UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE DOUTORADO

Suplementacédo com 6leo essencial e extrato aquoso de manjericdo (Ocimum

basilicum) na dieta de pacu (Piaractus mesopotamicus)

Rebeca Maria Sousa

Campo Grande — MS
2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE DOUTORADO

Suplementacédo com 6leo essencial e extrato aquoso de manjericdo (Ocimum

basilicum) na dieta de pacu (Piaractus mesopotamicus)

Rebeca Maria Sousa

Orientador: Prof. Dr. Jayme Aparecido Povh
Coorientador: Prof. Dr. Ruy Alberto Caetano

Corréa Filho

Tese apresentada a Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul,
como requisitos & obtencdo do
titulo de Doutora em Ciéncia
Animal. Area de Concentracio:
Producdo Animal.

Campo Grande, MS
2024



23/04/2024, 10:08 SEI/UFMS - 4794640 - Certificado

Servico Pdblico Federal
Ministério da Educacao
Fundacgao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

=11} e

UFMS

Certificado de aprovagao

REBECA MARIA SOUSA

SUPLEMENTAGAO COM OLEO ESSENCIAL E EXTRATO AQUOSO DE MANJERICAO (OCIMUM
BASILICUM) NA DIETA DE PACU (PIARACTUS MESOPOTAMICUS)

SUPPLEMENTATION WITH ESSENTIAL OIL AND AQUEOUS EXTRACT OF BASIL (OCIMUM
BASILICUM) IN THE DIET OF PACU (PIARACTUS MESOPOTAMICUS)

Tese apresentada a Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, como requisito
para obtencdo do titulode Doutora em
Ciéncia  Animal. Area de concentragdo:
Producdo Animal.

Aprovado em: 05-04-2024
BANCA EXAMINADORA:

Dr. Jayme Aparecido Povh

(UFMS) — Presidente

Dra. Arlene Sobrinho Ventura

(UFGD)

Dr. Carlos Eurico dos Santos Fernandes

(UFMS)

Dra. Milena Wolff Ferreira

(UCDB)

Dr. Dr. Ruy Alberto Caetano Correa Filho
(UFMS)

Documento assinado eletronicamente por Jayme Aparecido
Povh, Professor do Magisterio Superior, em 15/04/2024, as
10:25, conforme horario oficial de Mato Grosso do Sul, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n® 10.543, de 13

de novembro de 2020.

sell o

eletrbnica

—_— W —

NOTA  YFMS

MAXIMA

iy —

https://sei.ufms.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=5546686&infra_sistema...

1/2


https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm

23/04/2024, 10:08

SEI/UFMS - 4794640 - Certificado

NOTA
MAXIMA
NO MEC

—_— W —

UFMS
E 101!

e ol —

Documento assinado eletronicamente por Arlene Sobrinho
Ventura, Usuario Externo, em 15/04/2024, as 12:42,
conforme horario oficial de Mato Grosso do Sul, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13
de novembro de 2020.

il
SEeE o
assinatura

eletrbnica

-~

NOTA
MAXIMA
NO MEC

—_— Wk —

UFMS
E 10!

Documento assinado eletronicamente por Carlos Eurico dos
Santos Fernandes, Professor do Magisterio Superior, em
15/04/2024, as 12:57, conforme horario oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

-

il
seil o
assinatura
eletrbnica

NOTA
MAXIMA
NO MEC

— ik —

UFMS
E 101!

e ol —

Documento assinado eletronicamente por Milena Wolff
Ferreira, Usuario Externo, em 15/04/2024, as 14:03,
conforme hordrio oficial de Mato Grosso do Sul, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13
de novembro de 2020.

il
SEeE o
assinatura

eletrbnica

-~

NOTA
MAXIMA
NO MEC

—_— Wk —

UFMS
E 10!

o —

Documento assinado eletronicamente por Ruy Alberto
Caetano Correa Filho, Professor do Magisterio Superior, em
16/04/2024, as 08:33, conforme horario oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no § 32 do art. 42 do
Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

1
seil o
assinatura

eletrbnica

> A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

it https://sei.ufms.br/sei/controlador externo.php?
‘4 acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cédigo

: H_. g:l. verificador 4794640 e o codigo CRC D353E0CD.

COLEGIADO DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA ANIMAL

Av Costa e Silva, s/n° - Cidade Universitaria
Fone:
CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n2 23104.001236/2021-33

https://sei.ufms.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=5546686&infra_sistema...

SEI n2 479464

212


https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://sei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedicatoria
As minhas amadas
Mae, Antonia Ferreira Sousa e, minha

Avé Leonda Ferreira Sousa (in memoriam).



Agradecimentos

Quero primeiramente agradecer a Deus, pela oportunidade do momento presente e por tido a
oportunidade de chegar ao final deste ciclo, e que, apesar dos momentos dificeis, foi a Ele que
eu sempre busquei, na fé e na esperanca de sempre acreditar que seria possivel.

Agradeco a minha amada mae Antonia (“Te amo Mae”), por sempre acreditar em mim e sempre
me deu palavras de consolo, quando ela mesma ndo sabia que eu estava precisando.

Nesse caminho encontrei pessoas que me receberam de bragos abertos, e que me ensinaram
muitas coisas além do Lattes. Desde 0 momento em que eu vim prestar a selecdo para o
doutorado até o dia de hoje. S&o pessoas que eu tenho imensa gratidao a Deus por ter colocado
em meu caminho.

Agradeco a Professor Jayme, pela paciéncia e por ser um orientador que todos admiram pela
simplicidade e humildade, por se preocupar com seus alunos e por acreditar na minha
capacidade e ter aceitado me orientar. Ao Professor Ruy, pela coorientacdo, pelo cuidado em
todas as palavras de apoio. Ao Grupo AQUIMS por todo o aprendizado. Tenho muito orgulho
de fazer parte dessa equipe.

Aos amigos que fiz aqui agradeco ainda mais, em especial ao grupo “quarteto fantastico”:
Giovanna Stringhetta, Louise Spica e Lucas Brasileiro que me receberam e me aceitaram pra
fazer parte dessa amizade. Aos demais amigos da pds e da graduacdo Yago Moura, Lavinia
Salve, Lais Roque, Chrysllary Diehl, Rafaela Martins, Adryadine Almeida, Felipe Cruz, Murilo
Lobo, Franciely Kreutz, Paula Perius e Heloise Nantes, por terem me ajudado durante a
realizacdo do experimento de doutorado. A técnica Karina Sanches, pela ajuda e as palavras de
apoio.

Agradec¢o aos meus amigos que mesmo longe sempre me ouviam, Romério Rodrigues e Camila
Vieira, e mesmo assim nunca deixaram de se fazer presente.

Agradeco a UFMS por fazer parte desse universo, e a CAPES, pela bolsa durante o doutorado.
N&o menos importante, mas sempre em minha memoria, a minha querida avo Leonda, que néo

esta presente fisicamente, mas que teria muito orgulho de estar aqui hoje, “Saudades V6.

A todos, minha imensa GRATIDAO e muito OBRIGADO!



Epigrafe

Ando devagar porque ja tive pressa e
levo esse sorriso porque ja chorei demais
Hoje me sinto mais forte mais feliz,
quem sabe s0 levo a certeza
De que muito pouco sei
Ou nada sei...
- Tocando em frente, Almir Sater



RESUMO

SOUSA, R. M. Suplementacdo com o6leo essencial e extrato aquoso de manjericdo
(Ocimum basilicum) na dieta de pacu (Piaractus mesopotamicus). Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, 2024.

A aquicultura tem sido cada vez mais importante para suprir a necessidade crescente por
pescado, 0 que tem impulsionado a intensificacdo dos sistemas de cultivo. Neste sentido, 0
correto manejo alimentar € fundamental para os peixes, principalmente para espécies
Neotropicais como o pacu (Piaractus mesopotamicus) que, em geral, a exigéncia nutricional
ndo se encontra completamente estabelecida. Nesse contexto, o uso de plantas medicinais, como
0 manjericdo (Ocimum basilicum), como aditivos alimentares é um atrativo devido aos seus
compostos bioativos. Esses aditivos podem intensificar o crescimento, reduzir o estresse,
estimular o apetite e fortalecer a imunidade dos peixes. O estudo objetivou avaliar 0 uso do
manjericdo em duas formas (6leo essencial e extrato aquoso) como aditivo alimentar na dieta
de pacu, considerando o desempenho de crescimento, residuo muscular, histologia intestinal e
parametros hematoldgicos apds estresse simulado por transporte. Foram utilizados trés
tratamentos: (i) dieta controle (sem incorporacdo de O. basilicum) (ii) 0,5% de 6leo essencial
de O. basilicum incorporado na dieta; (iii) 0,5% de extrato aquoso de O. basilicum incorporado
na dieta. Juvenis de pacu (23 g £ 0,08, n=180) foram distribuidos nas unidades experimentas
(caixas de 300 L) dos trés tratamentos. Foram utilizadas seis repeticdes (seis caixas) por
tratamento. ApoOs a biometria final aos 45 dias de cultivo os peixes foram submetidos a
simulacdo de transporte por 4 horas para avaliar o efeito dos tratamentos ao manejo de
transporte. Os principais constituintes observados no 0leo essencial foram metil chavicol
(70,81%) e linalol (22,04%); para o extrato aquoso foram observados teores de taninos de
262,59+24 mg kg, sendo que estes constituintes foram parcialmente retidos na musculatura.
A taxa de retencdo do 6leo essencial na racdo ficou em torno de 50%, e para 0 extrato aquoso
variou entre 77 e 82%. Os resultados demonstraram que a incluséo de manjericdo na dieta ndo
teve efeito significativo no desempenho produtivo dos peixes. Os peixes suplementados com
extrato aquoso apresentaram menor altura da mucosa intestinal (16,28 pum) em relagcdo aos
demais tratamentos. A simulagdo de transporte por 4 horas aumentou a concentragdo da glicose
(basal, pos-estresse e de recuperacao) nos peixes suplementados com extrato aquoso em relagdo
aos peixes do grupo controle. Conclui-se que a suplementagéo de 0,5% de manjericdo (Ocimum
basilicum), nas formas de dleo essencial (quimiotipo metil chavicol/linalol) e extrato aquoso,

ndo apresentou efeitos benéficos no desempenho produtivo, morfologia intestinal e atenuacéo



do estresse de transporte simulado em pacu (Piaractus mesopotamicus).

Palavras-chave: aditivos fitogénicos, estresse, sistema produtivo aquicola



ABSTRACT

SOUSA, R. M. Supplementation with essential oil and aqueous extract of basil (Ocimum
basilicum) in the diet of pacu (Piaractus mesopotamicus). Tese (Doutorado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2024.

