GUSTAVO AUGUSTO DE CARVALHO

OLEO ESSENCIAL DE HORTELA-PIMENTA ( Mentha piperit§ COMO
PROMOTOR DE CRESCIMENTO EM DIETAS PARA JUVENIS DE TILAPIA- DO-
NILO ( Oreochromis niloticu$

Dissertacao apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduacdo em Biologia Animal, para obtencéo
do titulo deMagister Scientiae

Orientadora: Ana LUcia Salaro
Coorientadores: Bernardo Baldisserotto

Jener Alexandre Sampaio Zuanon
Pollyana de Moraes Franca Ferreira

VICOSA — MINAS GERAIS
2020



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T

Carvalho. Gustavo Augusto de, 1994-
C331o Olec essencial de horteld-pimenta (Mentha piperita) como
2020 prometor de crescimento em dietas para juvenis de

tilapia-do-Nilo (Orecchromis nilonicus) / Gustavo Augusto de
Carvalho. — Vigosa, MG. 2020.
80 f -1l (alpumas color): 2% em

Orientador: Ana Lueia Salaro.
Dissertacio (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inchui bibliografia.

1. Tilapia (Peixe) - Crescimento. 2. Mentol. 3. Alimentfos -
Aditivo. I Universidade Federal de Vigosa, Departamento de
Biolopia Amimal Programa de Pos-Graduacio em Biologia
Animal. I Titulo.

CDD 22 ed. 59774




GUSTAVO AUGUSTO DE CARVALHO

OLEO ESSENCIAL DE HORTELA-PIMENTA (Mentha piperita) COMO
PROMOTOR DE CRESCIMENTO EM DIETAS PARA JUVENIS DE TILAPIA-
DO-NILO (Oreochromis niloticus)

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagio
em Biologia Animal, para obtengio do titulo
de Magister Scientiae.

APROVADA: 24 de julho de 2020.

Assentimento:

iy

A
Gustavo Augusto de Carvalho

Autor

Orientadora



A Deus por ter me concedido o dom da vida.
Aos meus paidMaria Estela Augusta de Carvalhe Antdnio Carlos de Carvalho
pela educacéo, carinho e suporte.
A Eneida Stephanie Pereira dos Santos Carvalho Costacurta de Agfigr
companheira com amor incondicional.
Aos meugrmaose amigos pelo apoio e lealdade em todos os momentos.

Dedico.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

E com imensa gratiddo que agradeco a minha orientadoeal ticia Salarg por todos
0s ensinamentos e conselhos que levarei para a vida. Obrigado por me confiar esse projeto de
grande relevancia cientifica e por me estimular a continua busca por conhecimento. Sinto-me
honrado por essa oportunidade enriquecedora que me proporcionou tanto amadurecimento
profissional, quanto pessoal. Espero que no futuro possamos trabalhar juntos novamente. Vocé

€ uma pessoa brilhante e sua luz estara sempre acesa na minha jornada.

Muito obrigado!



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de VicosgUFV) e aoPrograma de Pés-Graduacdo em
Biologia Animal, pela oportunidade de realizar este curso, por toda a estrutura e suporte técnico

fornecido;

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal e de Nivel Supe(@APES), pela

concessao da bolsa de estudo para o mestrado;

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do estado de Minas GerdiAPEMIG) pelo

financiamento do projeto durante o mestrado;

A FAPEMIG pela concessao de bolsa para o desenvolvimento do projeto de iniciacio

cientifica durante a minha graduag#&Zootecnia, dando inicio ao meu sonho;

A Prof.2 Dr.2 Ana Lucia Salarqg pela orientacido durante a graduagdo e o mestrado,
pelos ensinamentos, conselhos, confianga, paciéncia e esfor¢co depositados durante a realizacac

deste projeto de pesquisa,

Ao meu coorientadoProf. Dr. Bernardo Baldisserotto, por toda contribuicdo na

realizacdo deste projeto de pesquisa;

Ao meu coorientadorProf. Dr. Jener Sampaio Zuanon pelos ensinamentos,

discussbes e conselhos durante a realizacdo deste projeto de pesquisa;

A minha coorientador&@rof.2 Dr.2 Pollyanna de Moraes Franca Ferreira pelos

ensinamentos, contribuicbesolaboracdo durante o desenvolvimento do projeto;

Ao Dr. Alexmiliano Vogel de Oliveira, pelos ensinamentos, contribuicdes,

colaboracédo durante o desenvolvimento do experimento;

Ao Prof. Dr. Daniel Abreu Vasconcelos Campel@elas enriquecedoras contribui¢cdes

neste trabalho;

Aos amigos da pos-graduacdo, a doutorahtd8c. Cristiana Leonor da Silva
Carneiro e M.Sc. André Luis Souza Modestg por toda ajuda prestada, pelos conselhos e

brincadeiras que tornaram o curso do mestrado mais leve;

Ao companheiro e técnidd.Sc. André Luiz Fialho Ladeira, pela disposicéo, auxilio

e ensinamentos, principalmente durante a coleta de sangue dos peixes;



Aos bolsistas de iniciacao cientifi¢dafael Rusth Costa Teixeirae Jodo Felipe
Ribeiro Maciel, que me ajudaram muito em todos os momentos, pela companhia em todo o

decorrer deste projeto tornando o trabalho e o cotidiano mais tranquilo, sou muito grato a voceés;

A equipe do Laboratério de Nutricdo e Produgdo de Peixes (LaNuP) do Setor de
Piscicultura do Departamento de Biologia Animal da UFV, especialmente os estagiarios
Alessandro Gomes Quadros Sebastido, Erica Caroline Almeida, lago Rafael Egito de
Sousae Nilton Junior Teixeira Martins, pela amizade, auxilio na conducéo do trabalho e os
momentos alegres e aos estuda@easos Augusto Freitas SilveeLirica Alves Fonseca Hott

gue me auxiliaram na conducéo do experimento quando estagiavam no LaNuP;

Aos mestres em Biologia Animal.Sc. José Carlos de Oliveira Juniore M.Sc.

William Chaves pela amizade e ajuda prestada;

A Prof.2 Dr2 Mariella Bomtempo Duca de Freitas pela disponibilizacdo do
Laboratério de Ecofisiologia de Quirépteros do Departamento de Biologia Animal da UFV para
as andlises laboratoriais. A sua orientanda do medReiiata Maria Pereira de Freitas pelo

auxilio durante as analises;

A Prof.2 Dr.2 Reggiani Vilela Gongalves por disponibilizar os equipamentos do
Laboratério de Patologia Experimental do Departamento de Biologia Animal da UFV para
realiza;do das andlises laboratoriais. A sua orientanda do pos-doutddadoMariaurea
Matias Sarandy e a técnica responsavel do laboratdvlaria Lucia de Almeida, pela

disponibilidade e ajuda nas analises;

A Prof.2 Dr.2 Josefina Bressanpor disponibilizar o Laboratério de Anélises Clinicas
do Departamento de Nutricdo e Saude da UFV para realizacdo das analises plasmaéticas, e a
técnica responsavel do laboratddin.® Solange Mara Bigonha pela ajuda durante as analises

e avaliagcdo das variaveis plasmaticas;

A Prof.2 Dr.2 Maria Goreti de Almeida Oliveira, por disponibilizar o Laboratério de
Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO), e pela parceria nas analises das enzimas digestivasaE a su
orientanda, a doutorandA.Sc. Yaremis Beatriz Merifio Cabrera por todos ensinamentos,

auxilio e supervisdo durante as analises e avaliagdo das variaveis das enzimas digestivas.

Ao Prof. Dr. Edénio Detmann pela disponibilizacdo do Laboratorio de Nutricdo

Animal do Departamento de Zootecnia da UFV para a realizacdo das analises quimicas das



dietas e das carcacas. Aos técnicos do labor@éridateus Dias Nune® Mario Rita Julido,

pelo auxilio e disposi¢do durante a realizagdo das andlises;

Ao Prof. Dr. Antbnio Policarpo Souza Carneirodo Departamento de Estatistica da

UFV, pelos ensinamentos, auxilio e esfor¢co prestado durante a analise estatistica deste trabalho;

Ao Prof. Dr. Jorge Abdala Dergam dos Santopor disponibilizar o Laboratorio de
Sistematica Molecular (BEAGLE) do Departamento de Biologia Animal da UFV, para o

preparo e armazenamento das amostras biologicas;

A todos professores que contribuiram para minha formag¢do durante o curso de

graduagéo e de mestrado;

A banca examinadora Br. Alexmiliano Vogel de Oliveira, o Prof. Dr. Bernardo

Baldisserottoe oProf. Dr. Daniel Abreu Vasconcelos Campelo

A empresa@ioclin/Quibasa® por intermédio do prograniioclin Educar, pela doagéo

de reagentes para andlises laboratoriais;

A empresd.absynth® pela doac&o de reagente para analise laboratorial;

by

Aos integrantes e colegas do Laboratorio de Fisiologia Aplicada a Piscicultura
(LAFAP), aM.Sc. Jheneze Guimardes Pereira Rochgelo auxilio durante as analises e os
mestrandosluliana Rodrigues Gomese Felipe Martins dos Santos por todo auxilio e

brincadeiras que deixaram os momentos do meu dia mais leves;

Aos funcionarios do Setor de Piscicultura do Departamento da Biologia Animal da
UFV, Jodo Antdnio de Oliveirae José Francisco Delfingelo auxilio, conselhos e momentos

de descontracdo durante o experimento de mestrado;

Aos funcionarios do Departamento de Biologia Animal da UFV, os secretéiriis
Helena CamposNilo Sérgio de Souza Adenilson Antdnio Brasileiro, por sempre estarem
dispostos a ajudar e resolver problemasH&tvécio de FreitasaoGeraldo Pereira Filhoe

aoDonizete Aparecido da Silvapor sempre estarem dispostos, pelas conversas e conselhos;

A meus paisMaria Estela Augusta de Carvalhoe Anténio Carlos de Carvalhq pelo

carinho, oracdes, suporte, conselhos, educacgao, e o incentivo para a realizagdo dos meus sonhos



A minha esposaEneida Stephanie Pereira dos Santos Carvalho Costacurta de
Aguiar, por seu amor, companheirismo, suporte nos momentos dificeis, admiragéo e por fazer
parte deste sonho;

Aos meus irmao®aniel Augusto de Carvalhoe André Augusto de Carvalhqg por

serem meus melhores amigos, parceiros e sempre estarem por mim em todos os momentos;

A todos os familiares e demais amigos que de alguma forma contribuiram para a
realizacdo deste trabalho.

Muito obrigado!



“A maior recompensa pelo trabalho do homem ndo ¢ o que ele ganha com isso, mas o

que ele se torna com isso”. (John Ruskin)



RESUMO

CARVALHO, Gustavo Augusto de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2020.
Oleo essencial de horteld-pimentaMentha piperitd como promotor de crescimento em

dietas para juvenis de tilapiado-Nilo (Oreochromis niloticu$. Orientadora: Ana Lucia

Salaro. Coorientadores: Bernardo Baldisserotto, Jener Sampaio Zuanon e Pollyanna de Moraes
Franca Ferreira.

Os Oleos essenciais sdo compostos biodegradaveis ricamente concentrados em metabdlitos
secundarios de plantas aroméaticas que apresentam potencial para serem utilizados como
promotores de crescimento para peixes. Dentre as plantas utilizadas como fonte de 6leo
essencial, a hortela-pimentdentha piperitase destaca pelas suas propriedades estimuladoras

de enzimas digestivas e sobre a salde e integridade do trato gastrintestinal melhorando a
capacidade de absorcéo de nutrientes. Objetivou-se avaliar com o presente estudo os efeitos dc
Oleo essencial de hortela-pimenta (OEP) na dieta de tilapia-do-Nilo sobre desempenho
produtivo, parametros bioquimicos, atividade das enzimas digestivas e composi¢ao quimica da
carcaga. Para tal, foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos 0s
quais consistiram de dietas isoproteicas (313,60 ¢ legisocaldricas (4565,31 kcal Ky
contendo diferentes niveis de OEP (0,00; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00 e 1,2) epkyseis
repeticées. 840 juvenis de tilapia-do-Nilo (0,58 + 0,13g) foram distribuidos em 42 aquarios (70

L) e foram alimentados nos horéarios 8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas, durante oito.semanas
Ao final do periodo experimental foram avaliados nos peixes os indices de desempenho
produtivo, para os parametros bioquimicos foi avaliado o metabolismo energético e a atividade
das enzimas metabdlicas aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT)
e a lactato desidrogenase (LDH), a atividade das enzimas digestivas proteases totais, lipase e
amilase e a composi¢do quimica da carcaca. O maior ganho de peso e taxa de crescimento
especifico (p < 0,05) foram observados nos peixes que receberam 1,20dg IQEP. A
conversdo alimentar e a eficiéncia alimentar foram melhores (p < 0,05) nos peixes que
receberam os niveis 0,00 e 1,00 g'kdp OEP. A maior taxa de eficiéncia proteica (p < 0,05)

foi observada nos peixes que receberam os niveis 0,20, 1,00 e 1,20@ ®EP na dieta. Ndo

houve diferenca significativa (p > 0,05) para a taxa de sobrevivéncia, para os indices
hepatossomaticos e viscerossomaticos e para o rendimento de carcaca. Maiores concentracoe:
(p < 0,05) de glicogénio hepatico foram observadas em peixes que se alimentaram com dietas
contendo os niveis 0,00; 0,20 e 1,20 gtkdg OEP, e maiores concentragdes (p < 0,05) de

glicogénio muscular foram observadas nos peixes que receberam o nivel 0,40eRgP.



