médios + desvio padrdo, n = 15. ANOVA unifatorial. Letras diferentes
na mesma linha indicam diferengas estatisticas (Teste de Tukey, p<0,05)
auséncia de letras indica que ndo ha diferenca significativa. Valores médios
obtidos da leitura de 25 pixels por regido, sendo: RC = regido da cabeca, RD =
regido dorsal, RV = regido ventral, ND = nadadeira peitoral e NC = nadadeira
caudal. Acompanhamento dos valores em relagdo ao tempo.
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Comparacao do indice de coloracéo do corpo inteiro entre D¢, Das e
Dan em relacéo ao tempo

Abaixo sdo apresentados os valores médios de coloracdo do
corpo inteiro para o matiz (H, °) (Figura 4), para a saturacdo (S, %)
(Figura 5) e para o brilho (B, %) (Figura 6) ao longo de 60 dias. As
diferencas significativas do matiz, saturacdo e brilho sdo mostradas
através da diferenca de letras mostradas nos graficos. Os tempos que
nao apresentaram diferenca significativa ndo sdo mostradas nos gréaficos.

Figura 4. Valores médios do matiz (H, °) para o corpo inteiro das dietas
controle, astaxantina sintética e astaxantina natural ao longo de 60 dias.
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Obs: Dados médios n= 15. ANOVA unifatorial (p<0,05). Letras diferentes
indicam diferenca pelo Teste Tukey. Letras diferentes indicam diferenga
significativa entre as dietas em relagdo ao tempo.
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Figura 5. Valores médios da saturagdo (S, %) para o corpo inteiro das dietas,
sendo a dieta controle, dieta com astaxantina sintética e dieta com astaxantina

natural ao longo de 60 dias.
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Figura 6. Valores médios do brilho (B, %) para o corpo inteiro das dietas,
sendo a dieta controle, dieta com astaxantina sintética e dieta com astaxantina

natural ao longo de 60 dias.
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DISCUSSAO
Crescimento e Sobrevivéncia

Os valores obtidos do peso e do comprimento com o emprego das
dietas Dc e Dan mostraram diferenga estatistica significativa em 30 dias
de experimento, porém, a partir desse periodo até o final do experimento
essa diferenca ndo foi significativa (Tabela 3). Os resultados de
crescimento foram similares aos encontrados por outros autores em
estudos realizados com suplementacdo da dieta com astaxantina
sintética para o peixe-palhago A. ocellaris (SEYEDI et al. 2013), e para
peixes de corte, como o salmdo do Atlantico Salmo salar (WATHNE et
al. 1998; BJERKENG et al. 1999; BELL et al. 2000) e para truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss (THOMPSON et al. 1995; REHULKA, J. 2000) 0s
quais, relataram ndo ter havido diferenca significativa em relacdo ao
crescimento.

De acordo com a literatura, para os parametros de ganho em peso
e comprimento ndo ha relatos de resultados utilizando astaxantina
natural para peixes ornamentais. Em relacdo a peixes de corte, a
suplementacdo da dieta com astaxantina natural ndo influénciou o
crescimento e o ganho em peso do pargo-vermelho Pagrus pagrus
(KALINOWSKI et al. 2004). A suplementacdo da dieta com biomassa de
microalgas, ricas em carotenoides também ndo causou diferencas
significativas para estes parametros em experimentos com 0 peixe-
dourado Carassius auratus e com carpa-comum Cyprinus carpio
(GOUVEIA et al. 2003). Uma vez que 0 crescimento esta relacionado a
relacdo de proteina/energia na dieta (SOUTO et al., 2005; ZUANON;
SALARO; FURUYA, 2011) e, como os produtos Naturose e
CAROPHYLL Pink nao séo fontes significativas de proteinas, ocorreu o
esperado, ou seja, ndo houve influéncia nos parametros de crescimento.

Com relacgdo a sobrevivéncia ter sido igual com todas as dietas,
os resultados obtidos corroboram os encontrados por Yasir e Qin (2009;
2010), Ho, O’Shea e Pomeroy (2012) e Seyed et al. (2013), os quais
também observaram um alto indice de sobrevivéncia dos peixes
independentemente da suplementacdo das dietas com carotenoides.