Aquaculture has been increasingly important to meet the growing need for fish, which has
driven the intensification of farming systems. In this sense, correct feeding management is
fundamental for fish, especially for Neotropical species such as pacu (Piaractus
mesopotamicus) whose nutritional requirements are generally not completely established. In
this context, the use of medicinal plants, such as basil (Ocimum basilicum), as food additives is
attractive due to their bioactive compounds. These additives can enhance growth, reduce stress,
stimulate appetite and strengthen fish immunity. The study aimed to evaluate the use of basil
in two forms (essential oil and aqueous extract) as a food additive in the pacu diet, considering
growth performance, muscle residue, intestinal histology and hematological parameters after
simulated transport stress. Three treatments were used: (i) control diet (without incorporation
of O. basilicum) (ii) 0.5% essential oil of O. basilicum incorporated into the diet; (iii) 0.5%
aqueous extract of O. basilicum incorporated into the diet. Pacu juveniles (23 g £ 0.08, n=180)
were distributed in the experimental units (300 L boxes) of the three treatments. Six replications
(six boxes) per treatment were used. After the final biometrics at 45 days of cultivation, the fish
were subjected to transport simulation for 4 hours to evaluate the effect of treatments on
transport management. The main constituents observed in the essential oil were methyl chavicol
(70.81%) and linalool (22.04%); for the aqueous extract, tannin levels of 262.59+24 mg kg-1
were observed, with these constituents being partially retained in the muscles. The essential oil
retention rate in the feed was around 50%, and for the aqueous extract it varied between 77 and
82%. The results demonstrated that the inclusion of basil in the diet had no significant effect on
the productive performance of the fish. Fish supplemented with aqueous extract had a lower
intestinal mucosa height (16.28 pum) compared to other treatments. Simulated transport for 4
hours increased the glucose concentration (basal, post-stress and recovery) in fish supplemented
with aqueous extract in relation to fish in the control group. It is concluded that supplementation
with 0.5% basil (Ocimum basilicum), in the forms of essential oil (chemotype methyl
chavicol/linalool) and aqueous extract, did not present beneficial effects on productive
performance, intestinal morphology and attenuation of transport stress simulated in pacu
(Piaractus mesopotamicus).

Keywords: phytogenic additives, stress, aquaculture production system
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INTRODUCAO

A crescente demanda por pescado tem favorecido o aumento na producédo aquicola
nos ultimos anos, principalmente quanto ao grupo dos peixes. Para isso tem ocorrido a
intensificacdo dos sistemas de cultivos para garantir o maximo desempenho produtivo e
evitar perdas econdémicas, além de maior exigéncia em relagdo a saude e bem-estar dos
peixes. O sucesso da intensificacdo dos sistemas de producdo depende do ambiente de
cultivo, da fisiologia e saude dos peixes.

Na busca por adotar medidas que visam diminuir os impactos que podem ser
causados pela intensificagdo da producéo, a nutricdo de peixes tem buscado informagdes
sobre a inclusdo de alimentos alternativos visando maior eficiéncia da producao e que,
além disso, possam ser alternativas para diminuicdo dos custos de producdo,
proporcionando maior crescimento e qualidade dos peixes (Rodrigues et al., 2015).
Diante disso, o potencial uso de plantas medicinais como aditivos alimentares é
consideravelmente atrativo, por possuirem compostos bioativos que sdo capazes de
intensificar e tratar, promover o crescimento, diminuir o estresse, estimular o apetite,
aumentar a imunidade e prevenir infeccdes na producao de peixes (Lieke et al., 2020;
Ahmadifar et al., 2021; Dawood et al., 2022).

Pearce e Jin (2010), classificam os extratos vegetais como aditivos fitogénicos, ou
seja, aditivos naturais produzidos a partir de extratos vegetais, e 0s apresentam como uma
alternativa aos aditivos sintéticos. Contudo, o estudo desses fitogénicos ainda tem sido
um desafio, pois a acdo desses extratos na alimentacgdo dos peixes € diferente, dependente
da concentracédo, dos principios ativos e dos niveis de inclusdo desses aditivos na racao.
Nesse sentido, o uso do manjericdo (Ocimum basilicum) como folhas e sementes, tem
sido utilizado em diferentes formas na dieta animal (Mansour et al., 2023). As folhas de
manjericdo podem ser utilizadas como aditivo alimentar (Tolay, 2021) e o extrato da
mucilagem das folhas pode melhorar as propriedades fisicas da dieta, palatabilidade e
melhorou o desempenho de crescimento (Al-Hamdani et al., 2021). Além disso,
apresentam varios beneficios como suplemento dietético (Mansour et al., 2023).

Peixes Neotropicais Sul-americanos, como o pacu (Piaractus mesopotamicus)
tém grande importancia para piscicultura, mas pouco se conhece sobre os efeitos dos
aditivos fitogénicos nesta espécie. Entre os aditivos, o manjericdo (O. basilicum) tem
apresentado resultados interessantes em algumas espécies de peixes, melhorando o
desempenho produtivo e atuando como anestésico, mas hé poucas informacdes com este

aditivo incorporado na dieta em espécies Neotropicais Sul-americanas.



14

Capitulo |

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.Contexto da Piscicultura

A producdo total mundial de pescado, que consiste na pesca e aquicultura,
segundo dados da FAO (2022), foi de cerca de 178 milhdes de toneladas em 2020, sendo
que 51% representam a pesca de captura (90 milhdes de toneladas) e 49% a aquicultura
(88 milhdes de toneladas). Além do consumo humano (157 milhdes de toneladas - 89%),
cerca de 20 milhGes de toneladas (81%), foram direcionadas principalmente para a
producdo de farinha e 6leo de peixe. O Brasil em 2020 apareceu em 13° lugar entre 0s
maiores produtores de animais aquaticos e em 8° lugar em producdo de aquicultura
continental (Figura 1) (FAO, 2022).

A producao brasileira de peixes em 2023, teve um aumento de 3,1% em relagéo
ao ano anterior, com uma producéo de 887.029 toneladas de peixes de cultivo (Peixe Br,
2024). O incremento da aquicultura continental que tem se observado no Brasil nos
ultimos anos ocorre principalmente devido as caracteristicas favoraveis que o pais
apresenta para a producdo de peixes tais como: grande disponibilidade hidrica, clima
favoravel, espécies de bom desempenho zootécnico com grande interesse de mercado,
além da disponibilidade de producdo de gréos para a producdo de racdo (Brabo et al.,
2016).

Como cenario mundial, o Brasil aparece em quarto lugar como o0 maior produtor
de tilapia-do-Nilo (579.080 t; Oreochromis niloticus). Além desta espécie, somam-se a
essa producdo os peixes nativos (263.479 t) (Peixe Br, 2024), liderado principalmente
pelo cultivo do tambaqui (109.798 t; Colossoma macropomum), além do cultivo de pacu
(Piaractus mesopotamicus), pirapitinga (Piaractus brachypomus) e os hibridos destes
peixes, sendo o tambaqui de maior producdo entre os redondos e o segundo mais
produzido, atras apenas da tilapia-do-Nilo (IBGE, 2023) (Figura 2).
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Figura 1. Posi¢do do Brasil na produgdo mundial (Posicéo pais) de animais aquaticos e na producdo de peixes em aguas continentais em 2020
(Adaptado de FAOQ, 2022).
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Figura 2. Producéo da aquicultura em 2022 por tipo de produto. (Adaptado de IBGE — Pesquisa da Pecuaria Municipal, 2022).
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Os peixes de cultivo representam a maioria da producao de peixes consumidos no
Brasil. Dentre os principais produtores de peixes de cultivo, encontram-se o estado do
Parand, com a lideranca na produgdo de tilapia-do-Nilo (209.500 t), e o estado de
Rond6nia, com a producéo de peixes nativos, liderado pela producao de tambaqui (56.500
t) (Peixe Br, 2024). Segundo o IBGE (2023), a producdo dos peixes pertencentes ao
chamado grupo de “peixes redondos”, representou cerca de 163 mil toneladas em 2022,
liderada principalmente pelo tambaqui (109.798 t), pacu e patinga (7.318 t), pirapitinga
(1.411 t) e seus hibridos tambacu e tambatinga (45.192 t) (Tabela 1).

Tabela 1. Producéo da aquicultura de espécies nativas, por tipo de produto ano 2022.

Producio da piscicultura de espécies nativas (t)

Regiodes

Tambaqui 1 2"®  Pirapitinga | mpacue

1 Patinga prting Tambatinga
Norte 84.185 439,11 1.052 7.837
Nordeste 20.509 1.684 22.88 10.469
Sudeste 401,56 1.612 138.34 349,21
Sul 9,456 1.934 - 183,99
Centro-Oeste 4.693 1.649 198.11 26.353
Brasil (total) 109.798 7.318 1.411 45.192

Fonte: adaptado de IBGE, disponivel em https://sidra.ibge.gov.br/Tabela/3940#resultado. -: ndo
registrado.

A espécie pacu (P. mesopotamicus) tem sido utilizado como modelo em diversos
estudos, principalmente considerando o grande potencial de cultivo em diversos sistemas
de producdo. Entre os estudos, cabe destacar a importancia de pesquisa com anestesicos
naturais, como mentol, eugenol (Gongalves et al., 2008; Rotili et al., 2012; Sanchez et al.,
2014) e oleos essenciais de Lippia sidoides, e Ocimum basilicum (Ventura et al., 2019;
Ventura et al., 2023), pois séo importantes para a producdo, manejo e transporte adequado

para 0S peixes.

1.2.Espécie estudada Pacu (Piaractus mesopotamicus)

Entre os peixes nativos de grande importancia na producdo nacional, aparece o
pacu (P. mesopotamicus), pertence a familia Characidae e subfamilia Myleinae,
representada por peixes herbivoros (Machado-Allison, 1982). Tem sua origem na Bacia
do Prata (Figura 3), que abrange partes do Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina, sendo
encontrado nos rios Parand, Paraguai e Uruguai (Godoy, 1975; Saint-Paul, 1986).


https://sidra.ibge.gov.br/Tabela/3940#resultado
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Bacia do Prata
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Figura 3. Localizacdo geogrdfica da Bacia Hidrografica do Prata. Fonte adaptada de:
https://ecoa.org.br/agua/bacia-do-rio-da-prata/

Conhecido por pertencer ao grupo de “peixes redondos”, o pacu pode ser
encontrado por outros nomes como, pacu-caranha, caranha ou pacu-guagu, possui grande
valor econémico principalmente no Pantanal do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, além
de ser um dos peixes mais estudados da regido Neotropical (Petrere, 1989), o pacu
apresenta como caracteristicas importantes para o cultivo a féacil adaptacdo, rapido
crescimento e boa aceitacdo pelo mercado consumidor (Jomori et al., 2005; Urbinati e
Gongcalves 2013; Ventura et al., 2019). A producao desse peixe juntamente com o hibrido,
a patinga (P. mesopotamicus @ X P. brachypomus &), representam cerca de 7.318
toneladas em 2022 (IBGE, 2023) (Figura 4).

Figura 4. Juvenil de pacu Piaractus mesopotamicus (57,26 g e 13,8 cm). Imagem: Louise Spica.

O pacu, em seu habitat natural, apresenta habito alimentar considerado migratoria

e de habito alimentar onivoro (Souza et al., 2003), com sua alimentacdo totalmente


https://ecoa.org.br/agua/bacia-do-rio-da-prata/
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dependente da sazonalidade e disponibilidade de alimentos, se alimentando de folhas,
frutos, sementes, flores e caule, além de, insetos crustceos, moluscos e peixes, podendo
sofrer influéncia do processo de migracdo para a reproducdo; periodos em que ha alta
ingestdo de carboidratos para armazenamento e reaproveitamento de energia (Bicudo,
Abimorad e Carneiro, 2013). E uma espécie que apresenta sua zona de conforto térmico
entre 28 e 30°C (Carneiro, 1990); contudo, por apresentar grande distribuicdo em
diferentes regides de clima temperado, pode tolerar temperaturas mais baixas (Milstein et
al., 2000).