Foram observadas nos animais as maiores concentracdes (p < 0,05) de glicose com o nivel 0,80
g kg! de OEP na dieta, e de lactato com os niveis de 0,40 a 1,00 gek@EP na dieta. A

menor concentracao (p < 0,05) de colesterol total foi observada nos peixes que receberam a
dieta controle (0,00 g k§de OEP). As menores concentragdes (p < 0,05) de triglicerideos e de
HDL foram observadas nos peixes que receberam os niveis 0,00; 0,80; 1,00 e 122@eg kg
OEP. Enquanto que os peixes apresentaram as menores concentracoes (p < 0,05) de LDL foram
se alimentaram com as dietas contendo os niveis 1,00 e 1,20 dgkQEP. A enzima AST
apresentou menor atividade (p < 0,05) nos animais com o nivel 0,60dgKQEP na dieta. A
atividade da enzima ALT foi menor (p < 0,05) nos peixes que se alimentaram com o0s niveis
0,00; 0,20; 0,80; 1,00 e 1,20 g kgle OEP na dieta. A atividade da enzima LDH foi menor (p

< 0,05) nos peixes que receberam os niveis 0,00; 0,20; 0,40; 1,00 e 1,20e9®EP. A maior
atividade (p < 0,05) das enzimas proteases totais foi observada nos peixes que receberam a dietz
com 1,00 g kgt de OEP, a da lipase com os niveis de 1,00 e 1,20'g&&EP e a da amilase

com 1,20 g kgt de OEP. A composigdo quimica da carcaca ndo apresentou diferenca (p > 0,05)
para matéria seca, energia e cinzas. Observou-se maior teor de proteina bruta (p < 0,05) nos
peixes que receberam o nivel com 1,20 ¢ kig OEP e 0 menor teor de extrato etéreo (p <
0,05) foi observado em todos os peixes que se alimentaram com as dietas contendo a inclusao
do OEP. Dessa forma, conclui-se que o OEP age como promotor de crescimento para juvenis
de Oreochromis niloticusio nivel de 1,20 g k¢

Palavras-chave:iteaditivo. Aditivo alimentar. Mentol. Protease. Lipase. Amilase.



ABSTRACT

CARVALHO, Gustavo Augusto de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2020.
Peppermint essential oil entha piperitgd as growth promoter in diets for Nile tilapia
(Oreochromis niloticu3. Adviser: Ana Lucia Salaro. Co-advisers: Bernardo Baldisserotto,
Jener Sampaio Zuanon and Pollyanna de Moraes Franca Ferreira.

Essential oils are biodegradable concentrated compounds obtained from aromatic plants and
they are rich in secondary metabolites from plants. Which have a potential to be used as growth
promoter for fish. Among the plants used as a source of essential oil, the peppdenthia(
piperita) has properties on the stimulation of digestive enzymes and on the integrity and health
of the gastrintestinal trait improving the assimilation of nutrients by the fish. The aim of this
studyis to evaluate the essential oil bfentha piperita(OEP) as Nile tilapia@reochromis
niloticus) growth promoter and its effects on growth performance, biochemical parameters,
digestive enzymes, and carcass chemical composition. A completely randomized design was
used with seven treatments consisted with isoproteic (313.60'yakyl isocaloric (4565.31

kcal kg?) diets containing different levels of OE®00; 0.20; 0.40; 0.60; 0.80; 1.00 and 1.20

g kg1) and six replicates. 840 juveniles of Nile tilaa58 + 0.13g) were distributed in 42

tanks (70 L) and they were fed in the hours 8:00, 11:00, 14:00 and 17:00 for eight weeks. At
the end of experiment trial the growth performance, the biochemical parameters as the energetic
metabolism and metabolic enzymes activity aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH), the digestive enzymes activity of
total protease, lipase and amylase and the carcass chemical composition were evaluated in the
fishes. The higher values (p < 0.05) of weight gain and specific growth rate were observed in
fish fed 1.20 g kgt OEP. The reduction of values (p < 0.05) of feed conversion ratio and the
higher value of feed efficiency (p < 0.05) were recorded in fish fed 0.00 and 1.00@B®,

The higher (p < 0.05) protein efficiency rate was observed in fishes that received 0.20, 1.00 and
1.20 g kg* OEP. No significant difference (p > 0.05) in the survival rate, hepatosomatic index,
viscerossomatic index and carcass yield were recorded. The increase of concentration (p < 0.05)
of hepatic glycogen was observed in fish fed 0.00, 0.20 and 1.20'@KE®, and for the
muscular glycogen the higher concentration (p < 0.05) was in fish fed 0.40 QKB. An
increase in glucose concentration (p < 0.05) was observed in fish fed 0.80@3R) The

higher values of lactate concentration (p < 0.05) were recorded in fish fed 0.40 to 1760 g kg
OEP. The total cholesterol reduction (p < 0.05) was observed in fishes that received the control
diet (0.00 gkg * OEP). The triglyceride and HDL reduction (p < 0.05) were recorded in fish



fed 0.00, 0.80, 1.00 and 1.20kg ' OEP. The LDL concentration reduction (p < 0.05) was
observed in fish fed 1.00 and 1.20 g'%QEP. The activity reduction of AST (p < 0.05) was
observed in fish fed 0.60 g KgOEP, and the activity reduction of ALT (p < 0.05) was show in
fishes that received the diets containing 0.00, 0.20, 0.80, 1.00 and 1.20 QB& The
reduction of LDH activity (p < 0.05) was recorded in fish fed 0.00, 0.20, 0.40, 1.00 and 1.20 g
kg OEP. An increase of total protease activity (p < 0.05) was observed in fishes that received
diets containing 1.00 g K§OEP. The lipase activity (p < 0.05)psincreased in fishes fed 1.00

and 1.20 g kgt OEP and the increase of amylase activity (p < 0.05) was @userfish fed

1.20 g kg* OEP. The dietary OEP has no significant effect (p > 0.05) on dry matter, crude
energy and ashes of carcass chemical composition. Diets containing 1.20&Rdp < 0.05)
increased the crude protein content of carcass and all levels of OEP inclusion in the diets (p <
0.05) reduced the crude lipid content of carcass of the fishes. In conclusion, the level of 1.20 g
kg OEP can act as growth promoter of juvenileDogochromis niloticusvhen used as a
supplemenin diets.

Keywords: Phytoadditive. Feed additive. Menthol. Protease. Lipase. Amylase.
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INTRODUCAO GERAL

O crescimento acelerado da aquicultura com relacdo a outros setores da producao animal
observado nos ultimos anos (FAO, 2020) esta relacionado com alguns fatores como a
intensificagéo dos sistemas de cultivo e a utilizacao de dietas formuladas. Em tais dietas podem
ser incluidos aditivos alimentares que promoverdo um favoravel crescimento e uma
manutencdo saudavel dos peixes (El-Haroun et al.,, 2@)tre os tipos de aditivos
alimentares que sdo utilizados destacam-se o0s promotores de crescimento, 0S quais
proporcionam um melhor desempenho dos peixes (Chakraborty et al., 2014) possilmlitando
aumento da produtividadegiscicultura.

Os antibioticos sdo compostos que quando sdo fornecidos em dosagens subterapéuticas
na forma de aditivo alimentar atuam como promotores de crescimento, pois além da acéo contra
doencas infecciosas apresentam efeito sobre o desempenho produtivo dos peixes (Reda et al.,
2013). A funcdo de promotor de crescimento dos antibidticos esta relacionada com o controle
gue exercem sobre a microflora intestinal e com o afinamento da parede intestinal melhorando
a absorcdao e a utilizacdo de nutrientes (Waibel et al., 1991 e Caston & Leeson, 1992). Embora
apresentem melhorias sobre o desempenho produtivo, tais substancias causam prejuizos a saud
dos peixes pois afetam a producdo de anti-corpos e de enzimas antioxidantes e causam
alteracdes a&s estruturas hepatica e renal (Reda et al., 2013, Pés et al., 2018 e Hoseini &
Yousefi, 2019. Além disso, os antibiéticos podem deixar residuos no muasculo dos peixes
destinados para o consumo e também no meio ambiente, favorecendo a emergéncia de bactérias
patogénicas resistentes (Ljubojevi¢, 2017). Diante desses problemas, a Unido Europeia desde
2006 e a China desde 2003, baniram a utilizacdo de antibidticos na producéo animal visando
melhoria na seguranca alimentar (Santos & Ramos, 2016). Tais medidas geraram a necessidade
de pesquisas sobre produtos que substituam os antibioticos de forma viavel.

Como um substituto vidvel as classes de antibidticos utilizadas como presmd#or
crescimento destacam-se 0s 6leos essentigibofevi¢, 2017). Esses sao extratos vegetais
gue contém uma mistura concentrada de compostos terpénicos: os terpenoides e seus derivados
como os acidos, alcoois, fenois, cetonas, éteres, aldeidos e ésteres (Sutili et al., 2018). Dentre
as plantas que sao utilizadas para obtencdo de Oleos essenciais, a hortela{giemthia (
piperita) € muito interessante por ser uma planta com producdo em escala mundial que
apresenta beneficios sobre o trato gastrintestinal, a digestdo de nutrientes, o sisteraa imune
possui propriedades antioxidantesantimicrobianas (McKay & Blumberg, 2006). Como

principal constituinte do Oleo essencial de hortela-pimenta (OEP) tem-se o monoterpeno
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mentol, o qual esta relacionado com o estimulo do apetite e da digestdo (Kamel, 2001) e com a
atividade antimicrobiandgcan et al., 2002). Tais caracteristicas tornam o OEP um potencial
promotor de crescimento a ser utilizado na alimentacéo de peixes.

Dentre as principais espécies de peixes produzidas no mundo, a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticusé cultivada em 87 paises (FAO, 2020). No Brasil, em 2019 a producédo
de tildpia representou 57% de toda piscicultura nacional (Peixe BR, 2020). Trata-se de uma
espécie capaz de se adaptar ao confinamento (Hayashi et al., 1999 e Angan@d#0),
tolerante a bruscas variacdes de temperatura, alta salinidade, baixo oxigénio dissolvido e altas
concentracbes de amonia (Gichuru et al., 20€E8) sistemas intensivos tem destaque pela
aceitacdo de alimento artificial, com boa converséo alimentar e rapido crescimento (Furuya,
2010).

Baseado no exposto acima, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar
os efeitos do OEP como promotor de crescimento em tilapia-do-Nilo sobre a atividade das
enzimas digestivas, desempenho produtivo, metabolismo energético, enzimas metabdlicas e
composicdo da carcaca. Assim, essa dissertacdo foi organizada em dois capitulos, sendo o
primeiro para apresentar a arte da pesquisa, € o segundo com o0s resultados deste estudc
apresentado na forma de manuscrito intitulado cd@ieo essencial de horteld-pimenta
(Menthapiperita) como promotor de crescimento em dietas para tilapia-do-Qieochromis

niloticus)” (redigido com base nas normas do periodico Aquaculture.
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Producéo intensiva e os promotores de crescimento na criagao de peixes

A aquicultura nos ultimos anos vem apresentando rapido crescimento quando
comparado com outros setores importantes de producdo animal (FAO, 2020). Alguns dos
motivos que justificam o répido crescimento da aquicultura estd na intensificagdo dos sistemas
de cultivo e na utilizagéo de dietas formuladas. Entretanto, no cultivo em sistema intensificado
0S peixes estdo sujeitos a exposicdo de fatores estressantes bem como a alta densidade d
estocagem, procedimentos de manejo intensos e maior deterioracdo da quafdade d
(Tanjung et al., 2019). Essas condicOes de estresse afetam o0s peixes prejudicando o
crescimento, a qualidade do filé (Svalheim et al., 2019), o desempenho reprodutivo (Carragher
et al, 1989; Lim & Hur, 2018) causando grandes perdas econdmicas (Bulfon et al., 8&i5). E
realidade em conjunto com a grande demanda do mercado por consumo de proteina animal
exige que a aquicultura foque em préticas que possibilitem melhorar o desempenho produtivo
aliado ao bem-estar dos peixes durante o cultivo, gerando produtos de qualidade.

Com esse intuito sdo utilizados os aditivos alimentares (El-Haroun et al., 2006) para
favorecer ganho de peso, rendimento e qualidade da carcaca e taxa de sobrevivéncia dos peixe:
(Chakraborty et al., 2014). Os aditivos utilizados nas dietas para peixes em cultivo intensivo
promovem favoravel crescimento e manutencdo saudavel dos animais durante a criagao (El-
Haroun et al., 2006). Por definicdo, os aditivos alimentares sdo ingredientes incluidos na
férmula da racéo que terdo efeito sobre as propriedades fisico-quimicas da dieta (por exemplo
0s corantes ou gelatinizantes), sobre o desempenho produtivo dos peixes ou na qualidade do
produto final (Barrows, 2000). Com relagéo aos promotores de crescimento, estes sao aditivos
alimentares utilizados com a proposta de aumentar a eficiéncia produtiva gerando melhores
indices de desempenho ao proporcionarem maior taxa de sobrevivéncia, ganho de peso,
rendimento e qualidade de carcaca (Chakraborty et al., 2014).

