Medicina Veterindria ISSN 2675-6617

Extrato hidroalcooélico de rosela (Hibiscus sabdariffa L.) na alimentacio do peixe Mato Grosso
(Hyphessobrycon eques)

[Hydroalcoholic rosela extract (Hibiscus sabdariffa L.) in thick-bush fish (Hyphessobrycon eques)
feed|

“Artigo Cientifico/Scientific Article”

Barbara Libanio da Cruz' @, Marcos Paiva Scardua®’ ©, Rebeca Maria Sousa® ©, Mayara Schueroff
Siqueira® @, Heriberto Giménes Junior* ©, Henrique Momo Ziemniczak® ©, Alzira Gabriela da
Silva Pause' @, Paulo Henrique Braz® ©, Claucia Aparecida Honorato'

"Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-MS, Brasil.

nstituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara campus Aracati, Aracati-CE, Brasil.

3Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande-MS,
Brasil.

“Laboratério de Ictiologia, Instituto de Meio Ambiente de Mato Grosso do Sul, Campo Grande-MS, Brasil.

SPrograma de P6s-Graduagio em Ciéncia Animal, Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR, Brasil.

SInstituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia Farroupilha campus Frederico Westphalen, Frederico Westphalen-
RS, Brasil.

*Autor para correspondéncia/Corresponding Author: E-mail: marcos.scardua@ifce.edu.br

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a inclusdo do extrato hidroalcodlico de rosela (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 recirculagdo 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 rosela - EHR (controle; 0,12;
0,25 ¢ 0,50 mg de EHR/kg de ragdo). A inclusdo de concentragdo de 0,25 ¢ 0,50 EHR/kg, promoveu uma
melhora nos indices zootécnicos, comprimento padrdo e eficiéncia alimentar. Os peixes apresentaram
alteragdo 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 utilizagdo de 0,25 e 0,50 EHR/kg
refletiu em diminuigdo da atividade das enzimas AST e ALT. Observou-se o aumento da atividade catalase
em concentracdes com maiores indices de extratos hidroalcodlicos de rosela na dieta. O extrato
hidroalcodlico de rosela é eficiente na alimentagdo de peixe Mato Grosso na concentragdo de 0,50 mg
EHR/kg.

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

Abstract

This study evaluated the inclusion of hydroalcoholic rosela extract (Hibiscus sabdariffa) in diets of the thick-
bush 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 rosela 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 rosela extracts in the diet. The hydroalcoholic extract of rosela is efficient in
feeding Mato Grosso at the concentration of 0.50 mg EHR/kg.

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

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
econdmico e a comercializagdo desses animais
(Gomes et al, 2021). Naturalmente a cor ¢
produzida pelos cromatoforos, células que contém
pigmentos, entre esses, estdo uma familia de
compostos  pigmentados  conhecidos  como
carotendides. Assim como 0S outros animais, OS
peixes ndo possuem a capacidade de sintetizar
esses pigmentos, portanto, devem ser fornecidos
via alimenta¢ao (Rashidian et al., 2020a).

Com intengdo de melhorar o aspecto de
peixes, comumente utilizam-se pigmentos
sintéticos com baixa eficiéncia (Nhan et al., 2019;
Rashidian et al., 2020b), portanto, pigmentos
naturais nas dietas t€m sido prospectados
(Vanegas-Espinoza et al., 2019) para colorir e
também aumentar a atividade antioxidante e os
danos causados pelos radicais livres (Nhan et al.,
2019).

A rosela (Hibiscus sabdariffa L.) tem sido
prospectada como alimento funcional (Vanegas-
Espinoza et al., 2019) e classificada como uma
PANC, planta alimenticia ndo convencional,
possui a fungdo antioxidante, sendo composta por
vitaminas C e E, acidos polifenolicos,
flavonoides, acido araquidico, acido citrico, acido
estearico, acido malico, além de pectinas,
fitoesterdis e antocianinas (Anjos et al., 2017). Os
compostos fendlicos apresentam uma reacdo
antioxidante através de seus mecanismos, dentre
seus aspectos, inclui-se a capacidade de remocao
dos radicais livres, e a inibicdo de compostos
reativos durante o curso normal do metabolismo,
retardando a ocorréncia de danos as proteinas,
lipideos e 4cidos nucleicos, e consequentes, a
lesdo celular (Silva et al., 2016). Diante do
exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
inclusdo do extrato hidroalcodlico de rosela
(EHR) em dietas do peixe Mato Grosso
(Hyphessobrycon eques).

Material e Métodos

Foi utilizada uma ragao comercial (40,88%
PB ¢ 4374,8 Kcal kg-1), 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,
Probiodtico, Prebidtico e Multienzimatico.