O pacu é uma espécie Neotropical de grande interesse comercial devido seu
potencial zootécnico, tais como, rapido crescimento e facil adaptacdo a alimentacdo
artificial (Urbinati e Gongalves 2013); possui grande capacidade de aproveitar de forma
eficiente os nutrientes da dieta, simplificando assim o processo de formulacdo de dietas
(Bicudo, Abimorad e Carneiro, 2013). Além disso, tem boa aceitacao pelos consumidores
por apresentar carne de excelente qualidade (Urbinati e Gongalves 2013; Ventura et al.,
2021). Apresenta também, grande capacidade de se adaptar a diferentes sistemas de
producdo, e por isso vem sendo utilizado como modelo de estudos em pesquisas (Ventura

et al., 2021), relacionados ao uso de aditivos naturais como anestésicos naturais.

1.3.Uso de aditivos na alimentacéo de peixes

Na aquicultura, a utilizacdo dos aditivos tem como objetivo aumentar a eficiéncia
alimentar e desempenho de crescimento, além de também melhorar o desempenho
sanitario dos peixes (Yadav et al., 2021). Para acompanhar o crescimento da aquicultura,
é crucial aprimorar as tecnologias de criacdo, investigar novos aditivos e suplementos
alimentares que garantam o sucesso da producdo com uma dieta de baixo custo, com
ingredientes de qualidade utilizados durante a formulacédo, garantindo uma boa qualidade
nutricional das ragdes (Bharathi et al., 2019).

A Instrugdo Normativa do Ministério da Agricultura e Pecuaria — MAPA, nimero
13 de 30 de novembro de 2004, regulamenta o uso de aditivos e os classificam como:
aditivos tecnoldgicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos (Iwashita et
al., 2014). Nesse sentido, esses aditivos sdo por definicdo, ingredientes que adicionados
as racoes visam melhorar a qualidade, bem como, a eficiéncia alimentar dos peixes, além
de tornar a racdo mais atrativa, palatavel e digerivel (Yadav et al., 2021). Esses aditivos
também sdo utilizados como materiais aglutinantes para melhorar a estabilidades das

ragoes, evitando assim que o péletes se desintegrem tao rapidamente na coluna d’agua
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(Dawood et al., 2018).

Dentre os grupos de aditivos que séo utilizados na aquicultura, o grupo de aditivos
fitogénicos tem chamado grande atencdo quanto aos efeitos no desempenho produtivo e
como potencial anestésico. Estes aditivos compreendem uma ampla variedade de ervas,
especiarias e produtos derivados de Gleos essenciais e extratos (Windisch et al., 2008;
Pearce e Jin, 2010). De origem natural, extraidos de plantas, os extratos e 6leos essenciais
demonstram ser bastante promissores na utilizagdo como aditivos na alimentacéo,
contribuindo e apresentando resultados satisfatorios como agentes promotores de
crescimento (Acar et al., 2015; Sutili et al., 2018; Zargar et al., 2019; Souza et al., 2019);
acao antioxidante (Lee et al., 2005); antimicrobianos (Moghaddam et al., 2011; De Souza
et al., 2018); e na salde como agente anestésico (Ventura et al., 2020); além disso,
melhora a aparéncia dos graos de racao ja extrusada diminuindo a quantidade de finos
(p6) (Moreira et al., 2015) e também sdo produtos de facil manejo no momento de
incorporacdo nas racoes (Hai, 2015).

A inclusdo de um novo produto em uma racao ja preparada (racdo comercial) gera
menos custos ao produtor, ja que a sua fabricacdo é uma atividade que demanda o uso de
aditivos aglutinantes artificiais de alto valor de mercado (Karim et al., 2021). Como
alternativa para a incorporacdo de aditivos nas ragdes utiliza-se a incorporagdo manual,
de forma viavel e mais econémica, por meio de mistura quando o aditivo é em pd, ou por
aspersdo quando se trata de 6leos essenciais (Dairiki et al., 2013). Nesse sentido, as ervas
aromaticas como o manjericdo (O. basilicum) vem sendo utilizadas como objeto de
estudo como um novo anestésico natural e incorporado as dietas para estudos visando a

suplementacéo dietética dos peixes.

1.4. Manjericdo Ocimum basilicum

O manjericdo pertence ao género Ocimum, e a espécie Ocimum basilicum é a mais
cultivada comercialmente em virtude de suas folhas verdes e aromaticas que podem ser
usadas frescas ou secas como condimento, ou para obtengdo de 6leo essencial e extratos
(Marotti et al., 1996; Loughrin e Kasperbauer, 2001). Esta planta pertence a familia
Lamiaceae, podendo ser encontrado na Asia Tropical, Africa, América Central e América
do Sul, compreendendo de 50 a 150 especies (Machado et al., 2011). A espécie O.
basilicum possui propriedades anestésicas e sedativas, e efeitos positivos para a satide em
diversas espécies de peixes (Hoseini et al., 2019). Estas propriedades podem ser

atribuidas aos seus compostos volateis incluindo linalol, metil chavicol, eugenol,
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bergamoteno e metil cinamato (Klimankova et al., 2008; Sonmezdag et al., 2018).
Devido as suas propriedades importantes, 0 manjericdo O. basilicum tem sido
utilizado de diferentes formas na aquicultura. A tabela 2 apresenta alguns estudos
utilizando manjericdo em diferentes formas e em diferentes espécies de peixes. Na
maioria dos estudos 0 manjericdo tem sido utilizado como 6leo essencial para efeitos de
inducdo a anestesia e sedagdo, para manejos biométricos e transporte, por possuir
propriedades que produzem esses efeitos nos peixes, diminuido as respostas secundérias

de estresse na realizacdo dos manejos rotineiros que sao realizados nas pisciculturas.

Tabela 2. Uso de manjericdo Ocimum basilicum como 0leo essencial em diferentes
espécies de peixes.

Espécie/ Autor Dose Utilizacao Resultado principal
C. 400, 500, .
B 600. 700 Indugdo e 1000 uL L' resultou em menor
Ventul; aetal. 80 O’ % O’ . recuperagio tempo de indugdo; o tempo de
021 N 10 OZ) WL ’L_l anestésica recuperagdo no diferiu.
Dani ) A exposicao ao o6leo essencial
anio rerio .
Capparucei et 50,100 e Desenvolvimento promoveu atraso na taxa de
al PZI:) I 200 ul L' de embrides eclosdo, deformidades e
? mortalidade das larvas.
20, 50, 70
P 300 mg L! apresentou melhores
O. mykiss 100, 150, )
. Itad d té
Ygit et al., 200,300,  Anestésico resutacios como dose anesiesica
2022 400. 500. @ sem causar efeitos toxicos ou
60 O,mg Ii'l danos histopatologicos
10, 25, 50
O. niloticus | 02) 22) 0 ’ Sedativo ¢ 400 puL L' promoveu melhor
Limma-Netto T . tempo de indu¢do e recuperacgdo
400 e 600 anestésico L.
et al., 2017 WL L anestésica.
O. niloticus Transporte — 2 Principal componente: metil
Ventura et al., 20 uL L' P chavicol; a dose apresentou
horas . .
2020 potencial sedativo seguro.
P
A tracd liadas na
mesopotamicus 100, 350 e Inducao rsc)r;(:)nc(e(zanagc;es Ii\i/t? 1: ;s ngz
Ventura et al., 600 mg L anestésica P v . gas
2021 estresse nos peixes.
.. 300 L!
P 150,180,  Atividade me - promovet menot
. , . tempo de inducdo anestésica. Os
mesopotamicus 210, 240, anestésica e ) .
N componentes metil chavicol e
Ventura et al., 270 ¢ 300 deplecdo de seus . )
1 L linalol foram quantificados nos
2023 mg L principais

tecidos amostrados.
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compostos em
diferentes tecidos

"Hibrido

0, 10, 25, Anestesia, 10 e 25 puL L' promoveu
Tambacu ~ . ~
) 50, 100, 200 sedagdo e menores tempos de indugdo e
Limma-Netto e300 uL L' recuperacdo recuperacao anestésica
et al., 2016 H perag perag '

1(P. mesopotamicus & x C. macropomum 2)

O uso do manjericdo como suplementacdo na alimentacdo de peixes foram
relatados em alguns estudos realizados por Amirkhani e Firouzbakhsh (2015); De Souza
et al., (2019); Chung et al., (2020); Shahsavani et al., (2021); Rahman et al., (2022);
Mansour et al., (2023). Estes autores descrevem que 0 uso do manjericdo tem resultado
favoraveis no desempenho zootécnico, na modulacao intestinal, na taxa de sobrevivéncia

e na melhora no sistema antioxidante (Tabela 3).

Tabela 3. Uso de manjericdo Ocimum basilicum como suplementacdo em diferentes
espécies de peixes.

Espécie Forma Dose Periodo  Resultado principal
48 dias;
. desafio de Principal constituinte:
Arapaima . 1
. E 1A estresse por linalol; 2 mL kg
gigas Oleo 0,5;1,0; e .
. .1 densidade apresenta melhores
Chung et al.,  essencial 2,0 mL kg
de resultados no
2020 L
estocagem  desempenho zootécnico.
elevada
. 6% ¢ mais eficaz em
Cyprinus .
. o/ Ao melhorar o sistema
carpio . 2%,4% e . .
. Po (folhas) . 60 dias antioxidante e atenuar os
Shahsavani et 6% de po )
biomarcadores redox
al., 2021 e )
lipidicos e proteicos.
. 1
oo 100,200, 60 diass geon T
4 . Extrato 400,800 e  desafio por penno
Amirkhani e . sobrevivéncia e
. das folhas 1600 mg kg~ A. AP ~
Firouzbakhsh, | hvdrophila resisténcia a infecc¢ao por
2015 yarop A. hydrophila
Extrato etanolico na dose
-1
O. niloticus Extrato de 500 mg kg .
. 200, 300, e demonstrou ser mais
Mansour et etanolico e 1 8 semanas . ~
500 mg kg eficiente na promog¢ao do
al., 2023 aquoso
desempenho de
crescimento.
-1
o Nano lg 2 g [COBN2] kg
O. niloticus - demonstrou melhores
composito [COBNI], 2 .
Rahman et 60 dias resultados no
de g [COBN2],
al., 2022 . desempenho e
quitosana e3 g

modulacao intestinal.
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+ Oleo [COBN3]
essencial kg

45 dias; 1,0 mLkg! é mais

O. niloticus Oleo 0,25:0,5; desafio por eficiente como aditivo
De Souza et al., . 1,0e 2,0 . ~
2019 essencial mL kg A. alimentar por ndo causar
hydrophila  danos hepaticos.
Folhas e 2% de As dietas promoveram
Sparus aurata  sementes;  'FMS; 2% melhorias no crescimento
El-Dakar et al., sementes  de SMS; 84 dias na utilizagdo de
2015 seca e 2% de alimentos e nas enzimas
embebidas SMES digestivas.
21zt . . 0 .

Tilapia hibrida Folhas 0:0.5: 1.0 e ' 2% proporcionou
El-Dakar et 112 dias melhoria no desempenho
secas 2,0% .

al., 2008 dos peixes.

