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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 A aquicultura tem se firmado como um importante agronegócio econômico, 

responsável pelo aumento da oferta mundial de pescado, uma vez que atualmente a maior 

ingestão proteica animal da população mundial é proveniente dos peixes (FAO, 2016). 

Este crescimento exigirá um aumento na produção da ordem de 100 milhões de toneladas 

até 2030 e o Brasil é um dos países que melhor se insere neste contexto (ABPA, 2014). 

 O Brasil apresenta potencial natural para produção de organismos aquáticos 

devido ao seu extenso território, condições climáticas favoráveis como temperaturas 

elevadas na maior parte do ano, alta produção de grãos para fabricação de rações, 

diversidade de espécies com potencial para cultivo em cativeiro, além de mercado 

consumidor em expansão e ainda pouco explorado (CREPALDI et al., 2006; ABPA, 

2014). 

 A tilápia do Nilo é a espécie de maior produção e importância na piscicultura 

nacional por reunir características como excelente desempenho em sistemas de produção, 

versatilidade em se adaptar aos diversos ambientes e resistência às enfermidades, além de 

possuir carne de alta qualidade nutricional, preferida assim pelo mercado consumidor 

(VILA NOVA et al., 2005; FERREIRA et al., 2011; YAKUBU et al, 2014). 

 A expansão da tilapicultura deve-se a fatores como avanços tecnológicos e 

intensificação da criação em gaiolas, caracterizada por altas densidades de estocagem. 

Contudo, esse fator aliado às práticas rotineiras de manejo excessivo, como biometrias, 

transporte além da dificuldade na manutenção da qualidade de água, submetem os peixes 

a estresse constante, afetam a imunidade e favorecem o aparecimento de doenças 

bacterianas, causa de perdas econômicas significativas (LI et al., 2004).  

 A alta incidência de bacterioses nos sistemas de cultivo como as ocasionadas pelo 

gênero Aeromonas spp. (GASTALHO et al., 2014) tem promovido o crescimento 

acentuado na utilização de antimicrobianos pelos produtores na tentativa de melhorar as 

condições de saúde dos organismos de cultivo. Apesar do uso constante de alguns 

antimicrobianos como promotores de crescimento e no controle de infecções bacterianas, 

estes vêm sofrendo severas restrições devido a efeitos adversos em função do seu efeito 

residual na carne e risco ambiental. O uso descontrolado e excessivo de tais compostos, 

propicia aos micro-organismos a aquisição e a transferência de genes de resistência, o que 
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pode tornar ineficaz diversos fármacos utilizados na piscicultura (SCHWARZ et al., 

2001; STOLKER e BRINKMAN, 2005; AHIRRAO e SURYAWANSHI, 2016). 

 Nesse sentido, é necessário encontrar alternativas ambientalmente sustentáveis, 

facilmente disponíveis, e sem ou com poucos efeitos colaterais, como é o caso dos óleos 

essenciais (OE) de plantas, cuja atividade antimicrobiana em diversos patógenos já é 

consolidada, com resultados consideráveis também sobre o desempenho dos peixes 

(ZHENG et al., 2009; SHEHATA et al., 2013; ZEPPENFEL et al., 2015; SUTILI et al., 

2015; MAJOLO et al., 2016).  

 O uso de aditivos na nutrição de peixes tem ganhado atenção especial, pois 

melhoram o bom funcionamento fisiológico do animal, através de compostos que 

ofereçam benefícios a sua saúde, com promoção de eficiência na resposta imune 

(SOLTANI et al., 2010; BASHA et al., 2013). 

 Os benefícios do uso de fitogênicos em níveis adequados deve-se ao fato de serem 

biodegradáveis e acredita-se que sejam seguros para saúde dos animais e do homem 

(KALEMBA e KUNICKA, 2003; JAFRI et al., 2014). Entretanto, poucas são as 

investigações científicas in vivo na produção animal, especialmente quanto à utilização 

de espécies encontradas na flora brasileira na dieta de peixes. 