Os antibidticos ja foram amplamente utilizados em dosagens subterapéuticas como
promotores de crescimento na alimentacdo de peixes, pois além de proporcionarem melhorias
no desempenho produtivo, também previnem a ocorréncia de doencas causadas por bactérias
(Casewell, 1998 e Reda et al.,, 2013). A utilizacdo de oxitetraciclina e o florfenicol como
promotores de crescimento para tilapia-do-Ndogochromis niloticus nos niveis de 100 mg
kg da dieta e 5 mg k§do peso corporal, respectivamente, apresentaram melhores resultados
de ganho de peso e de converséo alimentar, comparado aos peixes que ndo receberam esse
antibioticos na dieta (Reda et al., 2013). As melhorias observadas no crescimento a na eficiéncia

alimentar como resultado da suplementacdo de antibioticos na alimentacdo, podem estar
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relacionads com o controle que tais compostos exercem sobre a microflora intestses. Es
compostos reduzem a populacdo das bactérias intestinais e consequentemente diminuem
produ@o de subprodutos e toxinas desses microrganismos favorecendo o hospedeiro na
competicao por nutrientes das dieetsmbeém estéo relacionados com o afinamento da parede
intestinal melhorando a absorcéo e a assimilagéo de nutrientes (Waibel et al., 1991 e Caston &
Leeson, 1992). Embora a oxitetraciclina apresente melhoria no desempenho produtivo, ela
causa imunossupressao ao afetar negativamente a producédo de anti-corpos e de enzimas dc
sistema antioxidante, além de alterar a estrutura dos tecidos hepatico e renal, deteriorando
saude dos peixes (Reda et al., 2013, Pés et al., 2018 e Hoseini & Youséfi, 2019

Entretanto, a maior preocupacdo em torno da utilizacdo de antibiéticos como
promotores de crescimento na producdo de peixes esta nos sérios riscos que oferecem para
saude humana. Os antibiéticos deixam tracos de residumuisculo dos peixes destinados
para 0 consumo, 0 que pode gerar reacfes alérgicas em consumidores hiperadagveis
substancias, enquanto que no meio ambi@®es residuos exercem pressdo sobre 0s
microrganismos promovendo a proliferacdo de popula¢des de bactérias patogénicas resistentes
(Ljubojevi¢, 2017), reduzindo assim os efeitos de antibidticos utilizados para tratamento de
doencas humanas (Casewell, 1998).

Devido a estes problemas de saude e ambiental, a Unido Europeia desde 2006 e a China
desde 2003, estabeleceram rigorosas reformas legislativas que banirdlizacdo de
antibioticos na producédo animal visando melhoria na seguranca alimentar (Santos & Ramos,
2016). Esaproibicdo gerou a necessidade de buscar alternativas para utilizacdo de antibiéticos
como promotores de crescimento na producdo animal, estimulando pesquisas com outras
substancias que também possam apresentar a¢do de promotor de crescimento para peixes, com
por exemplo: os probiéticos, prebidticos, acidos organicos, extratos vegetais, dentre outros.

Os probidticos sdo microrganismos vivos ou nao, que podem ser utilizados como
suplementos alimentares sob a forma de uma cepa isolada ou mdultipla, administrada para
melhorar as respostas fisiolégicas e imunolégicas dos animais aquasipascipais modos
de agéo sdo: a exclusdo de bactérias indesejaveis por competicdo e aimunomodulacdo (Dawood
et al., 2018). Tilapiaggreochromis niloticus x O. aureuapresentaram melhor crescimento e
aproveitamento da dieta, beneficios na saude e na microflora intestinal, maiores vilogidades n
parede intestinal e reducdo da populacéBstderichia colialém & maior resisténcia contra
infeccdo porAeromonas hydrophilaguando alimentadas com dietas suplementadas contendo
Clostridium butyricurmos niveis de 42 g kg* da dieta (Poolsawat et al., 2019). Outro estudo

utilizando probidtico contendo multiplas cepas, compostdpeillus licheniformis, Bacillus
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cereuse Bacillus subitillise levedurassaccharomyces cerevisia&saccharomyces boulardi

na suplementacdo das dietas de tilapias-do-Nilo cultivadas em &gua de esgoto doméstico
tratado, constatou que houve melhorias no consumo de rac&o, na taxa de crescimento especifico,
e na composicao quimica da carcaca, com a reducéo do teor de extrato etéreo e 0 aumento nc
teor de proteina bruta (Ferreira et al., 2018).

Os prebidticos sdo compostos fibrosos ndo digestiveis pelo animal, que séo utilizados
como fonte energética por bactérias benéficas do trato gastrintestinal, regulando a atividade
imunomodulatoria deste modo ou de forma direta sobre o sistema imune inato; também
apresentam beneficios sobre o desempenho produtivo, microflora intestinal e resisténcia dos
peixes (Dawood et al., 2018). Em estudo com quatro prebidticos: frutoligossacarideos (FOS)
na forma de inulina, galactoligossacarideos (GOS), mananoligossacarideos (MOS) derivado de
levedura (Bio-MOS8) e um extrato de hemicelulose contendo galacto-gluco-manans
(Previda"), suplementando 10 g Kgemdietas par&ciaenops ocellatyss autores obsermam
a inclusdo desses prébioticos refletiram em melhoria no desempenho produtivo, morfologia
intestinal e respostas imunologicas quando comparado ao controle, com destaque para
Previda" que apresentou os melhores resultados dentre os outros prebiéticos (Zhou et al.,
2010). Utilizado FOS na alimentacdo Retilus rutilus houve melhor resposta do sistema
imune inato, atividade de enzimas digestivas (protease, lipase e amilase), crescimento e
resisténcia ao estresse por saliniza¢do da agua destes peixes (Soleimani €e}.al., 2012

Os acidos organicos sao acidos graxos de cadeia curta, acidos graxos volateis ou acidos
carboxilicos fracos que possuem propriedades antimicrobianas e melhoram o crescimento, a
utilizacé@o de nutrientes das dietas e a resisténcia dos animais aquaticos, podendo ser utilizados
também na forma de sais acidos (Dawood et al., 2018). O efeito que eles exercem sobre
bactérias do trato gastrintestinal pode ser de forma indireta ou direta. O efeito indireto ocorre
pela reducdo do pH da porcéo inicial do trato gastrintestinal favorecendo as bactérias penéficas
enquanto que o efeito direto ocorre pela acdo dos &cidos organicos (férmico, propidnico e
sérbico) sobre a membrana celular de algumas bactérias, por alteracdes no complexo
enzimético intracelular e interferéncia na duplicacdo do DNA (Van den Broek, 2000). O modo
de acado dos acidos organicos sobre a inibicdo do crescimento de bactérias gram-negativas esté
em sua capacidade de penetrar em seu interior através da parede celular e libergHpyétons
em seu citoplasma (Bai et al., 2015), desregulando o pH intracelular. Deste modo, para manter
o equilibrio homeostéatico do pH intracelular as bactérias consomem energia na forma de
adenosina trifosfato (ATP) excretando 0,k que pode levar a morte celular através do

esgotamento de suas reservas energéticas (Defoirdt et al., 2009). Diet&ciparomps
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ocellatussuplementadas com lactato de calcio, diformato de potassio ou com acid@ad®rico

g kg?! da dieta melhoram o desempenho produtivo com relacdo ao controle, entretanto
destacaram-se 0s animais que receberam acido citrico por apresentarem maior ganho de pesc
(Castillo et al., 2014). De acordo com 0s mesmos autores, esse resultado ocorreu por meio da
acdo positiva sobre a atividade de enzimas digestivas pepsina, enzimas pancreaticas e
intestinais, que foram maiores com a inclusédo desses acidos organicos na dieta.

Extratos vegetais, também denominados como fitoterapicos, sdo compostos
concentrados obtidos a partir da planta inteira ou mesmo de suas partes como folhas, raizes,
sementes ou frutos. Os métodos de extracao variam entre procedimentos que utilizam solventes
aguosos e organicos (etanol, metanol, metil acetato, hexano, butano, acetona, etc.) ou sao
preparados como Oleos essenciais (Bulfon et al.,, 2015). As plantas sdo fontes ricas em
compostos bioativos como 6leos volateis, saponinas, acidos organicos, fendlicos, taninos,
alcaloides, polissacarideos e polipeptideos (Abasali & Mohamad, 2010), os quais
desempenham acdo sobre a fisiologia e o metabolismo dos peixes. Os principios ativos dos
extratos vegetais (ou a combinacdo dos mesmos), os conferem propriedades antimicrobianas,
imunoestimulantes, antiestresse e de prometig crescimento (Citarasu, 2010). Geralmente
as plantas utilizadas na forma de extrato vegetal sdo de facil acesso e possuem baixo custo, 0
que possibilita a sua utilizagdo em larga escala na aquicultura, para providenciar melhor
crescimento e a0 mesmo tempo protecéo aos peixes (Awad & Awaad, 2017).

A Tabela 1 apresenta alguns vegetais comumente utilizados como extratos vegetais
evidenciando o principal constituinte e as propriedades conhecidas dos mesmos nos seres Vivos.
Na tabela, existem espécies vegetais que compartilham do mesmo principio ativo, mas que
apresentam diferentes propriedades para o ser vivo. Isso indica que ha uma interacdo sinérgica
dos constituintes do extrato vegetal a qual modula o seu modo de acdo (Kamel, 2001), ndo
sendo as propriedadelgterminadas apenas pelo principio ativo que se encontra em maior
quantidade. Devido a grande diversidade de moléculas presentes no extrato vegetal e por essa:s
serem mais biodegradaveis comparado aos compostos singtoasytilizacdo pode reduzir
0s custos de tratamento de doengas além de ser ecologicamente correto, reduzindo o surgimentc
de patégenos resistentes no meio ambiente (Olusola et al., 2013). Ext@tasid sanctum
e Whitania somniferana alimentacéo deépinephelus tauvinafectados conVibrio harvery,
melhoraram os parametros imunes e também apresentaram bons resultados de desempenhc
produtivo (Sivaram et al., 2004). O extratoAlkum satiummelhorou a utilizacdo da dieta e o
crescimento deAcipenser ruthenuglLee et al.,, 2012), e em tilapia-do-Nilo melhorou o

crescimento, a saude e as bactérias totais e coliformes na agua, no musculo #imo inte
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(Shalaby et al., 2006). Utilizado como aditivo alimentar em dietAstignax aff. bimaculatuys
Curcuma longaem p6 apresentou melhorias na morfologia intestinal dos animais e também
estimulou a sintese de glicogénio hepatico desses peixes (Ferreira et al., 2017). Entretanto, as
propriedades benéficas dos extratos vegetais sobre a saude e o crescimento dovégeixes
depender da parte da planta utilizada, do método de extracdo adotado e da sua concentracac

fornecida nas dietas (Reverter et al., 2014).
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Tabela 1.Vegetais utilizados para obtencéo de extrato vegetal, partes da planta utilizadas para jpitreipacs
constituintes e suas propriedades nos seres.vivos

Vegetal Nome cientifico Parte Principal Propriedades
utilizada constituinte
Noz-moscada Myristica Semente  Sabineno Estimulante da digestdo e antidiarreic
bicuhyba
Canela Cinnamomum Casca Cinamaldeido  Estimulante do apetite e da digestao ¢
zeylanicum antisséptico
Cravoda Syzygium Semente  Eugenol Estimulante do apetite e da digest&o ¢
india aromaticum antisséptico
Cardamomo  Elettaria Semente  Cineol Estimulante do apetite e da digestéo
cardamomum
Coentro Coriandrum Semente e Linalol Estimulante da digestéao
sativum folhas
Cominho Cuminum Semente  Cuminaldeido  Digestivo e carminativo
cyminum
Anis- Illicium verum Fruto Anetol Estimulante da digestao
estrelado
Salséo Apium Fruto e Ftaleto Estimulante do apetite e da digestéo
graveolens folhas
Salsinha Petroselinum Folha Apiol Estimulante do apetite e da digestao ¢
crispum antisséptico
Pimenta- Capscicum Fruto Capsaicina Antidiarreico, anti-inflamatérie
malagueta frutensis estimulante tdnico
Pimentéo Capsicum Fruto Piperina Estimulante da digestao
annuum
Mostarda Brassica alba Semente Isotiocianato de Estimulante da digestéo
alila
Gengibre Zingiber Raiz Zingerona Estimulante gastrico
officinale
Alho Allium sativum  Bulbo Alicina Estimulante da digestdo e antisséptic
Orégano Origanum Folha Carvacrol Estimulante do apetite e da digest&o,
vulgare antimicrobiano, anticarcinogénico e
anti-inflamatério
Acafréo Crocus sativus  Flor Safranal Estimulante do apetite e da digestéo
Acafr@oda Curcuma longa Raiz Carvona e Estimulante da digestdo, antidiarreico
terra cineol antimicrobiano e antioxidante
Alecrim Rosmarinus Folha Cineol Estimulante da digestdo, antisséptico
officinalis antioxidante
Tomilho Thymus vulgaris Planta Timol Estimulante da digestéo, antisséptico

inteira

antioxidante



Sélvia- Salvia officinalis Folha
comum
Loureiro Laurus nobilis Folha
Hortela- Mentha piperita  Folha
pimenta

Cineol

Cineol

Mentol

28

Estimulante da digestao, antisséptico
carminativo
Estimulante do apetite e da digestao ¢
antisséptico
Estimulante do apetite e da digestao ¢

antisséptico

(Adaptado de Kamel, 2001).
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Oleos essenciais e a horteld-pimenta na producéo de peixes

Os oleos essenciais sao liquidos aromaticos e volateis que contém misturas organicas
de extratos vegetaisKfcaniova et al., 2017) ricamente concentradem metabolitos
secundérios de plantas aromaticas (Chakraborty et al., 2014), os quais sdo 0s seus principios
ativos. Os metabdlitos secundarios que compdem os Oleos essenciais, em sua maioria,
consistem de substancias terpenoides e seus derivados (acidos, alcoois, fenois, cetonas, éteres
aldeidos e ésteres), que sdo seguros ao consumidor e ao meio ambiente gorstatar
produtos natuia (Sutili et al., 2018).