!FMS: Folhas de manjericdo secas; SMS: sementes de manjericdo secas; SMES: sementes de manjericio
embebidas e secas. 20. niloticus x O. aureus.

Os estudos que relatam o uso de manjericdo como fonte de suplementacdo
alimentar, apresentam resultados bem diferentes entre as espécies em que foi utilizado,
indicando que a acdo dos compostos presentes no manjericdo é dependente da forma
como a espécie de peixe metaboliza esse produto em seu organismo, podendo ou nédo
trazer beneficios que estdo relacionados a presenca dos compostos que possam promover
0 desempenho dos peixes.

O efeito da utilizacdo do manjericéo € influenciado pela forma como a espécie de
peixe o absorve, gerando resultados distintos como os observados nos estudos realizados
por Limma-Netto et al., (2016) e Ventura et al., (2021). No estudo utilizando a espécie
hibrida tambacu (P. mesopotamicus 4 x C. macropomum %), Limma-Netto et al. (2016),
observaram que o efeito anestésico do 6Oleo essencial (Tabela 2) foi proporcionado
utilizando concentracdes entre 10 e 20 pL L™ que promoveu menores tempos de inducéo
e recuperacdo. Em contrapartida, em estudo realizado por Ventura et al. (2021), utilizando
concentragdes de 6leo essencial de 100, 350 e 600 mg L em pacu (P. mesopotamicus)
para a inducdo anestésica, observaram que essas concentracdes ndo promoveram a
mitigacdo do estresse nessa espécie. Ou seja, a aplicabilidade do manjericdo como um
produto natural pode oferecer diferentes resultados de acordo com o modo como é
utilizado, a concentracdo ministrada, a espécie de peixe utilizada, assim como o tempo e
a forma em que é fornecido aos peixes.

Os estudos realizados utilizando o manjericdo em espécies nativas de peixes,
conforme mencionado anteriormente, foram descritos principalmente em fungéo do seu
uso como agente anestésico. Embora o manjericao tenha revelado propriedades benéficas

que promovam o desempenho de crescimento dos peixes, esses estudos foram relatados
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utilizando espécies como a tilapia-do-Nilo (O. niloticus), tilapia hibrida (O. niloticus x O.
aureus), carpa comum (Cyprinus carpio) e pirarucu (Arapaima gigas) (Tabela 3).
Entretanto, ndo se tem estudos utilizando o manjericdo como suplementacdo na dieta de
peixes nativos redondos. Nesse sentido, destaca-se a necessidade de mais estudos
adicionais com essas espécies nativas de valor comercial, como o0 pacu, que até o
momento ndo ha evidéncias cientificas que explorem a viabilidade e os beneficios da

inclusdo de manjericéo na dieta do pacu.

1.5. Estresse no transporte de peixes

Durante o ciclo produtivo, os peixes enfrentam diversos fatores que podem
ocasionar estresse. Um dos procedimentos rotineiros que promove o estresse nos peixes
é o transporte, que pode afetar a fisiologia e a sobrevivéncia desses peixes. O estresse é
uma condicdo em que o animal ndo consegue manter a homeostase do organismo, e assim
resulta em acgdes estresssoras (Ports et al., 2006; Harmon, 2009).

O transporte de peixes € uma pratica essencial na aquicultura, podendo ser
realizado em caixas de transporte ou em sacos plasticos inflados com oxigénio
(Boaventura et al., 2021). No entanto, esse procedimento pode aumentar a respiracéo, e
aexcrecdo de amonia e tambem deteriorar a qualidade da &gua durante o transporte (Ross
et al., 2009; Shrivastava et al., 2017) ocasionando 0 estresse nos peixes.

Nesse sentido, para diminuir os efeitos causados pelo estresse nos peixes, sao
utilizados produtos como extratos vegetais, que possuem efeitos sedativos que possam
diminuir o meatabolismo dos peixes e consequentemente reduzir o consumo de oxigénio
e excrecdo de aménia, e presevar a qualidade da agua e garantir o bem-estar animal
(Boaventura et al., 2021).
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo Geral

Avaliar os efeitos da incorporacdo de manjericdo (Ocimum basilicum) em ragéo
extrusada no desempenho produtivo, na morfologia intestinal, no residuo muscular e nas
alteracbes hematoldgicas apds estresse de transporte simulado de pacu (Piaractus

mesopotamicus).

2.2.0Dbjetivos Especificos

a) Avaliar o efeito da incorporacdo de manjericdo (O. basilicum) como
suplementacdo na dieta com 6leo essencial e extrato aquoso sobre o desempenho
zootécnico de pacu;

b) Avaliar o efeito da incorporacdo de manjericdo (O. basilicum) como
suplementacdo na dieta com o6leo essencial e extrato aquoso, sobre parametros
bioguimicos, hematoldgicos e na histologia intestinal de pacu;

c) Avaliar o efeito da incorporacdo de manjericdo (O. basilicum) como
suplementacdo na dieta com 6leo essencial e extrato aquoso, em funcédo de desafio por

estresse de transporte simulado em pacu.
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Capitulo 11

Suplementacéo com 6leo essencial e extrato aquoso de manjericdo (Ocimum

basilicum) na dieta de pacu (Piaractus mesopotamicus)

Artigo redigido nas normas do periodico Aquaculture.
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Resumo

Objetivou-se com este estudo avaliar o desempenho produtivo, morfologia intestinal,
residuo muscular e alteragdes hematoldgicas apds estresse de transporte simulado de pacu
(Piaractus mesopotamicus) suplementado com manjericdo (Ocimum basilicum) na dieta.
Foram utilizados trés tratamentos: (i) dieta controle (sem incorporacédo de O. basilicum);
(ii) 0,5% de 6leo essencial de O. basilicum incorporado na dieta; (iii) 0,5% de extrato
aquoso de O. basilicum incorporado na dieta. Juvenis de pacu (23 g + 0,08, n=180) foram
distribuidos em caixas de 300 L. Foram utilizadas seis repeticGes (seis caixas) por
tratamento. Apds a biometria final aos 45 dias de cultivo com os diferentes tratamentos,
0s peixes foram submetidos a simulagé@o de transporte por 4 horas para avaliar o efeito
dos tratamentos ao manejo de transporte. Os principais constituintes observados no 6leo
essencial foram metil chavicol (70,81%) e linalol (22,04%); para o extrato aquoso foram
observados teores de taninos de 262,59+24 mg kg*. A taxa de retencéo do 6leo essencial
ficou em torno de 50%, e para o extrato aquoso variou entre 77 e 82%. Os resultados
demonstraram que a inclusdo de manjericdo na dieta nédo teve efeito significativo no
desempenho produtivo dos peixes. Os peixes suplementados com extrato agquoso
apresentaram menor largura da mucosa intestinal em relacdo aos demais tratamentos. A
simulacdo de transporte por 4 horas aumentou a concentracdao da glicose (basal, pos-
estresse e de recuperacao) nos peixes suplementados com extrato aquoso em relagdo aos
peixes do grupo controle. Conclui-se que a suplementacdo de 0,5% de manjericao
(Ocimum basilicum), nas formas de 6leo essencial (quimiotipo metil chavicol/linalol) e
extrato aquoso, ndo apresentou efeitos benéficos no desempenho produtivo, morfologia
intestinal e atenuacdo do estresse de transporte simulado em pacu (Piaractus

mesopotamicus).

Palavras-chave: aditivos aquicolas, extratos vegetais, imunoestimulantes, peixes

Neotropicais

1. Introducéo

A aquicultura desempenha um papel fundamental ao fornecer uma fonte de
proteina extremamente valiosa para uma alimentacao equilibrada e saudavel. Em 2020,
foram produzidos 178 milhdes de toneladas de animais aquaticos, desse total 49% foram
produzidos pela aquicultura (FAO, 2022). Entre as diversas espécies de peixes, 0 pacu

(Piaractus mesopotamicus) se destaca como uma das principais espécies Neotropicais
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Sul-Americanas (Urbinati e Takahashi, 2020), principalmente devido a sua facil
adaptacdo, o rapido crescimento e a boa aceitacdo pelo consumidor. Esta espécie ocorre
naturalmente na Bacia hidrogréafica do Prata abrangendo partes do Paraguai, Uruguai,
Argentina e Brasil (Jomori et al., 2005).

Para o aumento da producao aquicola é necessario a intensificacdo dos sistemas
de cultivos, isto exige maior atencdo em relacao a salde e bem-estar dos peixes buscando
garantir o maximo desempenho produtivo e evitar perdas econémicas, principalmente
devido as altas densidades, 0os manejos, as mudancas repentinas de temperatura, e da
qualidade da agua e ainda a ocorréncia de baixo estado nutricional, os quais contribuem
para mudancas fisiol6gicas nos peixes, acarretando em estresse ou imunossupressao
(Reverter et al., 2014). Para evitar impactos e contribuir com a melhora da resposta
imunoldgicas dos peixes, comumente tem-se utilizado a inclusdo de antibidticos e
quimioterapicos na dieta de peixes; no entanto, o uso frequente desses produtos podem
causar resisténcia bacteriana contra os antibidticos e baixa imunidade do hospedeiro
(Dawood et al., 2022).

Uma alternativa aos antibioticos e quimioterapicos seria a utilizacao de aditivos
alimentares, especificamente a utilizacdo de ervas medicinais e seus extratos vegetais
naturais na dieta dos peixes, 0s quais podem desempenhar fun¢Ges importantes e também
contribuir na suplementacdo dietética (Ran et al., 2016) como (i) intensificadores de
apetite; (ii) promotores de crescimento (Citarasu, 2010; Vaseeharan and Thaya, 2014);
(iii) palatabilizantes (Aydin and Barbas, 2020); (vi) facilitadores na absor¢do de
nutrientes (Zeng et al., 2015); (vii) mitigadores do estresse; e (viii) profilaticos,
permitindo aumento da imunidade e prevenindo infec¢fes na producdo de peixes
saudaveis (Dawood et al., 2022).

Os 0leos essenciais sdo obtidos por meio da extracao dos constituintes secundarios
das plantas formados pela metabolizacao dos principios ativos, que possuem propriedades
terapéuticas devido a presenca de monoterpenos e outros compostos fenolicos volateis
(Nakatsu et al., 2000). Para a obtencéo do extrato sdo utilizados diferentes solventes como
agua e etanol (Nawaz et al., 2020); buscando na separar as substancias ativas do material
vegetal (Nguyen et al 2021). Nesse sentido, 0 manjericdo tem sido utilizado em diferentes
formas na dieta animal (Mansour et al., 2023).

O uso de manjericdo (Ocimum basilicum) como fonte dietética na alimentacao de
peixes foram relatados em alguns estudos recentes, com efeitos benéficos para o

crescimento de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus; De Souza et al., 2019) e pirarucu
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(Arapaima gigas; Chung et al., 2020); como antioxidantes e protetores imunologicos de
tildpia-do-Nilo (O. niloticus; Abdel Rahman et al., 2022); para melhorar a atividade das
enzimas digestivas e as respostas fisioldgicas da tilapia-do-Nilo (O. niloticus; Mansour
et al., 2023). O manjericdo como 0leo essencial possui compostos volateis que incluem o
linalol, metil chavicol, eugenol, bergamoteno e metil cinamato como componentes
principais (Klimankova et al., 2008; Sonmezdag et al., 2018).