A rosela foi adquirida no comércio local.
Para a formulacdo do extrato, o material foi
pesado (50g), em seguida foram utilizados 300
mL de solugdo hidroalcoodlica (50:50). O material
permaneceu em um ambiente refrigerado por 7
dias para obtencdo do extrato. Posteriormente
ocorreu a inclusdo do extrato a racdo nas
propor¢des de 0,12; 0,25; 0,50 mg, apds a
inclusdo, a ragdo permaneceu em estufa a 65°C
para a secagem, pelo periodo de 24 horas.

Os peixes Mato Grosso (H. eques) foram
adquiridos no comércio local especializado em
venda de peixes ornamentais. Estes foram
adaptados ao ambiente por um periodo de 7 dias,
recebendo dieta comercial em sistema de
recirculagdo de 4dgua. O ensaio in vivo foi
realizado com 120 peixes com 4 meses de idade
(0,514 0,06 g), distribuidos aleatoriamente em 12
aquarios de polietileno de 20 L, em sistema de
recirculacdo de 4agua, com densidade de
estocagem de 10 peixes por aqudrio, estes peixes
foram submetidos a um periodo experimental de
21 dias. Os peixes foram alimentados trés vezes
ao dia (08h; 11h; 15h) até a saciedade aparente
por um periodo de 21 dias.

A tolerancia dos peixes ao EHR foi aferida
pela sobrevivéncia aos protocolos de alimentacdo
diariamente. No 21° dia os peixes foram
eutanasiados e mensurados o peso € O
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 ra¢do; Sobrevivéncia:
S = [nimero 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 relagdo peso/comprimento).

Para mensurar a colorago, todos os peixes
foram utilizados e aferidos com o 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
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amarelo (+100) (Rezende et al.,, 2012). A
mensuragdo foi realizada na regido dorsal, logo
abaixo da nadadeira dorsal, no peixe in vivo. Para
avaliagdo da atividade hepatica e atividade
antioxidante do extrato de casca de Rosela, 30
exemplares de peixe Mato Grosso foram
utilizados, as analises foram realizadas
individualmente.

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 tampao fosfato de sddio
20 mM e Tris 10 mM - pH 7,0) em
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem.
Posteriormente, esta amostra foi centrifugada a
4°C por trés minutos a 600 x g e o sobrenadante
submetido a uma nova centrifugagdo por oito
minutos a 6000 x g. O sobrenadante foi utilizado
para os ensaios enzimaticos de ALT e AST. As
leituras das amostras foram realizadas por
espectrofotometria  (espectrofotometro  semi-
automatico Bioplus S-200), com Iluz de
comprimento de onda apropriado para cada teste.

A atividade antioxidante na pele foi
realizada através da atividade da superoxido
dismutase (SOD) testada por auto-oxidagdo do
pirogalol, inibida na presenga de SOD (Beutler,
1984). As leituras de absorbancia foram realizadas
em 420 nm, considerando que 1,0 UI inibe 50% a
auto-oxidagdo do pirogalol. A atividade catalase
(CAT) foi avaliada lendo o decaimento de H,O; a
230 nm (Beutler, 1984). Uma unidade de CAT foi
definida como a quantidade de enzima necessaria
em 1,0 umol de H,O, min-1 de oxidagdo, ¢ a
absortividade molar usada foi (H>O;) €A230 =
0,071 mM cm-1. A proteina foi determinada com
reagente de Bradford contra uma solugdo padrdo
de soro de albumina bovina (BSA).

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 ragdo na
alimentacdo dos peixes Mato Grosso com 3
repeticdes. A normalidade e homogeneidade da
variancia dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk, em programa Bioestat (versao 5.0).
Foi realizada a analise de varidncia (ANOVA), ¢
quando detectada diferenga significativa (p<0,05),
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

Resultados e Discussiao

O EHR demonstrou que pode ser utilizado
com seguranca na alimentagdo do Mato Grosso,
uma vez que ndo houve mortalidade durante o
ensaio. As concentragoes de 0,12 e 0,25 mg de
EHR/kg de ragdo proporcionaram melhores
indices de eficiéncia alimentar e as ra¢des de 0,25
e 0,50 mg de EHR/kg maior comprimento padrio.
O grupo controle (sem a inclusdo de EHR/kg) e o
grupo com menor concentracdo (0,12 mg
EHR/kg), obtiveram menores indices de
crescimento (Tabela 1).