43

indice de coloragéo x tempo

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, foi
observado que a suplementagdo da racdo base com astaxantina natural
(Dan) foi efetiva na mudanca de coloragdo da pele de juvenis de A.
ocellaris. Resultados semelhantes foram observados por Yasir e Qin
(2010) que empregaram concentragdoes entre 20, 50 e 100 mg. kg*
durante 37 dias na alimentacdo de juvenis de A. ocellaris. Estes autores
relataram que a concentracdo de 100 mg. kg foi a que permitiu atingir
coloragdo mais acentuada. Ho, O’Shea e Pomeroy (2012) ao
suplementarem a ragdo com 40, 60, 80 e 160 mg. kg? empregando
Naturose, observaram que as concentragces de 80 e 160 mg.kg™
causaram uma coloracdo mais acentuada em individuos de A. ocellaris
em 90 dias. Ho, Bertran e Lin (2013) reportaram a mudanca de coloracdo
de Premnas biaculeatus com dietas suplementadas com astaxantina
esterificada nas concentragBes de 23, 214 e 2350 mg. kg em peixes
alimentandos por 115 dias.

Ao analisar o0 matiz de cada dieta em relagdo ao tempo, observou-
se uma reducéo significativa no valor de H das cinco regifes e do corpo
inteiro com o emprego da dieta contendo astaxantina natural (Naturose),
sendo que, 0 matiz variou entre 25° e 29°. Ho, O’Shea ¢ Pomeroy (2012)
encontraram valores de matiz de 16° a 28° para concentragdes de 80 e
160 mg. kg de Naturose, enquanto Yasir e Qin (2010) reportaram
valores entre 41° a 43° em dietas suplementadas com 100 mg. kg™ de
astaxantina sintética. Ja para P. biaculeatus, os valores do matiz
variaram entre 0° e 30° em uma concentragido de 214 mg. kg* de
Naturose na dieta (HO; BERTRAN; LIN, 2013).

A reducdo no valor do matiz da regido ventral (RV) ocorreu mais
rapidamente quando comparada a outras regifes, provavelmente devido
a existéncia de maior concentracdo de gordura nesta regido do corpo dos
peixes. Sendo a astaxantina natural lipossolivel (DORE; CYSEWSKI,
2003), isto favorece que este pigmento seja bioacumulado em maior
quantidade nos cromatéforos da RV do que nas outras regides dos
peixes (HO; O’SHEA; POMEROQY, 2012). Adicionalmente, os indices de
coloracdo nas regibes dorsal eventral de A. ocellaris ndo séo
manipulados ou influenciados pelo fotoperiodo ou intensidade de luz
(YASIR; QIN, 2009) e nem pela cor de fundo do tanque (background)
(YASIR; QIN, 2010), sendo assim, a variacao de cor nas regides ventral e
dorsal é atribuida diretamente a alimentacdo suplementada com
astaxantina, sendo importante tanto o tempo de alimentagcdo quanto o o
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nimero de cromatdforos encontrados em cada regido (YASIR; QIN,
2009).

Por conta dos valores obtidos de saturagdo (S), é possivel
relacionar também a dieta com o emprego de astaxantina natural com a
menor variacdo dos valores da saturacdo da cor ao longo do tempo, uma
vez que 0s maiores valores encontrados em quatro das cinco regides
analisadas ocorreram com o emprego desta dieta. Os resultados obtidos
neste trabalho corroboram aqueles apresentados por Ho, O’Shea e
Pomeroy (2012) e por Ho, Bertran e Lin (2013), nos quais 0s peixes das
especies A. ocellaris e P. biaculeatus apresentaram uma elevagdo nos
valores de saturacdo com a suplementacdo de astanxatina esterificada
natural em sua dieta.

A diminuicdo dos valores do matiz, a elevagdo da saturacéo e a
diminuigdo dos valores do brilho ap6s 60 dias de alimentacdo com dieta
contendo astaxantina natural (Dan) corroboram os dados de Ho, O’Shea
e Pomeroy (2012) e Ho, Bertran e Lin (2013), que observaram 0 mesmo
comportamento destas varidveis em A. ocellaris e P. biaculeatus
alimentados com dietas suplementadas com teores mais elevados de
astaxantina.

As alteracdes nos valores de matiz, saturacdo e brilho em relagdo
aos dias de experimentos expressam um comportamento de adaptacdo as
novas dietas, isso explica o porqué das oscilagBes das variaveis nos
primeiros dias de experimento.