Pesquisas com a utilizacdo de 6leo essencial de manjericdo para a espécie pacu
tem demonstrado ser eficiente quando utilizado como anestésico (Ventura et al., 2021;
2023). No entanto, ndo existem estudos com esta espécie de peixe utilizando o manjericao
como aditivo alimentar. Dessa forma, objetivou-se avaliar o uso de manjericdo (O.
basilicum) nas formas de dleo essencial e extrato aquoso como suplemento alimentar na
dieta de pacu (P. mesopotamicus), investigando seus efeitos no desempenho de
crescimento, morfologia intestinal, residuo muscular, alteraces hematoldgicas apds

estresse de transporte simulado.

2. Material e Métodos

2.1.Local e animais

Os procedimentos experimentais foram realizados na Estacdo Experimental de
Piscicultura da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS), em Campo Grande — MS (20°25°57’S e 55°17°11°W).
Foram utilizados peixes (n=180) com peso médio de 23,04+0,08 g e 10,00+0,02 cm
adquiridos comercialmente em Campo Grande — MS, Brasil. A metodologia utilizada
nesse estudo foi previamente aprovada pelo comité de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (aprovacdo N° 1.073/2019).

2.2.Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos: (i)
controle, em que os peixes foram alimentados com ragéo isenta de qualquer adigéo de
aditivos: (ii) 6leo essencial, em que os peixes foram alimentados com ragdo contendo a
incorporacio de 0,5% de 6leo essencial de O. basilicum (5 mL kg™ de ragdo); e (iii)
extrato aquoso, em que os peixes foram alimentados com rag&o contendo 0,5% de extrato
aquoso de O. basilicum (5 g kg? de ragdo). Nos trés tratamentos foi utilizada racdo
comercial extrusada (2-3 mm) para peixes onivoros (36% de proteina bruta 70% extrato

etéreo, 7,44% umidade; 9,77% cinzas; Comipeixe®). Foram utilizadas seis repeticdes
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para cada tratamento.

As unidades experimentais foram formadas por caixas de 300 L, preenchidos com
volume util de 280 L. Foram utilizadas 18 caixas (seis para cada tratamento), contendo
10 peixes por caixa. O experimento foi realizado em sistema de recirculacdo mantido com
aeracdo constante. O sistema de recirculacdo de agua (RAS) foi interligado por um
sistema de filtragem constituido por um decantador (200 L), um filtro quimico/bioldgico
com capacidade de 200 L com manta acrilica para filtragem, sombrite, argila expandida
para fixacdo das bactérias nitrificantes; e um reservatorio equalizador - Sump (200 L) para
retorno da agua para as caixas. O sistema foi mantido sob aeracdo constante por meio de
um soprador de 2,04 CV, que incorporava oxigenacdo através de mangueiras porosas
(Aquadrop®) de 80 cm de comprimento.

2.3.0btencéo e composicdo quimica do 6leo essencial de O. basilicum

O oleo essencial de manjericdo O. basilicum foi adquirido de marca comercial
(Phytoterapica®). Para as analises cromatograficas o 6leo essencial foi preparado na
concentracdo de 100 pg mL™* em hexano. A analise de composi¢do quimica do dleo
essencial foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) seguindo a metodologia de Ventura et al. (2023), e com os dados interpretados
segundo Adams (2007).

2.4.0btencdo e composicdo quimica do extrato aquoso de O. basilicum

Folhas de manjericdo (O. basilicum) foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Federal da Grande Dourados - UFGD. Foram identificados
e depositadas no herbario da UFGD e registrados no SisGen, sistema do patrimonio
genético nacional brasileiro, sob o codigo A055721. Foi utilizada uma relacdo de 5%
entre massa vegetal e volume de dgua para preparar o extrato aquoso. Folhas in natura de
manjericdo foram trituradas e o extrato foi preparado da seguinte forma: o material
vegetal foi colocado em recipiente fechado com agua destilada em temperatura ambiente
por 24 horas. Apds o procedimento de extracdo, o extrato foi filtrado e congelado para
posterior liofilizacdo (Christ, Alpha 1-2 LD Plus). Foi realizada a anélise de composicéo
quimica do extrato aquoso. Para isso o0 extrato foi solubilizado em &gua ultrapura na
concentragdo de 1 mg mL? e analisado por métodos espectrofotométricos e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), as analises foram realizadas em

triplicata. As analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Analise Instrumental
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do Centro de Estudos em Recursos Naturais — CERNA da Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul — UEMS.

Foram analisados os teores de compostos fendlicos e flavonoides empregando o
método colorimétrico descrito por Djeridane et al., (2006). Os resultados foram expressos
em mg de acido galico equivalente (AGE) por kg de racéo para flavonoides e equivalente
de rutina (ER) por kg de ragdo para compostos fendlicos. O teor de taninos foi
determinado pelo método espectrofotométrico Folin-Denis por metodologia de Pansera
etal., (2003). Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido tanico (TAE)
por kg de racdo.

Foi realizada andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando o cromatografo liquido Shimadzu LC-20A Prominence (Shimadzu Co.,
Kyoto, Japdo). As analises foram realizadas com uma coluna Shim-pack XR-ODS (2,0
X 75 mm x 2,2 um) (Shimadzu Co, Kyoto, Japdo). O método utilizou o seguinte
gradiente: 0 min, 3% B (acetonitrila); 8 min, 3% B; 30 min, 25% B; 60 min,80% B; 70
min, 3% B; A agua foi acidificada (0,1%, v/v, acido formico). A vazéo foi de 0,3 mL
min!, a temperatura da coluna permaneceu em 40°C e o volume de injec&o foi de 5 pL.
O cromatdgrafo foi acoplado a um espectrometro de massa quadrupolo com tempo de
voo (micrOTOF-Q™, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemanha), comionizacéo por
electrospray (ESI). O modo negativo foi usado e os espectros foram adquiridos na faixa
de massa de m/z 50 a 1200. Os valores ajustados para os parametros ESI-MS foram
tensdo capilar 4,5 kV; temperatura do gas de secagem 200°C; vazdo do gas de secagem
9,0 L min-1; pressdo do nebulizador 4 bar. Para identificar os compostos 0s espectros
foram comparados com a literatura (Brito et al., 2014; Chen et al., 2015;Grayer et al.,
2000; Peter et al., 2015; Piccinelli et al., 2008; Pikulski and Brodbelt, 2003; Safarov,
2020; Yuan et al., 2008).

2.5.Incorporacéo dos aditivos na ragao

A incorporacdo dos aditivos foi adaptada de Dairiki et al. (2013), em que foi
utilizada uma solugdo com a diluicdo do 6leo essencial de O. basilicum em &lcool etilico
92,8% na concentracdo de 1:10 (1 mL de 6leo essencial e 10 mL de &lcool); e logo apds
utilizou-se 100 mL de &lcool de cereais (96%) para cada 1000 g de racdo. Para a
incorporagéo do extrato aquoso, utilizou-se 50 mL de alcool etilico 92,8% para dissolver
0 extrato (5 g) e em seguida 100 mL de &lcool de cerais (96%) para 1000 g de racdo

comercial. A racdo do tratamento controle passou pela incorporacdo 50 mL de &lcool
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etilico 92,8% e 100 mL de alcool de cerais (96%) para 1000 g de ragdo. Esse
procedimento foi realizado para que os tratamentos passassem pelo mesmo processo de
incorporagdo, como no controle ndo houve a inclusdo de aditivo, sofreu somente a
incorporacdo dos alcoois (50 mL de alcool etilico e 100 mL de alcool de cerais).

A dieta de cada tratamento foi adicionada em um saco plastico e agitada
manualmente por 10 minutos, em seguida essa racdo foi seca em temperatura ambiente
por 24 horas e, ap6s, embalada e acondicionada em freezer para posterior uso (Dairiki et
al., 2013; Menezes, 2019). Os procedimentos adotados buscaram a maxima incorporagédo
dos aditivos a racdo. A composicdo bromatologica foi realizada utilizando NIR (Near
Infrared Proximal), para quantificar nutrientes presentes em amostras de alimentos
(Dardenne et al., 2000), onde foram quantificados a proteina bruta (36,73% controle;
35,91% oleo essencial e 36,70% extrato aquoso); a umidade (7,08% controle; 8,02% 6leo
essencial e 8,28% extrato aquoso) e as cinzas (7,33% controle; 7,63% 0leo essencial e
7,60% extrato aquoso). As dietas foram fornecidas aos animais dos respectivos
tratamentos com uma frequéncia de duas vezes ao dia (09:00 e 16:00 h) até a saciedade

aparente por 45 dias no limite de 5% da biomassa em cada caixa.

2.6.Analise da composicdo quimica das amostras de racdo incorporadas com 0S

aditivos

Para analise das racGes dos tratamentos houve um fracionamento em extratos,
hexanico e aquoso, de cada racdo. O extrato hexanico foi preparado para extrair 0s
constituintes de menor polaridade e 0 extrato aquoso para extrair 0s constituintes mais
polares. Foram pesados 10 g de racéo e colocadas em contato com 25 mL de hexano por
30 minutos em banho ultrassdnico e depois filtradas e secas em nitrogénio para obtencéo
do extrato hexanico. A borra dessa extracdo foi colocada em contato com 25 mL de agua
destilada por 30 minutos em banho ultrassénico e apos filtrada e liofilizada foi obtido o
extrato aquoso da racdo. Foram obtidos dois extratos (hexano e aquoso) de cada ragédo
incorporada para obter a composicdo mais ampla e similar ao 6leo essencial e extrato
aquoso (tratamentos) de partida. Os extratos (hexanico e aquoso) de cada racdo foram
analisados pelas mesmas técnicas empregadas na analise de partida, sendo que o extrato
aquoso da racdo foi analisado por métodos espectrofotométricos e CLAE e o extrato
hexanico da racdo por CG-EM.

Para as andlises por CG-EM foi construida uma curva analitica para a

quantificacdo residual do metil chavicol e linalol. A linearidade do método foi
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determinada pela curva de regressao linear empregando as concentracdes de 0,40-0,02 pg
kg para metil chavicol, e nas concentragdes 2,40-0,080 g kg para o linalool. Os limites
deteccdo e quantificacdo foram avaliados em diferentes concentragdes empregando a

relacdo sinal ruido.

2.7.Desempenho produtivo e qualidade de agua

Os dados obtidos nas medicGes biométricas iniciais e finais foram utilizados para
avaliacdes relacionadas aos indices de desempenho produtivo: Peso médio (g) = Média
dos pesos individuais dos peixes da caixa; Biomassa final (kg) = Namero final de peixes
x Peso médio final; Conversdo alimentar aparente = Consumo de ragdo/Ganho de peso;
Ganho de peso médio (g) = Peso final médio - Peso inicial médio; Ganho de peso diario
(g/dia) = Ganho de peso médio/Periodo (dias); Consumo diario de ragdo (kg) = Peso
total de racdo consumida por dia; Taxa de crescimento especifico em peso (% por dia) =
[(In Peso final - In Peso inicial)/Periodo] x 100 e fator de condicao de Fulton [(Fator K =
(Peso/Comprimento total®) x 100)]; indice hepatossomatico (IHS): [(peso do figado / peso
corporal) x 100] e a Taxa de sobrevivéncia (%) = (nimero inicial de peixes/namero final
de peixes)x100.