 Assim, o presente trabalho teve por objetivo identificar, quantificar os 

constituintes e avaliar o potencial biocida, antibiofilme e sinérgico entre antibiótico e os 

OE de Aloysia triphylla e Lippia alba, bem como sua inclusão na dieta sobre parâmetros 

de crescimento, imunidade e respostas metabólicas em tilápia do Nilo infectadas 

experimentalmente com Aeromonas spp. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

Aquicultura mundial e brasileira 

 

 A aquicultura envolve todas as atividades ligadas ao cultivo de organismos com 

ciclo de vida total ou parcial em meio aquático, como peixes, crustáceos, moluscos, 

plantas aquáticas, répteis e anfíbios. É o setor da produção animal que mais cresce no 

mundo, com perspectiva de expansão e intensificação na produção em quase todas as 

regiões mundiais (FAO, 2016).  

Devido a estagnação dos recursos pesqueiros extrativos, a aquicultura tem 

aumentado a sua produção. Em 2014, vinte e cinco países registraram produção de 

200.000 toneladas. Para o ano de 2050, esta foi estimada em 93 milhões de toneladas para 

suprir a demanda de pescados pela população mundial (BOYD e LI, 2011; YUE, LIN e 

LI, 2016). 

A China é o maior produtor mundial, com 45,5 milhões de toneladas, seguida pela 

Indonésia e Índia. O Brasil ocupa a 14ª posição, superado pelo Chile dentre os países da 

América Latina (FAO, 2016). Com relação à piscicultura, em 2014, o Brasil produziu 

474,33 mil toneladas de peixes, valor 20,9% superior em relação ao ano anterior (IBGE, 

2014). 

O Brasil apresenta condições excepcionais para a produção de peixes, por possuir 

condições climáticas favoráveis como: potencial hídrico (cerca de 12% do total de água 

doce do planeta e aproximadamente 8,5 mil km de costa marítima), produção significativa 

de grãos para o fabrico de rações, mão de obra relativamente barata, consumo em 

expansão e, vasta biodiversidade com potencial para cultivo (ABPA, 2014). 

Devido ao aumento populacional, a demanda por alimentos cresce de forma 

acelerada constituindo-se o principal desafio da agropecuária moderna (FAO, 2016; 

YUE, LIN e LI, 2016). Em face disso, o consumo mundial de peixes aumentou de uma 

média de 9,9 kg na década de 1960 para aproximadamente 20 kg em 2015. Os principais 

fatores que contribuíram para este aumento foram o incremento na produção, crescimento 

populacional e aumento de renda (FAO, 2016). 

No Brasil, a oferta de peixes não supre a demanda interna, o que o faz recorrer às 

importações principalmente da China e Chile (ABPA, 2014), o que ratifica que o Brasil 
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possui mercado consumidor com grande potencial de crescimento e, portanto, é 

imperativo expandir a produção piscícola. 

 

Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) 

 

As tilápias estão distribuídas geograficamente em todos os continentes. Das 

espécies existentes, a tilápia do Nilo é o segundo peixe de água doce mais cultivado em 

todo o mundo (YAKUBU et al., 2014). O Brasil, é um dos sete maiores produtores 

mundial de tilápia. No ano de 2014, a produção nacional foi de aproximadamente 198,49 

mil toneladas despescadas, o equivalente a 41,9% do total da piscicultura. A espécie 

apresentou aumento de 17,3% em relação à produção obtida em 2013 (IBGE, 2014). 