Na andlise dos graficos de H, S e B do presente estudo, foi
possivel perceber que houve uma intensificacdo da coloracdo, mais
préxima ao vermelho para a dieta com astaxantina natural em relacdo ao
controle, que gerou uma coloragdo mais proxima do laranja-amarelado
(APENDICE B). Sendo que esta alteracio foi mais evidente a partir de
45 dias de experimento.

CONCLUSOES

A suplementacdo da ragdo base com astaxantina foi efetiva para
que os peixes ficassem mais pigmentados. A dieta suplementada com
Naturose foi a mais eficiente na pigmentacdo dos peixes.

A inclusdo da astaxantina sintética e a astaxantina natural ndo fez
com que oS peixes tivessem um maior crescimento em termos de peso e
de comprimento em relagdo aos peixes da dieta controle.

Apbds 45 dias de experimento foi possivel visualizar mudancas
mais significativas da pigmentacdo nas diferentes regides com a
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inclusdo de astaxantina. Sendo as regides ventral (RV) e da nadadeira
peitoral (NP) as mais pigmentadas em menor tempo de alimentag&o.

Ao final dos 60 dias de experimento ficou demonstrado que os
peixes alimentados com a dieta contendo astaxantina natural foram os
que tiveram a coloracdo mais proximo ao vermelho, comprovando a
relacdo da pigmentagdo com a suplementacdo de carotenoides na
alimentacdo e com o tempo de alimentag&o.
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APENDICE

A) Rotina desenvolvida para transformacéo dos valores de RGB em
HSB no software MATLAB R2016a

%TANQUE BIOMETRIA TRATAMENTO REGIAO Na R G B
% 1 2 3 4 56 7 8

HSB

9 10 11

clear all
clc
close all

%ARRUMAR O ARQUIVO EM TXT - MATRIZ 8Xn SENDO QUE
AS 5 PRIMEIRAS COLUNAS DEVEM

%SER PREENCHIDAS COM 1,

%SALVAR O ARQUIVO COM O NOME E FORMATO:

"DADOS. TXT"

%COLOCAR A ROTINA E O ARQUIVO DENTRO DA MESMA
PASTA,

%ABRIR O MATLAB, CARREGAR A PASTA EM QUESTAO E
RODAR A ROTINA

%0S VALORES DE HSB CORRESPONDEM AOS DA VARIAVEL
HSB

%% CARREGAR DADOS
DADOSBRUTOS=load('DADOS.txt');

%% DIMENSIONAMENTO
[nl,nc]=size(DADOSBRUTOS);

%% IDENTIFICACAO RGB
R=DADOSBRUTOS(:,6);
G=DADOSBRUTOS(:,7);
B=DADOSBRUTOS(:,8);

%DIVIDE POR 255 PARA DEIXAR NAESCALADEOA1
Rd = R/ 255;
Gd = G/ 255;
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Bd =B/ 255;

DADOSBRUTOS(:,9) = Rd;
DADOSBRUTOS(;,10) = Gd;
DADOSBRUTOS(;,11) = Bd;

%TANQUE BIOMETRIA TRATAMENTO REGIAO Na R G
% 1 2 3 4 56 7

B Rd Gd Bd

8 910 11

%%

for i=1:nl

%IDENTIFICADO MAXIMO MINIMO E DELTA DE RGB DA
LINHA i

MIN = (min(DADOSBRUTOS(i,9:11)));

MAX = (max(DADOSBRUTOS(i,9:11)));

DELTA = MAX - MIN;

%CALCULAR L(%) DA LINHA i - SOMA DO MAX E MIN
DIVIDO POR 2

L = MAX;

Lpercent = L*100;

DADOSBRUTOS(i,14) = Lpercent;

%CALCULAR S DA LINHA i
%If the min and max value are the same,
%it means that there is no saturation.
%if all RGB values are equal you have a shade of grey.
%Depending on how bright it’s somewhere between black and white.
%If there is no Saturation, we don’t need to calculate the Hue.
%S0 we set it to 0 degrees.
if DELTA==

S=0;

H=0;

DADOSBRUTOS(i,12) = H;