Os parametros fisico-quimicos da &agua: oxigénio dissolvido, temperatura
(oximetro digital Alfakit AT-160) e pH (pH-1500 Intelligent Meter) foram monitorados
diariamente pela manhd (08:00h) e tarde (16:00h); nitrogénio amoniacal total (NAT),
amonia toxica (NHs) nitrito (NO2"), nitrato (NO3z") (testes colorimétrico) e alcalinidade
(titulagdo), foram monitorados semanalmente. Durante o experimento, a qualidade da
agua se manteve a uma temperatura pela manha 24,59+1,63°C e a tarde 27,58+1,94°C,
oxigénio dissolvido pela manha 7,51+0,92 e a tarde 7,06+0,82 mg L™, pH pela manha
7,31+0,66 e a tarde 7,24+0,67, nitrogénio amoniacal total 0,3+0,11 mg L™, amonia toxica
(NHs) 0,01+0,01 mg L™?; nitrito 0,4+0,32 mg L%; nitrato 18,81+9,41 mg L e alcalinidade
17,5+6,45 mg L.

2.8.Analises histologicas

Ao final do periodo experimental (45 dias) os peixes foram mantidos em jejum
por 24 horas, em seguida foram anestesiados (50 mg L, Inoue e Moraes, 2007) para a
realizacdo da biometria final para coleta de peso (g) e comprimento (cm). Em seguida
trés peixes de cada repeticdo (n=18) foram eutanasiados por sec¢do medular para coleta

de figado, intestino e mdsculo. O figado foi utilizado para o célculo do indice
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hepatossomatico e para avaliacao visual em uma escala de cor de 1 a 5, onde o escore 1
é palido/amarelado e o escore 5 é marrom escuro de acordo com Morkore et al., (2020).
O intestino foi utilizado para andlises histoldgicas e amostras de tecido muscular foram
armazenadas e congeladas para posterior analise do teor residual de manjericdo no filé.

Laminas histoldgicas foram confeccionadas para histomorfometria do epitélio
intestinal médio no Laboratdrio de Patologia Experimental do Instituto de Biociéncias
Lapex/InBio, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os peixes foram
submetidos a um corte ventral longitudinal para exposicdo dos 6rgdos. Fragmento de
aproximadamente 3 cm do intestino médio foram coletados e fixados em formol (10%).
Em seguida, as amostras foram desidratadas em série crescente de alcool, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina, para obtencdo de cortes transversais com auxilio de
microtomo em espessura de 5 pm. De cada intestino foram confeccionadas trés laminas
contendo trés cortes seriados cada, que foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e
analisadas ao microscopio de luz e fotografadas utilizando microscopio éptico Zeiss
(Optican LOPT14001®), acoplado a um microcomputador com programa de computador
Software ImageJ (adaptado de Nunes et al., 2020). Para analises histomorfométricas
intestinais, foram medidas 15 vilosidades intestinais por animal, totalizando 270
vilosidades por tratamento (Da Silva et al., 2010), as medidas foram referentes a: AV:
altura do vilo; LV: largura do vilo; AM: Altura da mucosa; LM*: largura da muscular
(Figura 1).

Figura 1. Representacdo de corte histolégico (Hematoxilina e Eosina) da parte medial do intestino de pacu
(Piaractus mesopotamicus) alimentados com dietas contendo 6leo essencial e extrato aquoso de manjericdo
(Ocimum basilicum) por 45 dias. AV: altura do vilo; LV: largura do vilo; AM: Altura da mucosa; LM
largura da muscular.
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2.9.Analise residual na musculatura

A andlise residual de compostos no filé foi realizada no Laboratério CERNA —
UEMS. O mdasculo (n=18 por tratamento, tres por unidade experimental), foi
descongelado em ambiente com temperatura controlada (20° C). Pesou-se 1 g de mudsculo
e, em seguida foram adicionados 3 mL de hexano (grau cromatogréafico). As amostras
foram homogeneizadas e agitadas em cuba ultrassénica (L 100 - Schuster) com
temporizador por 30 min. O extrato hexanico foi filtrado e o residuo foi novamente
extraido por 3 vezes consecutivas com a mesma amostra, e as fracdes hexanicas unidas
para posterior evaporacdo em capela de exaustdo, que em seguida foram pesadas e
redissolvidas para 1 mL de hexano para analise por CG-EM. A torta resultante da extracdo
com hexano foi submetida a extracdo em etanol:agua (1:1, v:v) grau cromatografico.

Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas e agitadas em cuba
ultrassbnica com temporizador por 30 min. A fragdo etanol:agua foi filtrada e o residuo
foi novamente extraido por 3 vezes consecutivas com a mesma amostra e solvente, as
fragdes unidas foram para posterior secagem em atmosfera de nitrogénio (para retirar a
umidade), e em seguida foram pesadas e redissolvidas para 1 mL de metanol para analise
espectrofotométrica e por CLAE. As andlises foram realizadas em triplicata utilizando
metodologia de Adams (2007).

2.10.Desafio por estresse — simulagdo de transporte

Ao final dos 45 dias experimentais, 0s peixes foram anestesiados (eugenol 50 mg
L1, Inoue e Moraes, 2007) para coleta de sangue basal; apos a coleta de sangue, esses
peixes foram para uma caixa com agua limpa e aeracgdo até recuperacao da posi¢ao normal
de nado e da capacidade de nadar (Woody et al., 2002), e em seguida foram para o0 saco
correspondente a cada tratamento para a simulagéo de transporte.

O desafio por estresse foi realizado por meio de uma simulacdo de transporte
conforme metodologia adaptada de Ferreira et al., (2022). Os peixes foram mantidos em
jejum por 24 horas e sendo utilizados 126 peixes (57,26+0,29 g e 13,80+0,06 cm) que
foram mantidos anteriormente nas 18 unidades experimentais (controle; 6leo essencial e
extrato aquoso de O. basilicum). Para simulacdo, sete peixes de cada unidade
experimental foram transferidos para 18 sacos plasticos (70x90 cm) contendo 20 L de
agua e 2/3 de oxigénio puro. Cada saco plastico representou uma unidade experimental.

Estes sacos foram alocados em caixas d’agua de 1000 L durante quatro horas com
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agitacdo constante por aeracao, e a cada 30 minutos foram agitados manualmente (por
um minuto) para que houvesse a simulacdo de perturbacdo que ocorre durante transporte
de peixes vivos. ApoOs a simulacdo, os respectivos sacos foram abertos e 0s peixes
novamente foram anestesiados e em seguida realizada a coleta de sangue pds transporte
(pbs-estresse).

Em seguida os peixes foram direcionados as suas caixas de origem (cada
tratamento) para recuperacdo de uma semana (sete dias). Foram avaliada as variaveis de
qualidade de &agua temperatura, oxigénio dissolvido e pH durante o periodo de
recuperacdo pos-estresse. A temperatura média pela manhd 24,52+0,76 °C e a tarde
29,02+1,08°C, oxigénio dissolvido pela manhd 7,22+1,46 mg L*; pH pela manhi
6,40+0,22 e a tarde 6,51+0,16; nitrogénio amoniacal total (NAT) 0,28+0,07 mg L?;
amonia toxica (NHs) 0,00+0,17 mg L*; nitrito 0,44+0,00 mg L*; nitrato 24,50+0,13 mg
L e alcalinidade 18,89+0,83 mg L. Ap6s uma semana de recuperagio, novamente 0s
peixes foram anestesiados e foi realizada uma nova coleta de sangue para avaliar 0s
parametros hematoldgicos apds a recuperacdo de uma semana (recuperacdo). Nesse

periodo ndo houve mortalidade dos peixes.

2.11.Analises hematoldgicas e bioquimicas

Para analise hematoldgicas, o sangue foi coletado em trés momentos diferentes:
antes do desafio (coleta basal), ap6s o desafio (pds-estresse) e no sétimo dia apos a
simulacdo de estresse (recuperacao do estresse). Amostras de sangue foram retiradas de
sete peixes de cada tratamento por pungdo do vaso caudal usando seringas de 1 mL e
agulhas descartaveis banhadas com heparina sédica 5000 Ul. Foi utilizado um pool de
sangue dos sete peixes de cada unidade experimental para que houvesse sangue suficiente
para as analises. O sangue coletado foi analisado no Laboratdrio de Patologia Clinica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, e as analises hematologicas realizadas
foram: dosagem de hemoglobina (g dL™), volume globular (x 10° pL™), proteina
plasmatica total e analise bioquimica de glicose (mg dL?) (Ranzani-Paiva et al., 2013).

As analises foram realizadas em duplicata.

2.12.Analises estatisticas

As variaveis dependentes de desempenho zootécnico foram submetidas aos testes
de normalidade de Shapiro-Wilk e de Levene para homogeneidade de variancias. Quando

admitida normalidade e homogeneidade de variancias, as variaveis dependentes foram
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submetidas a Analise de Variancia com um modelo com uma variavel independente
(Anova - One Way), seguida do Teste t de Student. Nas variaveis onde ndo foi admitida
normalidade e homegeniedade de variancias foram utilizados os testes ndo parametricos
de Kruskal-Wallis e Dunn.

As varidveis hematologicas, bioquimicas e histologicas foram submetidas a
Anélise de Medidas Repetidas (Kaps e Lamberson, 2017), utilizando os modelos mistos
pelo procedimento MIXED do SAS, com as seguintes causas de variagdo no modelo:
tratamento, tempo e a interacdo entre estes. O erro para avaliacdo das subparcelas foi
repeticdo dentro de tratamento. As analises foram executadas seguindo as orientacfes de
Kaps e Lamberson (2017), Littell et al. (2006), Littell et al. (1998) e Wolfinger & Chang
(1995). A selecdo da melhor estrutura da matriz de covariancias foi feita pelo estudo das
varias estatisticas fornecidas pelo procedimento MIXED do SAS: -2 Res Log Likelihood
(RLL), Akaike's Information Criterion (AIC) e Schwarz's Bayesian Criterion (BIC),
seguindo as orientacdes de Kincaid (2005) e Littell et al. (2006). Quanto menor o valor
dessas estatisticas, melhor a estrutura.

Foi considerado também o resultado do Teste da Razdo de Verossimilhanca
Restrita em relacdo ao modelo nulo, para testar a adequacéo da estrutura escolhida em
relacdo a estrutura Is2 (erros independentes). Testou também a esfericidade da matriz de
covariancias pelo Teste de Mauchly, para testar se analise considerando parcelas
divididas no tempo - Usada no PROC GLM - é melhor que a especificada no PROC
MIXED. Foram avaliadas quatorze estruturas. As médias de minimos quadrados foram

comparadas pelo Teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia de 0,05.