Nao foi observada qualquer alteragdo
referente & luminosidade frente a suplementagao
com EHR na alimentac¢do. Altas doses de EHR
demonstraram aumento da intensidade de
vermelho nos peixes (Tabela 1). A utilizacdo de
0,50 mg de EHR/kg promoveu maior efeito na
coloragdo na cromaticidade de a*. No trabalho de
Vanegas-Espinoza et al. (2019) também foi
reportado o aumento da pigmentacdo nas maiores
concentragdes de aditivo (antocianinas
microencapsuladas), a base de rosela, adicionado
na dieta dos peixes (Carassius auratus).

Nao  foram  encontradas  diferencas
significativas nos valores de albumina e SOD
hepatica. Houve aumento da CAT quando
utilizado 0,25 e 0,50 mg de EHR/kg. Houve
diminui¢do da ALT e AST com a inclusdo de
EHR (Tabela 1). Conforme relatado por Silva et
al. (2016), os compostos fendlicos presentes no
EHR possuem a capacidade de remocdo dos
radicais livres e a inibi¢do de compostos reativos
no metabolismo, retardando a ocorréncia de danos
as proteinas, lipideos e 4acidos nucléicos e,
consequentemente, & lesdo celular, desta forma
sugerimos que o mesmo tenha ocorrido em H.
eques, com reflexo na redugdo de ALT e AST.

A resposta da atividade antioxidante das
dietas com inclusdo do extrato de rosela estdo
relacionadas aos compostos bioativos presentes
em sua composicdo. 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).

A utilizagdo de corantes naturais com
fatores pigmentantes, como as antocianinas,
promovem a pigmentagdo vermelha nos
alimentos, sendo assim, uma alternativa para a
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diminui¢do de corantes sintéticos, visto que 0s
corantes naturais além de aumentar a coloragdo
favorecem o sistema imune (Vanegas-Espinoza et
al., 2019).

A rosela se destaca por possuir uma alta
taxa de concentragdo de antocianinas em sua
composicdo bioquimica, além da presenca de
compostos fendlicos que em conjunto sdo
responsaveis pela sua coloragdo 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*.
Alguns trabalhos reportam o sucesso da
incorporagdo de plantas com componentes
pigmentantes na alimentagdo de peixes (Kaur e
Tarang, 2017), no entanto, poucos estudos foram
realizados em peixes neotropicais.

Tabela 1. Desempenho zootécnico e coloragdo 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 rosela (Hibiscus sabdariffa).

Dietas (mg.kg™)

Parametros

Controle 0,12 0,25 0,50 P
GP (g) 0,43+0,09 0,47+0,06 0,5340,05 0,57+0,08 0,0789
CT (cm) 3,14+0,22 3,10+0,18 3,27+0,16 3,27+0,22 0,1753
CP (cm) 2,4840,22b 2,39+0,17b 2,62+0,17a 2,65+0,18a 0,0417
Altura (cm) 1,20+0,13 1,210,13 1,2620,12 1,22+0,13 0,8101
EA 1,7840,33b 3,16+0,44a 3,5840,39a 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
Coloragado 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 -3,434+4,49a 0,07+0,86b -0,72+0,70a 0,0222
Enzimas Metabolicas (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 97,67+9,02b 89,5+6,36b 105,742,082 105,0+2,88a <0,0001
SOD 3,65+0,5 4,30+0,7 4,20+0,55 4,12+0,29 0,3801

*Médias seguidas de letras distintas reportam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05); Dados expressos em média + desvio padrio.
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 Condigdo relativo. ALT - Alanina Aminotransferase; AST - Aminotransferase de
Aspartato; SOD - Superoxido Dismutase; CAT - Catalase. *Albumina (g.dL™").

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 saide e bem-estar. Neste contexto, o
principal 6rgdo do metabolismo de energia nos
peixes ¢ o figado, e sua desintoxicacdo apresenta
efeito protetor desses animais, e danos como

lesbes ou disfuncdo tem se tornado um dos
problemas mais sérios na aquicultura (Ma et al.,
2019). A diminuicao significativa observada nos
valores de AST, revelou um efeito hepatoprotetor,
da inclus@o do EHR. O efeito hepatoprotetor foi
reportado por algumas plantas (Ota et al., 2019;
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Gao et al., 2020), demonstrando melhora no
desenvolvimento dos peixes.

Conclusio

O extrato hidroalcodlico de rosela (Hibiscus
sabdariffa) ¢ eficiente na alimentacdo de Mato-
Grosso (Hyphessobrycon eques) a partir da
concentracao de 0,25 mg EHR/kg.

Comité de Etica

O presente estudo foi realizado de acordo
com os principios éticos de experimentacdo
animal, adotado pelo Comité de Etica para o Uso
de Animais do Centro Universitidrio da Grande
Dourados (CEUA/UFGD), registrado sob o
protocolo n° 03/2019.
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