A tilápia do Nilo possui muitos atributos que garantem todo seu potencial 

produtivo, como: taxa de crescimento rápido, elevada resistência e adaptabilidade à 

condições ambientais adversas, resistência ao estresse e as doenças, fácil reprodução em 

cativeiro, aceitação de alimentos artificiais (especialmente fontes vegetais) e grande 

interesse pelo mercado consumidor (devido a carne branca, textura firme e ausência de 

espinhos intramusculares). Nutricionalmente é importante fonte de proteína e possui 

baixo teor de lipídios e colesterol (VILA NOVA et al., 2005; EL-SAYED, 2006; 

FERREIRA et al., 2011; YAKUBU et al, 2014). 

Embora a tilapicultura tenha um pacote tecnológico consolidado ou quase 

consolidado, a ausência de algum nutriente ou substância importante na dieta para 

promover o desempenho e saúde pode ser a causa da alta incidência de enfermidades 

ocorrentes nos cultivos. Destas, as mais comuns são, as bacterioses, que limitam a 

expansão da atividade e causam perdas econômicas significativas (LI et al., 2004; 

HARIKRISHNAN et al. 2011). 

 

Bacteriose por Aeromonas hydrophila  

 

A intensificação da aquicultura favorece à promoção de condições propícias ao 

desenvolvimento de uma série de doenças e problemas relacionados (CYRINO et al., 

2010). Os surtos de doenças causam perdas econômicas significativas e apesar de não ser 

possível quantificar, estima-se em países Asiáticos valores acima de três bilhões de 
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dólares/ano de prejuízos (KLESIUS e PRIDGEON, 2011). Dentre estas doenças, ressalta-

se as causadas por bactérias, em que Aeromonas hydrophila destaca-se dentre as mais 

patogênicas (BELÉM-COSTA e CYRINO 2006).  

Aeromonas spp. são bactérias bacilos Gram-negativos, anaeróbias facultativas, 

não produzem esporos, são móveis, com oxidase positivo, fermentam carboidratos como 

glicose, maltose, frutose, trealose e são produtoras de ácidos e gás. São oportunistas, 

comumente isoladas em água potável, alimentos, peixes saudáveis e doentes, podendo 

causar enfermidades em peixes de água doce e até mesmo noutros vertebrados (incluindo 

o homem) (ISONHOOD e DRAKE, 2002; SILVA et al., 2010; JANDA e ABBOT 2010).  

Manifestam-se em hospedeiros imunossuprimidos ou infectados por outros 

patógenos. Alguns fatores como inadequada qualidade de água, altas densidades de 

estocagem, manipulação excessiva, transporte prolongado, lesões mecânicas, poluição 

orgânica e hipóxia, favorecem o seu aparecimento (MORAES e MARTINS, 2004; 

FIGUEIREDO e LEAL, 2008).  

A infecção por Aeromonas spp. normalmente envolve três etapas principais, que 

primariamente, envolve a fixação e colonização inicial na superfície da pele do 

hospedeiro, em seguida, ocorre a degradação proteica através de proteases, utilizada como 

fonte energética, facilitando a multiplicação dos bacilos e, finalmente, a migração para os 

tecidos mais profundos (JANDA e ABBOT, 2010). 

Em peixes, os sinais clínicos podem apresentar-se desde lesões superficiais ou 

úlceras mais profundas na pele, pontos hemorrágicos na base das nadadeiras, abdômen 

distendido e exoftalmia (JANDA e ABBOT, 2010). Para colonização e invasão da 

mucosa do hospedeiro fatores de virulência são observados como exotoxina, enzimas 

extracelulares a estrutura flagelar, importante na motilidade, associada a presença de 

biofilmes, geralmente presentes em infecções persistentes (TOMÁS, 2012). 