Entretanto, a composi¢do quimica dos Oleos essenciais bem como a sua qualidade é
determinada por varios fatores, dentre eles, o método de extracdo utilizado que pode ser por
destilacdo, prensagem a frio, extracdo por fluido supercritico, extragdo por solventes, dentre
outros (Tongnuanchan & Benjakul, 2014). O método por destilacéo a vapor (Figura 1) é o mais
utilizado, e consiste basicamente da ebulicdo da dgua por meio de uma fonte de calor, gerando
vapor que ird aquecer a matéria vegetal e extrair o 6leo. O calor aplicado deve possuir
temperatura suficiente para a ruptura da estrutura celular da matéria vegetal, que como
consequéncia ira liberar os compostos arométicos (Tongnhuanchan & Benjakul, 2014). Em
seguida, o vapor contendo o Oleo essencial é condensado e separado da fracdo aquose
(hidrossois).

Oleo essencial + vapor
agua Saida de agua

—>

e | =

Oleo
""" essencial
Matéria I l DO
vegetal O
9, ko Oleo
: essencial +
Grade . .
g hidrossois
ol
Y &
Entrada de agua
fria
j hidrossois ﬂ
Oleo essencial + D
Vaporizador 4gua Separador O

Figura 1. Diagrama ilustrando o método por destilagdo a vapor. (Adaptado de: Bocgan & Benjakul, 2014).
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Além do método de extracdo, outros fatores que influenciam a qualidade dos Oleos
essenciais, bem como a quantidade de seus principios ativos, sdo: o estagio de desenvolvimentc
da planta, o ciclo ativo de polinizacdo, a parte utilizada da planta, sazonalidade, o método de
cultivo, variacdo geografica, o material genético e o armazenamento (Figueiredo et al., 2008).
Diante disso, é importante que o 6leo essencial sempre que possivel seja obtido de plantas que
compartiihem do mesmo material genético (De Freitas Souza et al., 2019a) e que sejam
cultivadas sob as mesmas condi¢cdes sazonais e geograficas, para garantir a consisténcia da su
composicao quimica.

Nas plantas os compostos metabdlitos secundéarios tem o papel de desempenhar fungées
de defesa, como por exemplo contra animais herbivoros ou patégenos, de comunicagcdo com
outras plantag de atracdo com agentes polinizadores (Figueiredo et al., 2008). Com relacao
aos 0Oleos essenciais, esses compostos apresentam propriedades anestésicas (Becker et al., 201
Parodi et al., 2014 e Sena et al., 2016), antimicrobianas (Acar et al., 2015, Baba et al., 2016 e
Malheiros et al., 2016) e antioxidantes (Saccol et al., 2013, Zeppenfeld et al., 2017 e Lopes et
al., 2019), as quais melhoram a saude, o crescimento e o bem-estar dos animais. As formas de
utilizacdo variam como banhos preventivos, anestésicos, sedativos, estabilizantes das dietas ou
promotores de crescimento (Sutili et al., 2018 e De Freitas Souza et al., 2019a). Algumas das
vantagens na utilizacdo dos Oleos essenciais na alimentacdo de peixes estdo nas suas
caracteristicas naturais, biodegradaveis e na sua capacidade de cumprir funcdo semelhante &
alguns compostos sintéticos (Figueiredo et al., 2008), como por exemplo algumas classes de
artibioticos que podem ser utilizados como promotores de crescifigabojevi¢, 2017).

A acdo como promotores de crescimento dos Oleos essenciais esta relacionada
principalmente com a influéncia que exercem sobre o trato gastrintestinal do animal. Seus
principios ativos aumentam a producdo de enzimas digestivas o que melhora a digestibilidade
e a disponibilidade dos nutrientes da dieta (Adel et al., 2015b e De Souza et al., 2019). Desse
modo, ha menor quantidade de material indigestivel passando pelo trato intestinal limitando a
quantidade de substrato para bactérias patogénicas, redaznedaqroliferacdo (Citarasu et
al., 2010), por fim favorecendo de forma indireta as bactérias benéficas.

Portanto, a agdo positiva dos 6leos essenciais no crescimento dos peixes esta na sua
forma de acdo quando comparados com os antibigticos, que por sua vez atuam diretamente
sobre as bactérias do trato gastrintestinal (Waibel et al., 1991 e Caston & Leeson, 1992). Porém,
além da acéo indireta dos compostos dos 6leos essenciais sobre as bactérias intestinais, algun:
principios ativos também apresentam acdo direta como bactericidas, principalmente sobre

bactérias patogénicas suprimremos seus fatores de resisténcia celular (Citarasu et al,, 2010
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Kac¢aniova et al., 2017 e Sutili et al., 2018). O modo de acdo sobre as bactérias patogénicas é
por meio da desestruturacdo da parede celular, bloqueio da sintese de proteinas e de DNA,
inibicdo da secrecdo de enzimas e interferéncia sobre os mecanismos de sinalizagdo celul
(Citarasu et al., 20)0Desta maneira os 6leos essenciais beneficiam o peixe por meio d
controle da sua flora intestinal, pois assim, ao reduzirem a populacédo de bactérias patogénicas
no trato digestivo diminuem a competicdo por nutrientes o que favorece a proliferacdo de
bactérias benéficas.

Além da atuacao dos 0Oleos essenciais sobre a digestibilidade dos nutrientes e o controle
da flora intestinal, eles também possuem acdo sobre a morfologia intestinal influenciando
positivamente as secre¢fes da mucosa e melhorando as propriedades fisicas e quimicas dc
intestino (Zeppenfeld et al., 2016, Valladao et al., 2017 e Heluy et al., 2020). Entretanto, como
alguns principios ativos possuem um sitio especifico deagdaeficacia pode ser limitada
devido a degradacao e absor¢cdo dos mesmos, a qual podem ocorrer em diferentes partes dc
trato gastrintestinal, havendo portanto, a possibilidade demseetabolizados antes de
atingirem tal sitio especifico (Sutili et al., 2018). Sendo assim, em alguns casos ##ipam-

Oleos essenciais na forma micro encapsulada para evitar a degradacédo dos compostos do 6lec
antes de atingirem o seu sitio especifico de acéo (De Freitas Souza et al., 2018).

A utilizacdo dos 6leos essenciais como aditivos nas dietas para peixes tem demonstrado
efeitos positivos sobre o desempenho produtivo, na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes, na
resisténcia a microrganismos patogénicos e na tolerancia ao estresse para algumas espécies d

peixes (Tabela 2).



Tabela 2.Agdo dos 6leos essenciais como aditivo em dietas para peixes.
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Espécie vegetal

Espécie do peixe

Efeitos

Referéncias

Aloysia triphylla

Citrus x
aurantium

Citrus cinensis

Citrus limon

Cymbopogon
citratus

e
Perlagonium
graveolens
Lippia alba

Lippia alba

Malaleuca

alternifolia

Ocimum
basilicum
Origanum

heracleoticumi.

Origanum onites
L.
Origanum

vulgare

Rhamdia quelen

Rhamdia quelen

Oreochromis

mossambicus

Oreochromis

mossambicus

Oreochromis

niloticus

Rhamdia quelen

Oreochromis
niloticus

Rhamdia quelen

Oreochromis
niloticus
Ictalurum

puntactus

Onchoricus
mykiss
Astianax

altiparanae

Melhorias ho desempenho produtivo;
Melhorias na atividade antioxidante e na respos

ao estresse.

Melhorias no desempenho produtivo, bioquimic.
sérica e atividade antioxidante.

Melhorias no desempenho produtive, n
imunidade e na resisténcia a infeccao por
Streptococcus iniae.

Melhorias no desempenho produtivo, resposta
imune, parametros hematoldgicos, bioquimica
sérica e a resisténcigEawardsiella tarda.
Melhorias no desempenho produtivo, resposta
imune, atividade antioxidante e resisténcia a

Aeromonas hydrophila.

Melhoria na atividade antioxidante e aumento n
reservas de glicogénio hepatico e muscular.
Melhorias na converséo alimentar, sistema imul
e a resisténcia Aeromonaspp.

Melhorias na atividade antioxidante e efeito

protetivo contra toxidez por aflotoxina na diet

Melhorias no desempenho produtivo, enzimas
intestinais, lisozima e variaveis hematolégicas.
Melhorias no desempenho produtivo, atividade
antioxidante, deposi¢cao muscular, e resisténcia
infeccdo porAeromonas hydrophila.

Melhorias no desempenho produtivo e resisténc
a infec¢do potactococcus garviae.

Melhorias no desempenho produtivo e composi

da carcaca.

Zeppenfeld et
al., 2016;
Zeppenfeld et
al., 2017
Lopes et al.,
2019

Acar et al.,
2015

Baba et al.,
2016

Al-Sagheer et
al., 2018

Saccol et al.,
2013

De Souza et
al., 2019

De Freitas
Souza et al.,
201%

De Souza et
al., 2019
Zheng et al.,
2009

Diler et al.,
2017

Ferreira et al.,
2014
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Dentre as plantas utilizadas como fonte de 6leo essencial, a hortela-pikhemnitaa(
piperita) se destaca por ser uma planta de producdo em escala mundial que possui como
beneficios as propriedades antioxidantes, antimicrobianas, de acéo no sistema imune e no trato
digestivo (McKay & Blumberg, 2006). A hortela-pimenta advém do cruzamento entre as
espéciedV. aquaticae M. spicatae € pertencente a familia Lamiaceae (Ministério da Saude,
2015). Seu 6leo essencial é amplamente utilizdandustrias farmacéuticas, alimenticeas
de cosméticos (Singh et al., 2015), e possui como principais constitligiesa(2 e tabela)3

0S monoterpenos: mentol, mentona e o acetato de mentila.

CL QL QL

Mentol Mentona  Acetato de mentila

Figura 2. Estrutura dos monoterpenos do 6leo essencial de hortela-pirMenishé piperita (Fonte: Freire,
2006).

Tabela 3 Principais constituintes do 6leo essencial de hortela-pimiletatiia piperita.

o i Referéncias
Constituintes do 6leo

) o Mimica-Duki¢ Yang et Freire et Ribeiro et De Souza Silva
essencial de hortel&-piment

et al., 2003. al.,, 2010. al.,2012. al., 2018. et al., 2019.
Mentol (%) 39,63 33,37 54,20 30,80 33,80
Mentona (%) 8,93 21,41 7,30 18,20 15,20
Acetato de mentila (%) 10,44 6,71 4,0 9,7 13,00

O mentol e a mentona sdo 0s constituintes mais volateis presentes no 6leo essencial de
hortela-pimenta (Mckay & Blumberg, 2006), estando o mentol relacionado com propriedades
antissépticas, estimulatoria do apetite e da digestdo (Kamel, 2001) e atividade antimicrobiana
(Iscan et al., 2002). Estudos in vitro avaliando a capacidade antioxidante do 6éleo essencial de
hortela-pimenta, sugerem que sua propriedade em eliminar as espécies reativas de oxigénio
(radicais livres) esta relacionada com os compostos mentona, isomentona (Dlikiicetal.,

2003), mentol, a-terpineno e 1,8-cineol (Riachi & Maria, 2015). Em busca de manter a
homeostase, os peixes eliminam os radicais livres para neutralizar o0 estresse oxidativo e
prevenir ou reparar os danos causados pela oxidacao dos tecidos (Saccol et al., 2013 e Paital,

2014). Para isso, as enzimas antioxidantes como superoxido dismutase, catalase, glutationa
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peroxidase e glutationa-S-transferase agem sobre os radicais livres evitando a peroxidagéo
lipidica e a carbonilacdo de proteinas, o que previne que os danos oxidativos prejudique as
funcdes celularesaapoptose celular (De Freitas Souza et al., 2019b).

A suplementacdo com mentol (2,5 g Rglurante 30 dias na alimentac@oQigrinus
carpio expostas a 0,50 mgt.de amonia ndo-ionizada por 24 horas, melhorou a resposta dos
peixes ao estresse, mitigando os danos nos tecidos pelo aumento da atividade da glutationa
peroxidase, reduzindo o malondialdeido (produto da peroxidacdo lipidica) e prevanindo
reducdo da catalase pelo estresse (Hoseini et al., 2019). Na utilizacdo de 6leo essencial de
Mentha spicatana alimentacdo d®ncorhyncus mykigsor 60 dias, foi observado no tecido
hepatico dos peixes uma maior atividade das enzimas superoxido dismutase, glucose-6-fosfato
desidrogenase e glutationa peroxidase comparado aos peixes alimentados com dieta controle
(S6nmez et al., 2014). Utilizando o 6leo essencial de horteld-pimenta na alimentacdo de
Colossoma macropomupor 30 dias, houve maior atividade da enzima catalase no figado dos
peixes suplementado com 10 g kgo 6leo e a peroxidacao lipidica foi menor em peixes
suplementados com 5 g kglo 6leo, nos rins a atividade da glutationa peroxidase foi maior na
concentracdo de 15 g Kge a peroxidacao lipidica foi menor com 5 g'kdp dleo (Ribeiro et
al; 2018).