3. Resultados
3.1.Andlise da composicdo quimica do 6leo essencial e extrato aquoso de O.

basilicum

As analises de composi¢do quimica realizadas demonstraram 0s constituintes
majoritarios do 6leo essencial utilizados neste estudo foram o metil chavicol (70,81%) e
linalool (22,04%), sendo 7,15% composto por constituintes minoritarios. Para o extrato
aquoso, foram identificadas substancias como Luteolina-4'-glicosideo; Apigenin 6,8-di-
C-glicosideo; Kaempferol-3-O-glicosideo; Rutina; Quercetina-3-O-glicosideo; Acido
Rosmarinico; Cirsimaritina e Baicaleina-7-O-glicosideo. O extrato aquoso apresentou
teores de taninos de 262,59+6,24 mg kg, compostos fendlicos 2542,22+50,92 mg kgt e
flavonoides 918,08+5,66 mg kg™.
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3.2.Andlise da composicdo quimica da racdo apo6s inclusdo do manjericdo O.

basilicum

O teor de taninos foi observado apenas na racdo com extrato aquoso. O teor de
compostos fendlicos e flavonoides foi maior na racdo com extrato aquoso em relagdo a

racdo comercial e com 6leo essencial (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise fitoquimica das rac6es ofertadas nos diferentes tratamentos de incluséo
de Ocimum basilicum na racdo de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)

por 45 dias.
Teores (mg kg?)
Tratamentos Taninos Compostos fendlicos  Flavonoides
Racéo comercial - 1,81+0,01 0,52+0,02
Racéo com 6leo essencial - 1,96+0,02 0,58+0,02
Racdo com extrato aquoso 1,39+0,02 9,77+0,05 3,42+0,02

-2 ndo detectado.

3.3.Taxa de incorporacao de Ocimum basilicum na ragdo comercial

A taxa de incorporacdo do extrato aquoso na racgdo ficou entre 77 e 82%. No 6leo
essencial esta taxa foi de 50% (valores obtidos a partir de calculo da concentracdo dos
compostos encontrados na amostra de racdo ap0s inclusdo em relacdo a quantidade
existente no extrato e dleo essencial bruto). Compostos da fracdo hexanica apenas com
6leo essencial de manjericdo apresentaram uma incorporacdo dos componentes
majoritarios de 191,47+0,42 mg kg para metil chavicol e 44,00+0,06 mg kg para o
linalol; ja para os componentes minoritarios a incorporagéo 15,09+0,67 mg kg™ em

relacdo aos constituintes presentes no 6leo essencial.

3.4.Desempenho de crescimento

N&o houve diferenca entre os tratamentos e o controle para o peso e comprimento
dos peixes. Da mesma forma aos 45 dias de cultivo, os juvenis de pacu ndo apresentaram
melhora (p>0,05) no ganho em peso, no ganho em peso diario e na biomassa final, em
relacdo aos peixes com racdo sem aditivo. As demais varidveis de desempenho produtivo
também ndo apresentaram efeito significativo quando a inclusdo dos aditivos. Nao foi

observada mortalidade dos peixes durante o periodo experimental (Tabela 2).
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Tabela 2. Desempenho de crescimento de pacus (Piaractus mesopotamicus) submetidos
a suplementacdo com adicdo de manjericdo (Ocimum basilicum) por 45 dias.

Incorporacgao

Ocimum basilicum

0,5% kg de raciao

Variaveis ,
Oleo Extrato
Controle essencial empéo CV% Valor-
(5 mL/kg) (5 g/kg) P

Peso Inicial (g) 23,26 22,80 23,07 2,06 0,2688
Peso Final (g) 58,48 55,49 57,81 411 0,1013
Comp. Padrao Inicial (cm) 8,72 8,66 8,70 0,56 0,1541
Comp. Padrao Final (cm) 11,85 11,76 11,94 2,24 0,5669
Comp. Total Inicial (cm) 10,08 9,92 9,92 3,16 0,6353
Comp. Total Final (cm) 13,87 13,88 13,96 2,29  0,8600
Ganho de Peso médio (g) 35,22 35,69 34,74 6,59 0,1526
2CDR (g) 7,15 7,03 6,99 2,16 02114
3GPD (g/dia) 0,78 0,73 0,77 6,63 0,1662
Biomassa Final (g) 584,83 554,87 578,10 4,11  0,1013
4CAA 0,92 0,97 0,91 5,28  0,1026
STCE (%) 0,89 0,86 0,89 440 03234
STHS (%) 1,20 1,26 1,36 13,41 0,3050
FC 2,28 2,08 2,22 9,72 00,2483
Cor do Figado (1-5) 3,78 3,72 3,78 7,04 09153
Sobrevivencia (%) 100 100 100 - -

Vvalor-p da Analise de Variancia do Teste de t de Student, sendo significativo quando p<0,05. 2CDR:
Consumo diario de ragdo; *GPD: Ganho de Peso Didrio; “CAA: Conversdo Alimentar Aparente; STCE:
Taxa de Crescimento Especifico; ®IHS: Indice Hepatossomatico; "FC: Fator de Condicdo de Fulton; 8De
acordo com uma escala de 1 a 5, onde o escore 1 é palido/amarelado e o escore 5 € marrom escuro.

3.5.Morfologia Intestinal

As variaveis histoldgicas realizadas na por¢cdo medial do intestino dos peixes

amostrados (n=3) entre os diferentes grupos, demonstrou resultado significativo (p<0,05)

para a Altura da mucosa (AM), apresentando menor largura para o grupo testado com

extrato aquoso (AM: 16,28 um) seguido pelos grupos alimentados com 6leo essencial e

controle (OE: 19,09 e CON: 20,44 um, respectivamente) (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores medianos (postos medios) para variaveis histomorfométricas do
intestino meédio de pacus (Piaractus mesopotamicus) submetidos a
suplementacdo com adicdo de manjericdo (Ocimum basilicum) por 45 dias.

Incorporacio 0,5% de Ocimum
basilicum por kg de racio

Variaveis (um) ,
Oleo essencial Extrato valor-
Controle (5 mL/kg) aquoso P
S g/kg)
Altura do Vilo 345,67 (13,17) 309,43 (9,67) 272,68 (5,67) 0,0516
Largura do Vilo 81,79 (8,33) 87,05 (11,17) 85,05 (9,00)  0,6300

Altura da Mucosa 20,44 (12,83)a 19,09 (10,83)a 16,28 (4,23)b  0,0260
Largura da Muscular 27,72 (10,67) 26,78 (8,33) 28,12 (9,50)  0,7508

Valor-P do Teste de Kruskal-Wallis, sendo significativo quando p<0.05. Postos médios seguidos de letras
distintas na linha diferem estatisticamente pelo teste de Dunn (p<0,05).

3.6.Analise do musculo

Na analise quimica do musculo dos peixes alimentados por 45 dias com o
manjericdo O. basilicum foi encontrado a deposicao dos principais constituintes do dleo
essencial metil chavicol (9,42+2,19 mg kg?) e linalol (1,99+0,05 mg kg!). Nos peixes
alimentados com o extrato aquoso foram identificados 0,53+0,02 mg kg* de teor de
compostos fendlicos. Os demais compostos do 6leo essencial e do extrato aquoso nédo

foram encontrados no tecido muscular dos peixes.

3.7.Desafio por estresse — simulagéo de transporte

Apds a simulacdo de transporte por 4 horas, ndo foi observado interacao (p>0,05)
entre os tempos de avaliagdo (basal, poOs-estresse e recuperacdo) e o0s tratamentos
avaliados (controle, 6leo essencial e extrato aquoso) para as variaveis bioquimicas e
hematoldgicas. Observou-se aumento (p<0,05) da concentracdo de glicose nos peixes que
foram submetidos ao tratamento com extrato aquoso e se manteve elevada em todos 0s
momentos avaliados: glicose basal, pos-estresse e recuperacdo, em relagdo aos peixes
pertencentes ao grupo controle. As demais variaveis hematoldgicas diferiram apenas

entres os tempos avaliados (Tabela 4).
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Tabela 4. Variaveis bioquimicas e hematoldgicas de pacus (Piaractus mesopotamicus)
apo6s estresse simulado por transporte (4 horas), suplementados com a
incorporacdo de manjericdo (Ocimum basilicum) na racdo por 45 dias.

Incorporagao de Ocimum
basilicum 0,5% por kg de racio

Variaveis - -

Controle Oleo essencial  Extrato aquoso Valor-p

(5 mL/kg) (5 g/kg)
Glicose (mg dL)
Basal 80,20 Cb 82,83 Cb 94,67 Ca <0,0001*
Pos-Estresse 102,83 Bb 113,17 Bb 135,17 Ba <0,0001°
Recuperacio 124,00 Ab 131,67 Ab 145,82 Aa 0,2664°
Hemoglobina (g dL)
Basal 9,22 Aa 8,87 Aa 7,78 Aa 0,7329?2
Pos-Estresse 6,97 Ba 7,03 Ba 7,67 Ba <0,0001°
Recuperacio 6,40 Ca 5,90 Ca 6,13 Ca 0,1587°¢
Volume Globular (x 10% pL1)
Basal 40,50 Aa 41,58 Aa 40,08 Aa 0,4118°
Pos-Estresse 32,58 Ca 32,33 Ca 32,75 Ca <0,0001°
Recuperacao 34,67 Ba 35,50 Ba 33,83 Ba 0,3352¢
Proteina Plasmatica Total (mg dL)

Basal 3,22 Ba 3,30 Ba 3,33 Ba 0,9382?
Pos-Estresse 3,12 Ba 3,02 Ba 3,07 Ba <0,0001°
Recuperaciao 4,07 Aa 4,17 Aa 4,03 Aa 0,2136°

Valor-p obtido para as seguintes causas de variagdo no modelo: tratamento?, tempo® e a interagio entre
estes®. A selecdo da melhor estrutura da matriz de covariancias resultou em:-2 Res Log Likelihood (RLL),
Akaike's Information Criterion (AIC) e Schwarz's Bayesian Criterion (BIC), seguindo as orientacfes de
Kincaid (2005) e Littell et al. (2006). Foram avaliadas quatorze estruturas. As médias de minimos
guadrados foram comparadas pelo Teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia de 0,05; onde, letras
maiusculas na coluna apresentam diferenca entre tempo e tratamento; e Letras mindsculas na linha
apresentam diferenca entre tratamentos.

4. Discussao

O manjericdo (O. basilicum), é uma erva aromatica amplamente utilizada como
tempero culinério, e contém em sua composicao antioxidantes naturais como flavonoides,
acidos fenolicos, esteroides e vitaminas (A, C, E, K) (Marwat et al., 2011). A composi¢édo
fitoquimica de O. basilicum foi distinta entre o 6leo essencial e o extrato utilizado nesse
estudo. Isso ocorre principalmente pela forma como é realizada a extracdo do 6leo
essencial e a forma como é realizado o processamento para obtencdo do extrato, e também
em relacdo as condi¢bes em que a planta foi cultivada (Martins et al., 2000). O dleo
essencial de manjericdo apresenta diversos constituintes, sendo os principais o metil
chavicol e linalol, dentre outros, que apresentam propriedades anti-inflamatéria, anti-

helminticas, antioxidantes e antimicrobianas (Osei Akoto et al., 2020).
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Na avaliacdo da composicdo quimica, podemos confirmar que o 6leo essencial
utilizado neste estudo apresentou estes constituintes como majoritarios, assim como
observados em estudos realizados por El-Dakar et al. (2008), os quais encontraram
14,99% de metil chavicol e 10,20% de linalol; Ventura et al. (2021b), que encontraram
66,51% metil chavicol e linalool 20,90% e Yigit et al. (2022), encontraram 72,57% metil
chavicol e 21,60% linalool. O extrato aquoso apresentou substancias como compostos
fendlicos, flavonoides e taninos, os quais tem sido atribuido potencial terapéutico, tais
como reportado por Saied et al. (2020), os quais, em triagem fitoquimica do extrato
observaram a presenca dos mesmos compostos, quando utilizaram o extrato etandlico de
O. basilicum no tratamento da papilomatose bovina. A acdo destes compostos presentes
nas ervas aromaticas é de grande importancia, pois ajudam a reduzir o estresse oxidativo,
protegendo o corpo de radicais livres, além de contribuir para a sadde dos peixes (Chung
et al., 2020).