Para o controle das bacterioses, a antibioticoterapia tem sido bastante utilizada, 

tanto incorporada à ração ou administrada diretamente na água de cultivo. O uso de tais 

compostos tem se tornado uma medida limitante, visto que causam grande impacto 

ambiental, através de resíduos químicos tanto na água, quanto nas carcaças de peixes, 

principal barreira ao comércio internacional, além de possibilitar a seleção de micro-

organismos resistentes (FIGUEIREDO e LEAL, 2008 ANDRADE et al., 2012). 
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Formação de biofilme bacteriano 

 

Biofilme é uma estrutura formada por um conjunto de bactérias que se aderem a 

um substrato através de propriedades físicas e por substâncias poliméricas extracelulares, 

as quais podem estar aderidas a superfícies bióticas ou abióticas, e estão envolvidos por 

uma matriz de polímeros orgânicos e fortemente aderidos por meio de filamentos de 

origem proteica ou polissacarídeos (COSTERTON et al., 1999; GARRET et al., 2008).  

Os biofilmes são constituídos por água, partículas retidas, adsorvidas, dissolvidas 

e micro-organismos, podendo variar em função das espécies envolvidas, além de macro 

e micronutrientes que formam substratos sobre os quais os micro-organismos crescem e 

podem formar um cultivo puro ou se associar a outros micro-organismos (FLEMMING, 

1993). 

Os biofilmes estão relacionados a resistência às drogas antimicrobianas pelas 

bactérias (KOZLOVA et al., 2008), considerado um fator de virulência importante 

observado em bactérias como Aeromonas spp. (MERINO et al., 2003). Infecções 

causadas por bactérias agrupadas em biofilmes, muitas vezes são de difícil tratamento, 

quando são utilizados antibióticos por si só (WU et al., 2014). 

Um importante fator na adesão e formação de biofilme é a presença de flagelos 

laterais e polares. Tais estruturas são importantes por permitirem que as bactérias se 

movam para ambientes favoráveis ou evitem aqueles prejudiciais à sua colonização. Além 

disso, também está relacionado com a patogenicidade de algumas Aeromonas spp. 

(GAVÍN et al., 2002; CANALS et al., 2006). 

A formação de biofilme é uma tática de sobrevivência utilizada por micro-

organismos em condições adversas no ambiente em que vivem o que causa alteração 

fenotípica de células de vida livre para a forma denominada séssil (aderidas).  

Desse modo, alternativas para tratar infecções causadas por patógenos formadores 

de biofilme estão entre as novas alternativas para o desenvolvimento de fármacos com 

ação antibiofilme. Esta ação pode ser direcionada à prevenção, desestabilização da matriz 

polimérica, enfraquecimento do sistema de comunicação bacteriana (quorum-sensing) ou 

mesmo a extinção da comunidade microbiana formadora do biofilme (RIBEIRO et al., 

2016). 

Hipóteses sobre as vantagens ecológicas dos biofilmes incluem proteção contra 
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desidratação, disponibilidade de nutrientes, cooperação metabólica, aquisição de novas 

características genéticas, expressão de mecanismos de virulência através da produção de 

toxinas e resistência aos agentes antimicrobianos (MOSTELLER e BISHOP, 1993; 

GILBERT et al., 2003; CANALS et al., 2006; ANGELES-MORALES et al., 2012). 

Os biofilmes bacterianos possuem papel importante e são caracterizados por sua 

capacidade de resistência cerca de 10 a 1000 vezes mais aos antimicrobianos e ao sistema 

imune do hospedeiro (DAVIES, 2003; CLUTTERBUCK et al., 2007). 

 O uso de diversas substâncias como os OE para o controle de biofilmes se 

intensificou, por apresentarem ação sobre micro-organismos (NIKOLIĆ, et al., 2014). A 

interação de substâncias naturais com a superfície celular pode comprometer a etapa 

inicial de formação do biofilme, além de afetar o sistema de “quorum sensing”, fato este 

comprovado por alguns estudos (NOSTRO et al., 2007; CHUSRI et al. 2012; SALTA et 

al. 2013). 

 

Uso de antimicrobianos na produção animal 

 

Os antimicrobianos são substâncias que possuem a capacidade de inibir ou matar 

micro-organismos (KOHANSKI et al., 2010) e são utilizados na produção animal com 

intuito terapêutico, profilático ou de promoção de crescimento (RICO et al., 2012). 