Como aditivo alimentar, a hortela-pimenta também demonstrou benefioios n
desempenho produtivo, no sistema imune-humoral, nos parametros hematoldgicos e na
resisténcia a infec¢do por patégenos quando fornecida na dieta de diversas espécies de peixes
O extrato obtido das partes aéreas da hortela-pimenta (solvente 80 % etanol) em dietas para
Rutilus frisii kutumapresentou os melhores resultados a nivel de 30'ghkgdesempenho
produtivo, na composi¢cdo do muco que recobre o corpo do peixe melhorando sua integridade e
resisténcia &treptococcus inigérersinia ruckeri Listeria monocytogeneasEscherichia coli,
nos parametros imunoldgicos e nos parametros hematologicos (Adel et al., 201%2). Em
mykiss 0 extrato de hortela-pimenta obtido de forma semelhante, melhorou os parametros
hematoldgicos e bioquimicos dos peixes bem como sua defesa imunolégica, conferindo aos
peixes maior resisténcia a infec¢ao persinia ruckeriAdel et al., 2016). Em outro estudo o
extrato deM. piperitatambém obtido da mesma forma suplementando dietaSabna trutta
caspius também apresentou melhora no desempenho produtivo, na composi¢cdo do muco que
recobre o corpo do peixe, nos parametros imunes e hematoldgicos, aumentou a atividade da
enzima amilase, responsavel pela digestdo do amido, e teve efeito positivo sobre a microflora
intestinal, aumentando a populacéo de bactérias acido lacticas (Adel et al., 2015b). As bactérias

acido laticas sdo um grupo de bactérias anaerébicas que produzem acido latico, e sao utilizadas
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como probidticos na aquicultura pois apresentam melhorias nos parametros imunes, enzimas
digestivas e modulam a microbiota intestinal (Valipour et al., 2019).

O oleo essencial de hortela-pimenta na alimentac@o dioticusadministrado durante
60 dias, apresentou efeito sobre o sistema imune inato dos peixes ao ativar o sistema
complemento (ACH50) (Valladao et al., 2017). Os autores concluiram que o éleo essencial de
horteld-pimenta possui potencial para utilizagdo como aditivo na alimentacao de peixes, pois
apresentou efeitos benéficos sobre a saude intestinal e os parametros imunes dos peixes, mesm
sendo fornecidos em pequenas doses de suplementacio (100 e 25%),rogikg permite que
sua inclusao nas dietas tenha baixo custo (Valladéo et al., 2017). A hortela-pimenta tem efeito
principalmente sobre o trato gastrintestinal dos peixes melhorando as fungdes intestinais,
capacidade de absorcdo de nutrientes, estimulando a atividade de enzimas digestivas,
beneficiando a microflora intestinal ao favorecer a populacdo das bactérias comensais devido
sua acao contra bactérias patogénicas e promovendo a saltegridade do muco e do
epitélio intestinal (Adel et al., 2015b e Vallad&o et al., 2017). Com relacao a utilizacéo de éleo
essencial de hortela-pimenta como suplemento aliment@oémssoma macropomudurante
30 dias, que em seguida foraesafiados comrAeromonas hydrophilaa inclusédo na dieta de
e 15 g kg* apresentou efeitos positivos sobre os pardmetros hematoldgicos e bioquimicos dos
peixescomo 0 aumento das hemoglobinas e da proteinas plasmaticas (Ribeiro et al., 2016). Em
Oreochromus niloticuglesafiadas postreptococcus agalactiaes peixes que receberand 2,

g kg? de 6leo essencial de horteld-pimenta na dieta durante 50 dias apresentaram maior
resisténcia a bactéria e maior concentracao de proteina plasmatica, leucocitos e trombécitos (De
Souza Silva et al., 2019).

Diante das informac@es descritas, fica evidente que o 6leo essencial de hortela-pimenta
possui potencial para ser utilizado como promotor de crescimento devido aos beneficios no
desempenho produtivo, salde e bem-estar dos peixes e por ser um produto de grande oferta nc
mercado. Portanto, essa pesquisa foi desenvolvida a fim de avaliar o efeito do 6leo essencial de
horteld-pimenta como aditivo em dietas para peixes sobre as variaveis de desempenho

produtivo, enzimaticas e metabdlicas.
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Producéao de tilapia-do-Nilo

A producdo mundial de peixes atingiu 171 milhdes de toneladas em 2016, sendo a
producdo de peixes em cativeiro a principal atividade responsavel pelo aumento do
abastecimento desses animais para o consumo (FAO, 2020). Além disso, a aquicultura vem
apresentando ao longo dos anos crescimento na produgdo, enquanto que o0s produtos
provenientes da pesca apresentam uma producédo estatica desde o inicio de 1990 (FAO, 2020).
O crescimento anual da aquicultura estava em 5,8 % durante o periodo de 2001 a 2016, e 0
continente Americano em 2016 através desse setor contribuiu com 18 % da producao mundial
de peixes (FAO,2020). Dentre os principais peixes produzidos a tilapia-do-Nilo tem seu cultivo
distribuido em 87 paises, sendo que em 2016 foram produzidos 4.200 milhdes de toneladas,
caracterizando-a como uma das espécies mais produzida no mundo (FAQO, 2020

No Brasil em 2019 a producdo de tilapia foi de 432.149 toneladas com
representatividade de 57% da piscicultura brasileira, e a projecéo para 2020 € de uma producao
de 460 mil toneladas, deixando o pais apenas atras da China, Indonésia e do Egito (Peixe BR,
2020). Os estados brasileiros com maior producéo de tilapia sdo o Parana (33,83 %), Sdo Paulo
(15,02 %), Santa Catarina (8,92 %), Minas Gerais (8,41 %) e Pernambuco (5,84 %) (Peixe BR,
2020). Com relacdo a exportacdo, em 2018 o pescado brasileiro gerou US$ 275 milhdes e a
piscicultura brasileira apresentou um crescimento de 833 % entre os anos de 2015 (701 t) a
2019 (6.543 t) com a tilapia-do-Nilo representando 81 % do volume exportado no dltimo ano
(Peixe BR, 2020).

A tilapia-do-Nilo pertence a familia Cichlidae e teve sua origem na bacia do rio Nilo,
no leste africano, foi introduzida no Brasil com a linhagem Bouaké em 1971, sendo difundida
a partir de entdo para todo o pais (Borges et al., 2005 e Da Silva, et al. 2015). Em 1996 foram
importadas da Tailandia tilapias da linhagem Chitraéaelm 2005oram introduzidas tilapias
da linhagem GIFT (Genetic Improved Farmed Tilapia), a qual foi selecionada geneticamente
para apresentar um bom desempenho produtivo em vérias condigces ambientais (Dan & Little,
2000). Atualmente as duas ultimas estdo entre as linhagens mais conhecidas na producéo
nacional (Igarashi, 2018).

A producéo de tilapia-do-Nilo é viavelis®e trata de uma espécie tolerargeariacoes
bruscas de temperatura, alta salinidade, baixo oxigénio dissolvido e altas concentracdes de
amonia (Gichuru et al., 2019). Comercialmente a tilapia € utilizada para atividade esportiva,
consumo humano e processamento na industria, e apresenta aproveitamento total do peixe

desde o filé, que possui boas caracteristicas organolépticas, até os subprodutos para fabricagac
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de farinha de peixe e o couro para fabricagdo de acessorios (Souza & Maranhdo, 2001
Figueiredo & Valente Junior, 2008 e Furuya, 2010

E um peixe que se adapta ao confinamento (Hayashi et al., 1999 e Angienda et al., 2010),
com a criacao no Brasil variando principalmente entre viveiros ou tanques-rede (Furuya, 2010)
e que é capaz de se reprddumaturalmente mesmo em tais condi¢des (Biswas et al., 2005 e
Angienda et al., 2010). Trateede uma espécie muito prolifera que atinge a maturacéo sexual
precocemente, em geral dead5 meses de idade dependendo das condicbes ambientais
(Angienda et al., 2010). Contudo, a reproducéo indesejada no sistema de criacdo pode levar a
superpopulacéo dos tanques, gerando competicdo por alimento e um crescimento insatisfatorio
(Léveque, 2002). Diante disso é adotado o cultivo monossexual masculino, pois além de evitar
areproducao indesejada, também otimiza a produtividade (Kwon et al., 2000 e Borges et al.,
2005). Os machos séo escolhidos por apresemtam crescimento mais rapido com relacao
as fémeas (Mair & Little, 1991, Dan & Little, 2000 e Beardmore et al., 2001), o que reduz o
ciclo de produgéao.

A tildpia-do-Nilo tem destaque em sistemas intensivos pela aceitacdo de alimentos
artificiais em todas as fases de cultivo, pela boa conversédo alimentar e pelo rapido crescimento
(Furuya, 2010). O ciclo produtivo da criacdo de tilapias em sistemas intensivos pode atingir 6
meses de cultivo (Sabbag et al., 20@Entretanto, na criagdo em sistemas intensificados os
peixes estdo mais sujeitos ao estresse, 0 que aumenta sua susceptibilidade de contrair doenca
infecciosas e gerar prejuizos econdmicos a producao (Bulfon et al.,, 2015). Isso ocorre
principalmente nas fases iniciais de vida onde os peixes praticamente apresentamaomente
sistema imune inato para sua defesa, pois sdo ainda muito @wessu sistema imune
adaptativo (ou sistema imune-humoral) ndo foi desenvolvido, assim ndao apresentam memoria
imunoldgica para desencadearem uma resposta as doencas infecciosas (Da Silva et al., 2015).
Uma das formas de mitigar os efeitos do estresse e também melhorar o sistema imune-humoral
dos peixes € por meio da utilizacdo de aditivos nas dietas, os quais favorecem o crescimento e
a manutencdo saudavel durante a criacdo (El-Haroun et al., 2006), como por exemplo a
utilizacao de promotores de crescimento.

Como a tilapia-do-Nilo é um peixe amplamente cultivado em todas as fases de criagdo
em sistemas intensificados, torna-se interessante a utilizacéo de pesth®toescimento para
redur o seu ciclo de producdo e tambéem aliv estresse dos peixes, gerando um produto

final de qualidade ao consumidor.
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CAPITULO 2

Dietary supplementation with Mentha piperitaessential oil improves the growth
performance, biochemical parameters, digestive enzyme activities and body composition

of Nile tilapia
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Dietary supplementation with Mentha piperitaessential oil improves the growth
performance, biochemical parameters, digestive enzyme activities and body composition

of Nile tilapia

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the potential effects of dietary supplementation with peppermint
(Mentha piperitd essential oil (EOP) on the growth performance, biochemical parameters,
enzyme digestive activities and whole-body composition of Nile tilapia. A sextuplicate feed
trial was conducted with seven treatments: diets (313.6'gckare protein and 4565.31 kcal

kg! crude energy) supplemented with 0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 and 1.2 g for eight

weeks. Dietary supplementation with 1.2 g 'kg§OP significantly increased weight gain,
specific growth rate and the protein efficiency rate of the fish. The treatments with 0.0 and 1.0
g kg'! EOP resulted in a better feed conversion ratio and feed efficiency of the fish. Liver
glycogen content was higher in fish fed diets with 0.0, 0.2 and 1.2'g9@P; however, a
decrease in the muscle glycogen content was observed in fish fed T.2E0&)in the diet.
Plasma glucose and lactate levels were higher in fish fed 0.8 and 0.4-I!E@Rgn the diets,
respectively. The EOP dietary inclusion increased plasma total cholesterol levels, and plasma
triglyceride levels were reduced in fish fed 0.0 and 0.8-k@'gEOP. Dietary supplementation

with EOP improved plasma HDL and LDL in fish and reduced aspartate aminotransferase
activity. The plasma alanine aminotransferase activity was reduced in fish fed 0.0, 0.2, 0.8-1.2
g kg! EOP, and the plasma lactate dehydrogenase activity was reduced in fish fed 0.0, 0.2, 0.4,
1.0 and 1.2 g kg EOP. Dietary supplementation with EOP increased intestinal enzyme
activities, increased protein and reduced lipid content in the carcass of fish. Supplementation
with 1.2 g kg' EOP improved the growth performance, activity of intestinal enzymes and
whole-body composition of Nile tilapia.

Key words: Growth promoter; Intestinal enzymes; Menthol; Peppermint; Phytoadditive
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1. Introduction

Growth-promoting feed additives are used to improve the productivity of fish farming
(ElI-Haroun et al., 2006), as they favor weight gain, survival rate, yield and carcass quality
(Chakraborty et al., 2014). Antibiotics, for example, were used in subtherapeutic dosages as
growth promoters because in addition to having a positive effect on productive performance,
they also have an effect on the prevention of infectious diseases (Reda et al., 2013). However,
their use present serious risks to human health because such substances leave residues in the
fish muscle intended for consumption, and in the environment such residues are related to the
emergence of resistant pathogenic bacteria (Ljubojevi¢, 2017). Consequently, the European
Union and China established strict laws in 2006 and 2003, respectively, banning the use of
antibiotics in animal production (Santos & Ramos, 2016).