DADOSBRUTOS(i,13) = S;
return

else DELTA ~=0;
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%DETERMINACAO DO S - quems sabe tem que multiplicar por
100 depois
%CHECANDO NIVEL DE BRILHO
L=L/100;
ifL<05
S =(MAX-MIN)/(MAX)*100;
DADOSBRUTOS(i,13) = S;
else L>0.5;
S =(((MAX-MIN)/(2.0-MAX-MIN))*100);
DADOSBRUTOS(i,13) = S;
end
%DETERMINACAO DO H
%DEPENDE DE QUAL COR DO RGB TEM MAIOR VALOR

if Rd(i,1) == MAX

H =(Gd-Bd)/DELTA

H=H*60;
DADOSBRUTOS(i,12) = H(i,1);

elseif Gd(i,1) == MAX

H = (2.0 + ((Bd-Rd)/DELTA));
H=H*60
DADOSBRUTOS(i,12) = H(i,1);

elseif Bd(i,1) == MAX

H = (4.0 + ((Rd-Gd)/DELTA));
H=H*60;
DADOSBRUTOS(i,12) = H(i,1);

end

end

L=0;

MAX=0;

MIN=0;

DELTA=0;

i=i+1;
end
HSL(:,:) = DADOSBRUTOS(:,12:14);
HSL
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B) Fotografia de juvenis de A. ocellaris apds 60 dias de experimento

Figura 7. Imagens dos peixes ao final do experimento que receberam as
dietas: a) D¢, b) Das e C) Dan.
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ANEXO A — Descricdo

Protocolo da analise do teor de astaxantinas nas amostras

@
..“
UFG

Universidade Federal de Goias
Instituto de Quimica
Laboratério de Métodos de Extracdo e Separagao

Andlise do teor de astaxantina em amostras da UFSC
Fornecedor: Prof. Dr. Roberto Bianchini Denner (UFSC)
Roteiro Experimental

Os solventes de grau HPLC metanol, acetonitrila e diclorometano
foram obtidos junto a J. T Backer (Tokyo, Japdo). Foi usada agua
deionizada obtida pelo sistema de purificacdo de agua Elix (Millipore,
Billerica, MA, USA). Os padrdes trans astaxantina e trans-f-apo-8’-
caroteno (Padrdo Interno) foram adquiridos junto a Sigma (St. Louis,
MO, USA). A separacdo analitica foi feita usando a coluna NST C30
(250 mm x 4.6 mm 1.D. 5 um) da NST (S&o Carlos, SP, Brasil) para o
sistema HPLC-MS-MS

HPLC - Agilent modelo 1290 Infinity LC (Agilent Tecnologies,
Santa Clara, CA, USA), composto por bomba quartenaria, autosampler
(mantido a 10 °C) e controlador de temperatura de coluna (mantido a 40
°C) e funcdo lavagem da agulha operada antes e depois da injecéo por
15 segundos. Detector por espectrometria de massas Linear lon Trap
Quadrupolo (ABSciex 3200 QTRAP®, modelo 1031491/K) com fonte
de ionizacdo APCI com detec¢do no modo positivo. Temperatura da
fonte foi mantida a 450 °C. Curtain gas (CUR): 20; gas de colisdo
(CAD): alto; corrente nebulizador (NC): 4 pA; Energia Potencial: 10;
Fonte gasosa de fons (lons source gas - GS1): 45 L.mim?. Os ions



60

selecionados (Tabela 1) foram monitorados por MRM (multiple reaction
monitoring) e o tempo de permanéncia de 150 ms foi usado para cada
transicdo Q1-Q3. Usou o Software Analyst versdo 1.5.2 para a aquisi¢do
de dados e Software MutiQuant versdo 2.1 para a analise de dados. Os
fragmentos monitorados para astaxantina foram em Q1: 597,6 e em Q3:
579,1[M-18]; 561,5[M-18-18]; 473,2; 379,2.

O sistema cromatografico para ambos os detectores foi operado
no modo gradiente, com uma vazdo de fluxo de 1 ml. min. A fase
moével do sistema HPLC-DAD foi metanol/acetonitrila/dgua (84:14:2,
v/viv) (A) e diclorometano (B) com o seguinte gradiente: 100% A e 0%
B por 11 min, em seguida decresceu para 95% de A em 18 min, 90% de
A em 21 min, 85% de A em 24 min, 80% de A em 27 min, 75% de A
em 35 min, 50% de A em 40 min, 75% de A em 41 min, e retornou para
100% de A em 43 min, sendo mantida nesta propor¢do por 7 min,
perfazendo um total de 50 min de anélise. O volume de injecdo foi de 20
ML.

O método de extragdo foi desenvolvido conforme metodologia
proposta por Soares et al. (2006).