O uso de O. basilicum tanto na forma de 6leo essencial ou em extrato aquoso
ndo foram capazes de promover melhoria no desempenho dos peixes, possivelmente
devido ao baixo percentual de linalol, conforme De Souza et al., (2019) e Chung et al.
(2020). Segundo De Souza et al. (2019), o componente linalol, quando presente em maior
porcentagem no 6leo essencial, pode ter um efeito significativo maior no desempenho de
crescimento dos peixes. Esse relato foi descrito por Chung et al. (2020), que obtiveram
em seu estudo 54,19% de linalol como componente majoritario. Em nosso estudo, esse
constituinte representou apenas 22,04%, o que pode justificar um baixo desempenho
produtivo dos peixes que receberam a suplementacdo com a incorporagédo de O.
basilicum.

O efeito positivo do manjericdo como aditivo alimentar foi reportado em diversos
estudos, tal como realizado por El-Dakar et al. (2008), que avaliaram a incorporacéo 0,5,
1,0 e 2,0% de folhas secas de manjericdo na dieta de tilapia hibrida por 84 dias (13 g, O.
niloticus x O. aureus), e encontraram melhora significativa no peso final, ganho de peso
e taxa de crescimento especifico em compara¢do com a dieta controle. Chung et al.
(2020), observaram efeito no crescimento em juvenis de pirarucu (945,40+£18,06 g
Arapaima gigas) com o uso de 2,0 mL kg de dleo essencial na dieta por 48 dias. Para
tilapia-do-Nilo (12,13+0,11 g Oreochromis niloticus), De Souza et al. (2019), relataram
que 1,0 mL kg? dleo essencial na dieta por 45 dias é mais eficiente no desempenho
produtivo. Shahsavani et al. (2021), em estudo com carpa comum por 60 dias (63,16+0,72

g Cyprinus. carpio) observaram maior ganho em peso (13,58 g) e taxa de crescimento
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especifico (14% ao dia) no grupo alimentado com 6% de manjericdo em po na dieta. Além
disso, Mansour et al. (2023), observaram que tilapias-do-Nilo (40,0+1,0 g) alimentadas
com extrato aquoso de manjericdo por 8 semanas (200, 300 e 500 mg kg™) obtiveram
maior desempenho de crescimento quando comparados ao grupo controle.

Estes estudos demonstram que a dosagem e o periodo de avaliacdo utilizado no
presente estudo poderia ter produzido resultados positivos no desempenho produtivo de
pacu, o que nao foi observado. Uma hipdtese para este resultado pode ser a composicao
e/ou concentracdo ou mesmo a interacdo dos componentes majoritarios no O. basilicum
do presente estudo. Além disso, as diferencas observadas nos estudos analisados,
incluindo as variacdes nas metodologias utilizadas para extrair tanto o extrato quanto o
6leo essencial, e suas diferentes aplicagdes em diversas espécies de peixes, podem
representar um desafio na comparacgédo dos resultados relativos ao desempenho produtivo
desses animais durante as avaliacOes.

Um indicativo de melhora da saude intestinal é o aumento da area de absorcéo,
bem como o numero, altura e largura das vilosidades (Abdel-Latif et al., 2020). No
entanto, observamos a reducdo na espessura da mucosa intestinal no grupo de peixes que
foram alimentados com extrato aquoso em relacdo aos demais tratamentos, o que pode
diminuir a capacidade de absorver os nutrientes presentes na dieta (Chung et al., 2021).
Essa diminuicdo pode ter ocorrido possivelmente devido a presenca do alto teor
fitogquimicos como taninos, compostos fendlicos e flavonoides presentes na ragdo com o
extrato aquoso.

Alguns compostos fendlicos podem ser classificados como fatores
antinutricionais enddgenos que prejudicam a digestibilidade ou a utilizacdo metabdlica
das proteinas (Chubb, 1982). Os taninos representam compostos fenolicos de alto peso
molecular e quando incorporados na dieta de peixes podem desencadear alteracbes no
metabolismo, hemorragias, gastroenterite e também podem se associar-se a enzimas
digestivas, proteinas e outros polimeros, formando complexos estaveis que podem inibir
a absorgéo eficiente de nutrientes (Pinto et al., 2004), provocando assim, um efeito
desfavoravel para o extrato aquoso. Em estudo relacionado, Nguyen et al. (2021)
descrevem que o extrato etandlico de manjericdo contém diversos compostos, como
flavonoides e taninos, e dependendo da técnica utilizada na obtencéo do extrato, podem
afetar os constituintes fitoquimicos presentes no extrato, assim como as propriedades
bioldgicas.

Apos inclusdo de aditivos nas dietas dos peixes € recomendado realizar a analise
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de residuos para verificar a possivel presenca de substancias ndo metabolizadas durante
0 processo de digestdo. Assim, a andlise residual consiste em identificar se um
determinado componente utilizado na alimentagdo dos peixes se mantém em quantidades
significativas no filé ap6s o processamento. Segundo as diretrizes da Organizagédo
Mundial da Saude (OMS, 2006), alimentos comercializados ndo devem apresentar
residuos de compostos quimicos, e se houverem, esses residuos devem estar dentro dos
limites aceitaveis para o consumo humano. Nossos resultados corroboram com o
observado por Ventura et al. (2020), que identificaram uma concentracdo residual de
metil chavicol (20,52 pg kg?') em filés de tilapias-do-Nilo quando submetidos ao
transporte por duas horas. Da mesma forma, verificamos que o0 componente
predominante, o metil chavicol, apresenta uma concentracao residual mais elevada no
musculo dos peixes que foram alimentados com a dieta contendo o 6leo essencial.

Importante ressaltar que, mesmo presente no musculo dos peixes, esses
constituintes (metil chavicol e linalol) estdo abaixo do recomendado pela OMS (2006),
que estabelece um valor maximo de 24 mg kg para inclusio do 6leo essencial de
manjericdo (O. basilicum), classificando-o como geralmente seguro para 0 consumo
humano. Além disso, Ventura et al. (2023), também afirmaram que os constituintes
principais do 6leo essencial de O. basilicum s&o eliminados rapidamente pelo pacu apds
24 horas de recuperacdo anestésica.

Em estudos que envolvem a incorporacdo de aditivos vegetais nas dietas dos
peixes, geralmente sdo conduzidos testes desafiadores que tém o potencial de induzir
estresse nos animais, com o objetivo de avaliar possiveis efeitos benéficos com o uso de
6leos essenciais e extratos vegetais. Esses desafios podem incluir exposicdo a agentes
bacterianos (Amirkhani e Firouzbakhsh, 2015; De Souza et al., 2019), elevadas
densidades de estocagem (Chung et al., 2020) ou simulacao de transporte (Ferreira et al.,
2022).

Apos a avaliagdo hematobioquimica, observou-se que quando os peixes foram
submetidos a um agente estressor por transporte simulado, houve um aumento nos niveis
de glicose, o que é um indicativo de que 0s peixes passaram por algum tipo de estresse
(Fazio et al., 2015). Por ser um metabdlito primario de reserva de energia utilizada em
situacdo de estresse, é naturalmente esperado que os niveis de glicose aumentem em tais
circunstancias, como observado nesse estudo, onde houve aumento de glicose apds a
simulacéo de transporte (glicose pds-estresse). Entretanto, esperava-se que pelo potencial

efeito sedativo do manjericdo (Mahajan et al., 2013; Uritu et al., 2018), houvesse um
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efeito positivo na reducdo da glicose ap6s a recuperacdo do estresse simulado por
transporte. No entanto, essa tendéncia ndo se refletiu em nosso estudo, em que a utilizagéo
de manjericdo na dieta ndo teve efeito na mitigagdo do agente estressor. Estudos
realizados por Ventura et al., (2020) e Chung et al. (2020), também descrevem gue nao
observaram diminuicdo nos niveis de glicose ao incluir o 6leo essencial de O. basilicum
durante o transporte de til&pias-do-Nilo e na dieta pirarucu (respectivamente).

O efeito de aumento da glicose também foi observado nos peixes alimentados com
0 extrato aquoso, que se manteve em niveis mais elevados em todos os momentos de
avaliacdo, em relacdo aos demais tratamentos. Divergindo do nosso estudo, Amirkhani e
Firouzbakhsh (2015), observaram que os niveis de glicose em carpa comum (10,02 g;
Cyprinos carpio) diminuiam a medida em que as concentra¢des (100, 200, 400, 800, 1600
mg kg™) do extrato etandlico das folhas de manjericdo aumentavam em peixes desafiados
com Aeromonas hydrophila apds 60 dias de alimentacdo, indicando uma reducao nos
efeitos de estresse. Niveis de glicose elevados em funcdo do uso do extrato aquoso de
manjericdo ndo sao relatados em outros estudos, dificultando uma possivel comparagéo.
No entanto, fazendo uma relagédo ao estudo mencionado, a maior concentracdo utilizada
(1600 mg kg?) corresponde a 1,6 g kg™, em comparacédo com o0s 5 g kg de extrato aquoso
utilizado em nosso estudo. Assim, possivelmente pode ter ocorrido um excesso nas
substancias presentes no extrato, e pode ser que 0s peixes nao tenham metabolizado esses
compostos de forma eficiente para atuar na reducéo da glicose. Contudo, as substancias
presentes no extrato aquoso em nosso estudo sdo atribuidas aos compostos fendlicos
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas estes compostos quimicos podem
provocar a reducdo de glicose no sangue. No entanto, esses compostos ativos podem
sofrer alteracbes em relacdo ao método como sdo extraidos, tornando-os facilmente
oxidados e assim podem ser ou ndo atenuantes nos efeitos relacionados a glicose
(Rumengan et al., 2019).

Em nosso estudo, observamos que os valores para as variaveis hematologicas
observados ap6s a recuperacao da simulagdo por transporte ndo retornaram aos niveis
basais. Possivelmente pelo fato de ter sido realizadas coletas de sangues sucessivas (em
trés momentos distintos) em um pequeno intervalo de tempo, por ter havido um efeito do
estresse mais prolongado nesses peixes. Barton (2002), relata que os peixes podem exibir
uma resposta cumulativa em funcdo de estresse repetido, e nesse sentido a resposta
fisioldgica pode ser comprometida. Além desses fatores, a eficiéncia do uso dos extratos

vegetais esta relacionada diretamente ao tipo extracdo e composicdo quimica, que
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dependendo de sua porcentagem em relacdo aos demais constituintes e/ou a interacéo
entre eles, podem ter maior influéncia e agir de diferentes formas sobre determinada
espécie de peixe, que podem demonstrar efeitos diversos sobre seu desempenho

produtivo e bem-estar animal.

5. Concluséao

O manjericdo (Ocimum basilicum), nas formas de 6leo essencial (quimiotipo metil
chavicol/linalol) e extrato aquoso, ndo apresentou efeitos benéficos no desempenho
produtivo, morfologia intestinal e atenuacao do estresse de transporte simulado em pacu

(Piaractus mesopotamicus).
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