Essential oils have the potential to replace antibiotics as growth prorfigiérsjevic,
2017). They are secondary metabolites of plants concentrated with terpenoid substances and
their derivatives (acids, alcohols, phenols, ketones, ethers, aldehydes and esters), which are safe
for the consumer and the environment as they are natural products (Sutili et al., 2018). Among
other benefits, their use in fish diets can improve growth, body composition, metabolic variables
and serum biochemistry (Ferreira et al., 2014; Acar et al., 2015; Zeppenfeld et al., 2016).

Peppermint Mentha piperita is a plant produced worldwide and has an essential olil
widely used in the pharmaceutical, food and cosmetics industries (Singh et al., 2015). The
peppermint essential oil (EOP) is mainly composed of menthol (31-54%), menthone (7-21%)
and menthyl acetat@-13%) (Freire et al., 2012; Ribeiro et al., 2018; De Souza Silva et al.,
2019). Menthol and menthone are the most volatile constituents (Mckay & Blumberg, 2006),
and menthol is related to antiseptic, appetite stimulating and digestive properties (Kamel, 2001)
and antimicrobial activity (Iscan et al., 2002). Diets supplemented with extracts of peppermint
improved zootechnical and biochemical parameters, as well as the activity of digestive enzymes
of several fish species (Talpur, 2014; Adel et al., 2015a, b). Dietary supplementation with EOP
by spraying (alcoholic vehicleln Nile tilapia ©reochromis niloticus challenged with
Streptococcus agalactiapromoted greater resistance for fish to the pathogen but did not
improve fish growth performance (De Souza e Silva et al., 2019). The method of incorporating
essential oils can influence their stability in diets, therefore the addition of essential oil along
with the lipid fraction during the mixing of ingredients is a way that minimizes the volatilization
of its compounds (Sutili et al., 2018).

The production and consumption of Nile tilapia has shown accelerated growth in several

countries in recent years (FAO, 2020). This species is rustic (Gichuru et al., 2019), presents
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rapid growth and it is widely grown in intensive systems (Santos et al., 2019). Consequently,
this study aims to evaluate the effects of dietary supplementation (during the preparation of the
diets) with the essential oil &fl. piperitaasa growth promoter on the activity of digestive

enzymes, biochemical parameters and the composition of the carcass of Nile tilapia.

2. Materials and methods

2.1 Ethics statement

The experiment was conducted in LaNup (Laboratério de Nutricdo e Producdo de
Peixes) from the teaching, research and extension unit of a fish farm from the Federal University
of Vicosa, Minas Gerais, Brazil. Ethical approval was granted by the Ethics Committee on the
Use of Farm Animals at the Federal University of Vicosa (CEUAP/UFV - n° 38/2016).

2.2 Experimental design and diets

A completely randomized design with seven treatments (diets with 0.0, 0.2, 0.4, 0.6,
0.8, 1.0 and 1.2 g k§of EOP) and six replicates was used. The diets were formulated to be
isoproteics (313.60 gg ) and isocalorics (4565.31 kckty ) with increasing EOP levels
added in substitution of kaolin (Table 1).

The macroingredients were finely ground with a knife mill (NogfeiPM-Junior
M.F., Sdo0 Jodo da Boa Vista, SP, Brazil), sieved and weighed on a precision scale (Shimadzu
BL3200H, Kyoto, Japan). Then, the micro ingredients were weighed (Shifha@lz8200H)
and manually mixed with the macro ingredients. The EOP was previously mixed with soy oil
and added to the mixture. The diets were pelleted in an electric meat grinder (Filz@2,

S&o Paulo, SP, Brazil) and dried in a forced air circulation oven (M&rddai 035, Piracicaba,
SP, Brazil) at 35 °C for 24 h. The pellets were crushed in a grain mill (BoBoiini-1079,
Bilac, SP, Brazil) and sieved (A BronzirfgxSanto Amaro, SP, Brazil) to obtain pellets with
0.5to 3.0 mm.

The chemical composition of the experimental diets was analyzed: dry matter - official
method 934.01, AOAC 2016, crude protein Kjedal BL25 - official method 984.13, AOAC
2016, crude lipid with Soxhlet extractor - official method 920.39, AOAC 2016, ashes - official
method 942.05, AOAC 2016, and crude fiber - official method 962.09, AOAC 2016. The crude
energy was determined with a calorimetric pump (#KWerke, C5003 control, Satufen,
Germany) (Table 2 The EOP chemical composition was carried out by the manufacturer

LASZLO®. High-performance gas chromatography was performed using the steam distillation
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method: column: DB-Wax 30 m x 0.25 mm (J&W Scientific); temperatures: column: 40.0 °C
(1 min), 3.0 °Qmin’!, until 150.0 °C; injector: 250.0 °C, split: 1,28CFID detector: 250.0 °C,

injection volume: 1 pl (concentration of 0.50 % hexane).
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Table 1. Formulation diets (g kg) supplemented with peppermint essential oil (EOP).

EOP (g kgb)

Ingredient$

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
Soybean meal 565.00 565.00 565.00 565.00 565.00 565.00 565.00
Corn meal 26450 264.50 264.50 264.50 264.50 26450 264.50
EOP 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
Wheat bran 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00
Kaolin 10.00 9.80 9.60 9.40 9.20 9.00 8.80
L - Lysine 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
DL - Methionine 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60
Soy oll 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00
Dicalcium phosphate 33.20 33.20 33.20 33.20 33.20 33.20 33.20
Limestone powder 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Common salt 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Premix 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
BHT?® 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20

! Formulation based on Brazilian tables for the nutrition of tilapia (Furuya, 2010).

2Security levels per kilogram of product: Vit. A: 1,200,000 Ul; Vit. D3: 200,0; Vit. E: 12,000 mg; Vit. K3:
2,400 mg; Vit. B1: 4,800 mg; Vit. B2: 4,800 mg; Vit. B6: 4,000 @; B12: 4,800 mg; Folic acid: 1,200 mg;
Calcium pantothenate: 12,000 mg; Vit. C: 48,000 mg; Biotin: 48.0 mglirfigh 65,000 mg; Niacin: 24,000 mg;
Iron: 10,000 mg; Copper: 6,000 mg; Manganese: 4,000 mg; Zjd806ng; lodide: 20.0 mg; Cobalt: 2.0 mg;
Selenium: 20.0 mg.

3 Butyl hydroxy toluene.
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Table 2.Chemical composition (based on dry matter) of diets supplementedepipeipnint essential oil (EOP).

EOP (g kgb)
Chemical composition

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

Dry matter (g kgh) 892.40 899.06 90140 896.30 892.00 892.00 896.70
Crude protein (g kg) 31590 312.60 31340 311.30 31540 311.60 310.20
Energy (kcal kg') 4561.84 4540.74 455491 4572.00 4563.80 4602.74 4561.16
Ether extract (g kd) 4650  48.40 5050  48.00 54.40 4890  50.70
Crude fiber (g kg') 56.80 51.30 54.30 57.50 52.50 54.50 54.40
Ashes (g kgh) 107.20 105.00 106.40 105.20 107.80 103.10 106.80
Energy:Proteih 14.44 14.53 14.53 14.69 14.47 14.77 14.70
Menthol (mg kg')? 0.00 93.00 186.00 279.00 372.00 465.00 558.00
Menthone (mg kd)? 0.00 52.40 104.80 157.20 209.60 262.00 314.40
Neomenthol (mg kd)? 0.00 22.40 44.80 67.20 89.60 112.00 134.40
Menthyl acetate (mg kg2 0.00 11.40 22.80 34.20 45.60 57.00 68.40
Isomenthol (mg k)2 0.00 5.80 11.60 17.40 23.20 29.00 34.80
B-caryophyllene (mg kd)? 0.00 2.80 5.60 8.40 11.20 14.00 16.80
1,8-cineole (mg kg)? 0.00 1.80 3.60 5.40 7.20 9.00 10.80
Isomenthone (mg ké)? 0.00 1.20 2.40 3.60 4.80 6.00 7.20
Limonene (mg kg')? 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
a-terpinene (mg kd)? 0.00 0.40 0.80 1.20 1.60 2.00 2.40
a-pinene (mg kgh)? 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
B-pinene (Mg k)2 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
p-cimene (mg kg\)? 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

LEnergy:Protein = kcal of energy Kgpf dry matter / g of protein k§of dry matter.

2Values were calculated according to the chemical composition of peppermint essentiabdi®jL menthol
46.50%; menthone 26.20%; neomenthol 11.20%; menthyl acetat#;5i3@menthol 2.90%-caryophyllene
1.40%; 1,8-cineole 0.90%; isomenthone 0.60%; limonene 0.oa&pinene 0.20%q-pinene 0.10%p-pinene
0.10% and-cinene 0.10%.
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2.3 Fish and experimental conditions
Nile tilapia juveniles (0.58 + 0.13 g) were distributed in 42 tanks (7& la stocking
density of 20 fish per tank. The tanks were maintained in a recirculation system (1.7 min
and equipped with continuous aeration, controlled temperature, mechanical and biological
filters. The laboratory photoperiod was adjusted to 12 h, controlled with an analogical timer.
The water temperature (26.81 + 0.48 °C) and dissolved oxygen levels (6.07 + 0.84 mg
L) were measured daily (multiparameter YSI-550A, Yellow Springs, OH, EUA). The water
pH (6.85 + 0.30) and total ammonia (0.19 + 0.17 m¢) were measured weekly with
colorimetric kits (LabconTest AlcSthy Camboriti, SC, Brazil). The non-ionized ammonia
(0.001 + 0.001 mg 1¥) was calculated according to Emerson et al. (1975). The tanks were
cleaned weekly by siphoning with a 10% water change. The fish were fecdaibjitum for
eight weeks at 8, 11, 14 and 17 h.

2.4 Sampling collection

After eight weeks of the experiment, the fish (n = 102 per treatment) were fasted for 24
h and then euthanized in clove oil immersion (400 my The fish were counted and weighed
to calculate the survival rate, weight gain, feed conversion, feed efficiency, specific growth rate
and protein efficiency rate.

The fish blood (n = 30 per treatment) was collected using a heparinized syringe trough
cut in the caudal peduncle region and was used to determine the plasmatic levels of glucose,
lactate, total cholesterol, triglycerides, high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein
(LDL) and the activity of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT)
and lactate dehydrogenase (LDH). The blood samples were centrifuged for 15 min at 7000 g
(Nova Técnic8, NT 805, Piracicaba, SP, Brazil), and the collected plasmatored at 20
°C.

Subsequently, the liver and viscera of the fish were collected (n = 60 per treatment) and
weighed separately for the calculation of the hepatosomatic and viscerosomatic indexes,
respectively.

The remaining fish (n = 18 per treatment) were euthanized in clove oil immersion (400
mg L) two hours after feeding. To evaluate the activity of the digestive enzymes total protease,
lipase and amylase, the intestine of fish was collected and preserved at -80 °C. Furthermore,

200 mg of liver and muscle were collected to measure the hepatic and muscular glycogen
content, respectively. After collection, liver and muscle samples were immediately placed in

test tubes with potassium hydroxide solution (30% KOH). The carcass of fish was considered
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the body eviscerated with head to calculate the carcass yield and for the chemical composition
analyses.

2.5 Growth performance
The growth variables were calculated using the following equations:
Survival rate (SR) = (final number of fish/initial number of fish)00
Weight gain (WG) = final biomassinitial biomass
Feed conversion (FC) = feed consumed/weight gain
Feed efficiency (FE) = weight gain/feed consumed
Specific growth rate (SGR) = [(In final weightn initial weight)x 100]/experimental days
Protein efficiency ratio (PER) = weight gain/protein consumed
Hepatosomatic index (HI) = (liver weight/fish weigkt)L00
Viscerosomatic index (VI) = (viscera weight/fish weight) 00

Carcass yield (CY) = (carcass weight/fish weighf)00

2.6 Biochemical parameters

The extraction and quantification of hepatic and muscular glycogen content were
measured according to Carrol et al. (1956). After the dissolution of samples in 30% KOH, the
extraction phase of glycogen content was carried out usip§dand absolute alcohol, the
samples were centrifuged (206-R, Fafie®&o Paulo, SP, Brazil) at 500 g for 10 min, and the
precipitate was resuspended in distilled water. The anthrone reagent was added to the solution,
and the samples were readaispectrophotometer at 620 nm for the quantification phase of
glycogen content.

The concentrations of glucose, lactate, total cholesterol, triglycerides, HDL, and LDL
and the activities of AST, ALT and LDH were measured in the plasma. The plasma analyses
were performed with Bioclin kits (Quibd%a Quimica basica, Belo Horizonte, MG, Brazil)
and the reading of the samples with BS 200 equipment (Mifidr@jinical Chemistry
Analyzer, Shenzen, Guangdong Province, China) at the wavelengths indicated by the

manufacturer.

2.7 Digestive enzyme activity
The enzymatic extract was obtained from maceration of the intestine using a porcelain

mortar and pistil in baths of liquid nitrogen. Subsequently, 5 mL of water (pH 3.0) was added
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to the macerated intestinal tissue and then centrifuged at 10,000 g for 20 min (4 °C). The
supernatant collected was used to determine the total protein concentration and digestive
enzyme activity.

The total protein content was measured according to the Bradford (1976) protocol using
bovine serum albumin (BSA) asstandard and readings usiagpectrophotometer at 595 nm.
The total protease activity was evaluated according to Tomarelli et al. (1949)awith
spectrophotometer at 440 nm. The determination of lipase and amylase activities was performed
using enzymatic kits (Bioclff) following the manufacturer recommendations, based on Cherry
& Crandall (1932) and Caraway (1959), respectively.

2.8 Whole-body composition

A pool with 13 fish per tank (n = 78 per treatment) was made to determine the fish
whole-body composition. The samples were predried in a forced air circulation oven
(Marconf®, MA 035, Piracicaba, SP, Brazil) at 60 °C for 48 h, sectioned with scissors and
ground witha ball mill. Subsequently, the analyses of dry matter (official method 934.01,
AOAC 2016), crude protein Kjedahl N 6.25 (official method 984.13, AOAC 2016), crude
lipid with Soxhlet extractor (official method 920.39, AOAC 2016) and ashes (official method
942.05, AOAC 2016) were performed. The crude energy was determined with a calorimetric
pump (IKA®-Werke, C5003 control, Satufen, Germany).

2.9 Statistical analyses

The Shapiro-Wilk and Barlett tests confirmed normal distribution and homogeneity of
variance, respectively, at 5% of significance. One-vaamalyses of variance (ANOVA)
followed by the post ho€ukey’s test at the significance level of p <0.05 was used to compare
the differences among the treatments. In addition, the polynomial contrast was performed to
verify the linear and quadratic effects. The most significant (p < 0.05) of these trends (linear or
quadratic) was reported. All statistical analyses were performed using the R software version
3.5.1.

3. Results

3.1Growth performance
Fish fed with diets supplemented with 1.2 g'%kGOP showed the highest weight gain

(Figure 1A). The best values for feed conversion rate and feed efficiency were observed for fish
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fed with the control diet (0.0 g kbof dietary EOP) and 1.0 g Kgof dietary EOP (Figure 1B
and 1C), although a negative linear trend was verified for feed efficiency (TablsIBfe#
with diets containing 1.2 g K§YEOP showed the highest specific growth rate (Figure 1D). The
same was observed for the protein efficiency rate; however, fish fed with 0.2 and 1:®f) kg
dietary EOP showed no differences from those feds with 1.2'gpk&OP (Figure 1E).

There was no significant differencefish survival rate, carcass yield, or hepatosomatic and

viscerosomatic indexes (Table 3).

3.2Biochemical parameters

The highest concentrations of hepatic glycogen were observed in the fish from the control
group and those fed with 0.2 and 1.2 g*K§OP (Figure 2A). Fish fed with 1.2 g Kglietary
EOP also presented the lowest concentration of muscle glycogen (Figure 2B) and a significant
quadratic trend was verified (Table 4).

Fish fed with a diet supplemented with 0.8 g'K§OP presented the highest plasma glucose
concentration (Figure 3A) and a positive linear trend was verified (Table 4). The plasma lactate
concentration was higher in fish fed the diets containing 0.4 to 1.0t &P (Figure 3B). The
fish plasma total cholesterol concentration was higher in fish fed 0.8 and 1.0 af kigtary
EOP (Figure 3C). Fish that received a diet supplemented with 0.40 §®# presented the
highest concentration of plasma triglycerides (Figure 3D) and a significant quaeradievas
verified (Table 4). For plasma HDL and LDL, the lowest values were observed for fish fed with
1.0 and 1.2 g kg EOP (Figure 3E and 3F) and a significant quadratic trend was verified for
those variables (Table 4).

Fish that received diets supplemented with 0.6 ¢ P presented the lowest AST
activity and highest ALT and LDH activity (Figure 4A, 4B and 4C).
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Table 3.Survival rate (SR), weight gain (WG), feed conversion (F&&xl efficiency (FE)specific growth rate (SGR), protein efficiency rate (PHERpatosomatic index (HI)
viscerosomatic index (V1) and carcass yield (CY) (mean * standard devidtibe mean) of juvenile Nile tilapiaDfeochromis niloticusfed with diets containing differén
levels of peppermintl. piperitaessential oil (EOP) after eight weeks.

EOP (g kd) ANOVA*  P.C.(p-value)

0.00 0.20 040 0.60 0.80 1.00 1.20 (p-value) L Q

SR (%) 10000 +000 9667 +817 9917 +204 9917 +204 10000+ 000 10000+ 000 10000 + 000 0.552 - -
WG (g) 19.26 + 037 17.20+035¢ 17.60+041° 1658+048" 1563+0.4 17.63+043 2019+0368 <0.001 0.611 0.093
FC 0.91 + 01(F 1.07 + 010¢ 1.21+004>  1.09+005°  1.35+ 006 0.88+003¢  1.16 + 011 <0.001 0.172 0.436
FE 1.22+008  1.12+009*  0.93+008¢ 1.02+007¢  0.74 + 003 1.21+008  0.83 + 005% <0.001 0.002 0.01
SGR (% day)  5.81+002 5.62 + 003 566 +004  5.56 + 005 5.47 + 004 5.67 + 004° 5.89 + 003° <0.001 0.697 0.121
PER 3.34+ 013 4.07+0168  3.24+01%  3.10+024*  2.86+016° 3.95 + 026° 3.79 + 019 <0.001 0.475 0.196

HI (%) 1.35+ 013 1.52 + 008 1.45 + 007 1.39 + 012 1.46 + 008 1.52 + 027 1.51 + 012 0.236 - -

VI (%) 9.99 + 085 1058+ 082  10.26+093  9.96 + 047 10.65+106  11.06+071  10.63 + 093 0.266 - -

CY (%) 8696 +037  8666+106 87.11+074 8821+117 87.04+099 8674+093  87.00+ 070 0.086 - -

* Significant difference byneway ANOVA when p < 0.05.
Different superscript letters in a single row indicate significant differendaukgy test (p < 0.05).
P.C.: Polynomial contrasts analysis; L: linear model; Q: quadratic model..(bx 0
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Figure 1. Effect of dietary peppermint essential oil (EOP) levels on weight gainfé@yl conversion rate (B),
feed efficiency (C), specific growth rate (SGR) (D) and protein efficieatsy PER) (E) of juvenile Nile tilapia
after eight weeks. Different letters represent a difference by one-way ANDWARukey’s test (P < 0.05).
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Table 4. Concentratios (mean * standard deviation of the mean) of liegand muscle glycogen, glucose, lactate, total cholesterol,ceigles, high density lipoprotein
(HDL), low density lipoprotein (LDL) and activities of aspartate transaminase)(A&hine aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH) of juMdaitdapia
(Oreochromis niloticusfed with diets containing different levels of peppernihtpiperita essential oil (EOP) after eight weeks

EOP (g kdb) ANOVA* P.C.(p-value)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 (p-value) L Q
acoon raoony 53 Gl Ga Gk Bgr or VS com ows oss
Muscle glycogen (mg 100 iy (1)2135, (1)'11?}}[, 1.38+0.1% (1)1125, %'9181§ é‘ll‘;i[, 081+008 <0001 <0.001 <0.001

6208+  63.40+ 66.91+ 64.58+ 76.17+ 66.13+ 63.92+
Glucose (mg dL) 1.28 2,270 1.20 2.11pcd 277 1.68° 1.3¢cd <0.001 0047 0217
Lactate (mg dL) zf'ggf ngf 32'?%* 3;;’25 32'283 Zg'ggf Zf'ggf <0001 0206 0.878
9958+ 11385+  116.00+ 11658+ 10642+  106.17+  108.43%

Total cholesterol (mg db) 350 5 agb 320 e 5 o7 376 3.34° <0.001 0.64 0.682
Triglycerides (mg di) 72.2(()); Qi.ész)i 1()25'7%?i 9;.13)1 Sg'ggi 82'5? 72.8?5 < 0.001 0.061 0.012
16.00+ 18.79+ 18.83+ 19.13+ 14.87+ 16.00+ 14.83+
HDL (mg dL7) 0.69 0.95 117 0.99 0.99 0.89 0.99 <0.001  0.002 <0.001
1417+ 16.25+ 15.33+ 16.00+ 15.50+ 11.75+ 11.50+
LDL (mg dL") 0.2 0.35 0.76" 0.4F 071 035 050 <0.001  0.005 <0.001
106.67+  110.93+  108.61+  74.82+ 89.00+ 93.90+  107.25+

1
AST (ULY) 314 3.26 2.05 274 237 1.64 210 <0.001 0057 0.286
ALT (U LY 20040095 2.98+060 4.78+058 4.97+0.63 2.94+065 230+0094 298+088 <0001 0886 0.344
2253+ 28.31+ 43.99+ 81.93+ 59.02+ 26.90+ 31.00+
T
LDH (UL 3.83 4.21% 2.05 442 3.59 4.6 2.90' R AR

* Significant difference byneway ANOVA when p < 0.05.
Different superscript letters in a single row indicate significant differendeukgy test (p < 0.05).
P.C.: Polynomial contrasts analysis; L: linear model; Q: quadratic model..(bx O
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Figure 2. Effect of dietary peppermint essential oil (EOP) levels on the concentediti@patic glycogen (A) and
muscle glycogen (B) in juvenile Nile tilapia after eight weeks. Different letters repiesiference by one-way
ANOVA and Tukey’s test (P < 0.05).
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Figure 3. Effect of dietary peppermint essential oil (EOP) levels on glucose (A), lactat®t@)cholesterol (C),
triglycerides (D), high-density lipoprotein (HDL) (E) and low-density fipmiein (LDL) (F) plasma concentrations
in juvenile Nile tilapia after eight weeks. Different letters represent a diffetgnoee-way ANOVA andukey’s
test (P < 0.05).
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3.3 Digestive enzyme activities

The total protease activity was higher in the intestine of the fish fed 1.0 gfkgjetary
EOP (Figure 5A). The lipase activity was higireNile tilapia intestines that received 1.0 and
1.2 g kg* of dietary EOP (Figure 5B). For intestinal amylase activity, fish that received 1.2 g
kg of dietary EOP showed the highest value (Figure 5C). A significant quadratic trend was
verified for all the digestive enzyme activities in this study (Table 5).

3.4Whole-body composition

The fish fed 1.2 g kg of dietary EOP showed the highest value of whole-body crude protein
and lowest value of whole-body total lipids. Fish fed the control diet presented the lowest value
of whole-body crude protein and the highest value of whole-body total lipids. A significant
positive linear trend was verified for whole-body crude protein and also a negative linear trend
was verified for total lipid content (Table 6).

Dietary supplementation with EOP did not significantly affect the dry matter, crude energy
or ash content of the whole-body fish (Tab)e 6
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Table 5. Digestiveenzymes activities (mean + standard deviation of the mean) ofiliile tilapia Oreochromis niloticusfed with diets containing different levels of
peppermintM. piperitaessential oil (EOP) after eight weeks.

EOP (g kg ANOVA* P.C. (p-value)
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 (p-value) L Q
;f;f‘e'iﬁ[;’tease (Umg 0.77+0.08 0.77+0.09 053+0.04 054+0.10 048+0.06 118+0.02 081+0.10 <0.001 0.079 0.016
Lipase (U dL mg 94.02+ 123.82+ 93.76% 90.83+ 88.17+ 148.77+ 140.70+
protein?) 6.62 413 2.97 6.03 4.28 473 4.97 <0001 <0.001 <0.001
Amylase (U dL mg 27376+  313.30% 244.06+ 22157+ 247.84+ 357.43¢ 404.64+
proteint) 290" 7.06 173 4.61 6.8%° 9.1P 6.50° <0001 <0.001 <0.001

* Significant difference byneway ANOVA when p < 0.05.
Different superscript letters in a single row indicate significant differendaukgy test (p < 0.05).
P.C.: Polynomial contrasts analysis; L: linear model; Q: quadratic model..(b%x O
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Table 6. Whole-body chemical composition (mean + standard deviation of the)raépuvenile Nile tilapia Qreochromis niloticusfed with diets containing different levels
of peppermintM. piperitaessential oil (EOP) after eight weeks.

EOP (g kg) ANOVA  P.C (p-value)
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 (p-value) L Q
Dry matter (%) 25.94+0.56 25.89+059 2593+040 26.02+0.70 2569+071 2562+0.68 2571+091  0.922 - -
g/ro‘)‘f'e PO 63321056 6366+049%  OrOY  6456:038% 6460:043°  OUTT  6482%065 <0001 <0.001 <0.001
Erergy (kcal 526603 + 519004 + 526291 + 521196 + 516678 + 519629 + 517880 + 0.702 ) )
kg?)! 10875 10749 12402 8813 15642 13791 11567 :
(Eog;fr extract  5136+012 1978+044 2021+050° 2008+035 1957+03% 2002+055 1953+047  <0.001 <0.001 0.001
Ashes (%) 1615+014 1685028 1645+038 1644+035 1662+036 1680+028 1670+033  0.067 - -

ICalculus based on dry matter.

* Significant difference by one-way ANOVA when p < 0.05.
Different superscript letters in a single row indicate significant differendaukgy test (p < 0.05).

P.C.: Polynomial contrasts analysis; L: linear model; Q: quadratic model..(bx O
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4. Discussion

The hepatosomatic and viscerosomatic indexes, which are used to quantitatively assess
the degree of adaptation of the gastrintestinal tract to the food ingested (Ilghwela et al., 2014),
were not altered in Nile tilapia fed diets supplemented Mitlpiperitaessential oil. Thus, the
best values observed for weight gain, feed conversion, feed efficiency, specific growth rate and
protein efficiency rate in fish fed with 1.0 and 1.2 g'kof essential oil oM. piperitamay be
related to the increased digestibility of nutrients provided by the greater activity of digestive
enzymes. Furthermore, these results may also be associated with the changes that the essentia
oil of M. piperitacan exert on the intestinal flora, the structure and absorption of nutrients by
the fish intestine.

Corroborating the results found in the current study, the dietary supplementation with
30 g kg! ethanol extract ofl. piperitaimproved weight gain, specific growth rate and feed
conversion ofRutilus frisii kutum(Adel et al., 2015a) an8almo trutta caspiysand in the
intestine of these fish, there was also an increase in the population of lactic acid bacteria (Adel
et al., 2015b). Improvements in productive performance were also obsehagdsrcalcarifer
fed powderedM. piperitaleaves at levels of 2.0 to 5.&kg* (Talpur, 2014). However, for the
same species used in the current study, Nile tilapia, dietary supplementation with 0.75, 1.25 and
2.5 g kg? of essential oil oM. piperitadid not improve productive performance (De Souza e
Silva et al., 2019). This divergence between the results may be related to the different amounts
of active ingredients in the diets. In the present study, the active ingredients menthol and
menthone werat higher concentrations (46.5% menthol and 26.2% menthone) compared to
the study of De Souza Silva et al. (2019) (33.8% menthol and 15.2% menthone), which can also
contribute to the different results observed.

The improvement of the productive performance of Nile tilapia fed with the highest
concentrations of essential oil BF. piperitamay also be related to the energy metabolism of
fish. Glucose can accumulate in the liver and muscle tissues in the form of glycogen as an
energy reserve (Hsieh & Shiau, 2000). When glycogen mobilization is necessary to obtain
energy, there is a marked increase in the levels of glucose and lactate in the bloodstream
(Gomes, 2007). Nile tilapia that received levels 0.4 to 1.0 §dfgessential oil oM. piperita
possibly mobilized hepatic glycogen for energy production, as an increase in plasmafactate
these animals was observed, and lactate is one of the main substrates for the pathway of fish
gluconeogenesis (Pretto et al., 2013). Although Nile tilapia that received 0.8af kgsential
oil of M. piperitahad a higher concentration of plasma glucose, the plasma glucose of fishes

from all treatments was within the reference range for fish species (39 - 96 WgHtubec,
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Cardinale & Smit, 2000). The lowest concentration of muscle glycogen was observed in fish
fed with 1.2 g kg* of essential oil oM. piperita, despite the concentration of hepatic glycogen
being among the highest. It is likely that at this level of dietary inclusion, the essentidVioil of
piperitaincreases insulin levels and inhibits the enzyme glucose-6-phosphatase, which reduces
the breakdown of glycogen in the liver and in some way exerts some interference on the action
of glucose transporter 4 (GLUT 4) influenced by insulin, which is responsible for the uptake of
blood glucose into the muscle tissue (Chung et al., 2010; Moradabadi et al., 2013). Not
corroborating the results of the present study, Nile tilapia fed diets supplement€xtimitm
basilicumessential oil reduced the concentration of hepatic glycogen, which according to the
authors may have occurred due to liver damage caused by this essential oil, mainly at the highest
doses, also resulting in reduction of plasma glucose levels (De Souza et al., 2019). On the other
hand, dietary supplementation with the ethanolic extrad.qgfiperita at levels of 10 to 30 g

kg did not alter the plasma glucose concentrations of rainbow @aprhyncus mykiss

(Adel et al., 2016) o8. trutta caspiugAdel et al., 2015b). The plasma glucose concentration
decreased ih. calcariferfed 4.0 and 5.0 g k§ powderedM. piperitaleaves, which, according

to the author, may be related to the increasesulin activity induced by peppermint (Talpur,
2014). The differences observed between these studies and the present study are probably
associated with the types Bf. piperita extractives that were used and the difference in the
physiological responses that the fish species may present.

In the present study, the results observed in Nile tilapia fed diets supplemented with 1.0
and 1.2 g kgt of essential oil oM. piperitaindicate that these fish probably used lipids as the
main source of energy for their metabolic activities and accumulated part of the energy in the
form of hepatic glycogen. The lower triglyceride and LDL plasma levels in fish fed 1.0 and 1.2
g kg M. piperita essential oil may be related to its hypolipidemic effect (Sosa et al., 2020).
The essential oil dflelissa officinalishas some active principles similar to that of the essential
oil of M. piperita that promote the activation and induction of the expression of genes that
encode the lipoproteins lipase and fatty acid transport proteins (Chung et al., 2010). Limonene
is an active ingredient present in these essential oils that alters the expression of genes involved
in lipid metabolism (Aanyu et al., 2018). Corroborating the results found in the current study,
dietary supplementation with 1.5 and 2.0 gtkaf a commercial product composed of a mixture
of essential oilsAnacardium occidentalandRicinus commun)ded to higher concentrations
of plasma HDL and reduction of plasma LDL in Nile tilapia (Sosa et al., 2020). However,
dietary supplementation with 0.25 to 2.0 mL kgf essential oil of.ippia albadid not alter

plasma levels of triglycerides, cholesterol, HDL and LDL compared to the control diet in silver
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catfishRhamdia quelerfSaccol et al., 2013). The essential oilLofalba contains the active
compounds limonene, & eineole and B-karyophylene (Saccol et al., 2013; Souza et al., 2017),
similar to the essential oil ®fl. piperita

The metabolic enzymes AST and ALT are involwedransamination to maintain the
energy cycle (Adams et al., 1996), and the high activity of these enzymes in the plasnea may b
related to metabolic responses present in the liver (induced by chemicals, infections or
physiological factors) and disorders in the Krebs cycle (Shalaby et al., 2006). LDH is related to
the increasén energy availability to cells via glucose metabolism by catalyzing the reversible
reaction of lactate to pyruvate (Pretto et al., 2013), and it is used as an indicator of hepatoxicity
(Naik et al., 2004). Therefore, the high activity of these enzymes in fish plasma can indicate
damage to hepatocytes. The results with the lowest activity of the ALT and LDH enzymes were
observed in Nile tilapia, which also showed the best results for productive performance,
digestive enzyme activities and energy metabolism. The higher LDH activity in fish that
received dietary levels from 0.6 to 0.8 g kgf essential oil oM. piperitajustifies the high
concentrations of lactate observed in plasma. Diets supplemented with the ethanolic extract of
M. piperitadid not alter the activity of the enzymes AST and ALT of rainbow trout (Adel et
al., 2016) andb. trutta caspiusand in the last species, there was also no effect on LDH enzyme
activity (Adel et al., 2015b). Nile tilapia fed with essential oilMf piperita (38.1% menthol
and 29.2% menthone) incorporated into commercial diets using the spraying method with soy
oil as a vehicle also did not show significant changéise activity of AST and ALT (Valladao
et al., 2017). However, De Souza et al. (2019) observed that Nile tilapia fed diets containing
0.25 to 0.5 mL kg of essential oil oD. basilicumshoweda higher concentration of hepatic
glycogen and lower ALT activity in the plasma compared to other levels of dietary inclusion of
this essential oil (1.0 and 2.0 mL R}y indicating that these levels did not present toxicity to
fish liver and did not affect glycogen synthesis and storage. In the present study, it was also
observed that fish that presented higher concentrations of hepatic glycogen presented lower
ALT activity in the plasma.

The inclusion of essential oils in fish diets can stimulate the digestion of nutrients by
increasing the production and secretion of intestinal enzymes (Bhosale et al., 2010; De Souza
et al., 2019). Sharathchandra et al. (1995) observed that the ledestbf spicataupplied
to mice stimulated the activity of lipase in the pancreas and intestinal mucosa and stimulated
the activity of amylase in the intestine. Such stimuli on the activity of digestive enzymes ca
be explained by the active principles of phytoadditives. For example, in peppermint, menthol

is related to the stimulus of appetite and digestion of nutrients (Kamel, 2001), and limonene is
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related to the increase in the expression of genes encoding key enzymes, such as lipoprotein
lipase and alkaline phosphatase, involved in the digestion of lipids (Aanyu et al., 2018). In the
present study, the highest concentrations of these active principles in diets supplemented with
1.0 and 1.2 g kg of M. piperitaessential oil led to an increase in the activity of total protease
enzymes, lipase and amylase in Nile tilapia. Similarly, dietary supplementation with 20 and 30
g kg* of ethanolic extract df. piperitaincreased the activity of amylase in the intesting.of

trutta caspius but there was no significant difference for protease compared to the control
group (Adel et al., 2015b). Similar results were also observed in studies carried out with
phytoadditives belonging to the same family Mf piperita, such as the essential oils of
Origanum vulgareandO. basilicum which have some active principles similar to that of the
essential oil oM. piperita, such as a-terpinene, a-pinene, B-pinene, p-cymene and limonene
(Ozdemir etal., 2018) and a-pinene, B-pinene, limonene, &-cineol and B-karyophylene

(Kiferle et al., 2019), respectively. The dietary addition of the essential @il wllgareat 0.5,

1.5 and 4.5 g kg for common carpCyprinus carpig promoted higher activity of the enzymes
protease, lipase and amylase (Zhang et al., 2020). Dietary supplementation with the essential
oil of O. basilicumfor Nile tilapia (De Souza et al., 2019) and of its leaves and seeBdaus

aurata (El-Dakar et al., 2015) induced higher amylase and lipase activities in the intestine.
These authors related the results found to the stimulus that phytoadditives exert on pancreatic
secretion of digestive enzymes (Srinivasan, 2005; Bhosale et al., 2010).

The increased activity of digestive enzymes reduces the availability of substrate for
undesirable intestinal bacteria, decreasing their proliferation (Citarasu et al., 2010) and
indirectly favoring the population of beneficial bacteria. Another way of modulating the
intestinal flora is througkthe bactericidal action that essential oils exert on pathogenic bacteria
(Citarasu et al., 2010; Kacaniova et al., 2017; Sutili et al., 2018), through the disruption of the
cell wall, blocking protein and DNA synthesis, inhibiting enzyme secretion and interfering with
cell signaling mechanisms (Citarasu et al., 2010). The action of the essentidViopipErita
can be related to menthol, which has antimicrobial properties (Iscan et al., 2002).

In addition, peppermint improves intestinal functions related to nutrient absorption
capacity and promotes the health and integrity of mucus and intestinal epithelium (Adel et al.,
2015b; Valladéo et al.,, 2017). Such benefits can be explained by the regulatory action of
limonene on the genes of the mucin-like protenu@ stimulating the secretion of mucus and
the oligopeptide transporter fpgpt]), which is responsible for the transport of di/tripeptides
from the enterocyte to the bloodstream (Aanyu et al., 2018). Limonene is also related to the

increasan RNAm levels of insulin-like growth factorgf-1) (Aanyu et al., 2018).
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The results of this study demonstrate that dietary supplementation with 1.2 g kg
essential oil ofM. piperita significantly improved the chemical composition of Nile tilapia
carcass, resulting in higher protein deposition and lower fat deposition. Such results can be
justified by the improvement of nutrient assimilation by the fish, promoted by the higher
secretion of digestive enzymes and by the action on lipid metabolism. Studies suggest that
phytoadditives promote lipid metabolism by using body fat catabolism as the main source of
energy, prioritizing protein accumulation in the body and improving productive performance
(Ji et al., 2007a, b), as was observed in this study.

In conclusion, juvenile Nile tilapia fed diets containing 1.2 gk essential oil oiv.
piperita showed higher activity of the digestive enzymes lipase and amylase, higher weight
gain, specific growth rate, protein efficiency rate, higher deposition of hepatic glycogen, lower
plasma glucose, lactate, triglycerides, LDL, ALT and LDH levels, in addition to better carcass
quality. Therefore, it is recommended to use 1.2 ¢ kfessential oil oM. piperitain diets
for juveniles of this species.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido a necessidade de encontrar um substituto viavel para os antibioticos utilizados
como promotores de crescimento e a exigéncia para o aumento da produtividade, aliado ao
bem-estar dos peixes com a reducdo de impactos ao meio ambiente. E evidente aienportan
da utilizagdo de produtos naturais, como o 6leo essencial de horteld-pimenta, na piscicultura.

Com base nos resultados desse estudo é possivel fazer as seguintes consideracoes:

- A utilizacdo do nivel de 1,20 g Kgde OEP como promotor de crescimento para
juvenis de tilapia-do-Nilo pode reduzir o ciclo produtivo da fase inicial de producao
principalmente na criagdo em sistemas intensivos, onde 0s peixes estdo mais sujeitos a

condicOes estressantes devido ao manejo e maior presenca do homem durante a criacao;

- Estudos como esse em outras espécies de peixes podem proporcionar melhores
resultados de desempenho produtivo, com melhorias sobre as enzimas digestivas e melhor
qualidade de carcaca, bem como promover a utilizacdo de 6leo essencial de horteld pimenta em

dietas comerciais para peixes;