A utilização de antibióticos em doses subterapêuticas atua como promotor de 

crescimento por agir na microbiota intestinal, diminuir a competição por nutrientes, 

obtendo-se maior produtividade pelo aumento da eficiência alimentar, melhorando a 

saúde e a resistência dos animais às doenças, e consequente queda na mortalidade 

(GONZALES et al., 2012; TORRES et al., 2015).   

Por outro lado, esta prática tornou-se um problema mundial, devido a resistência 

bacteriana, um problema complexo e multifatorial de caráter urgente para a saúde pública, 

e que já existe uma dependência na utilização de tais produtos na produção animal. 

Estudos apontaram uma relação direta entre o uso de antibióticos e o surgimento de 

resistência a antibióticos em patógenos humanos e animais (TEUBER, 1999; VAN DEN 

BOGAARD et al., 2002). Nesse sentido, para diminuir riscos associados ao uso destes 

compostos, algumas medidas foram tomadas. A partir de 2006, os antibióticos foram 

banidos pela União Europeia. A Coreia do Sul também os proibiu a partir do segundo 
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semestre de 2011 (LEE et al., 2014). No Brasil, a utilização de antimicrobianos em 

aquicultura necessita de prescrição (MARON et al., 2013), entretanto, são utilizados de 

forma indiscriminada sem as recomendações técnicas especializadas (GASTALHO et al., 

2014), mas para Torres et al. (2015) estas proibições acarretariam em prejuízos à 

produção animal. 

Com tais restrições, a intensificação na utilização de aditivos naturais como os OE 

com funções antimicrobianas, antioxidantes, estimulantes imunológico e melhoradores 

do desempenho representam uma alternativa viável para utilização como promotores de 

crescimento. 

 

Uso de óleos essenciais na piscicultura 

 

Diversos fatores podem afetar o bem-estar dos peixes em estações de piscicultura, 

como manejo, transporte e, principalmente, altas densidades de estocagem, que ampliam 

as interações comportamentais. Essas interações podem provocar estresse e ocasionar 

doenças. A redução de fatores estressores seja no cultivo, seja em operações de manejo, 

é a chave para fornecer condições que promovam melhora no bem-estar dos peixes 

(BRITO et al., 2015). 

A utilização de alimentos funcionais é uma alternativa viável, pois são capazes de 

fortalecer o sistema imunológico e auxiliar na prevenção e até no controle de algumas 

doenças (BRICKNELL e DALMO 2005). Neste sentido, os produtos naturais estão em 

franca expansão pela facilidade de obtenção e pelo seu baixo custo, e o Brasil insere-se 

neste mercado devido à sua vasta biodiversidade, podendo contribuir para o 

desenvolvimento de novos fármacos (CALIXTO, 2003). 

O uso de fitoterápicos na piscicultura vem ganhando espaço, porque produtos à 

base de plantas são econômicos, biodegradáveis e possuem efeitos colaterais mínimos 

(MADHURI et al., 2012; CHRISTAKI et al., 2012). Estudos tem revelado que os OE ou 

seus constituintes podem ser usados com sucesso em nutrição de peixes. Sutili et al. 

(2015), constataram atividade “in vitro” do OE de L. alba contra Aeromonas spp. No 

ensaio “in vivo”, a sobrevivência foi elevada em juvenis de jundiá (Rhamdia quelen) 

tratados após desafio com Aeromonas spp. Shehata et al. (2013) observaram aumento na 

taxa de crescimento e consumo de ração com OE de tomilho em tilápia do Nilo. Em bagre 
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do canal, componentes ativos do OE de orégano atuaram como promotor de crescimento 

e melhoraram a resistência às doenças (ZHENG et al., 2009) 

O potencial antimicrobiano dos OE de L. alba e A. triphylla, embora já avaliados 

em estudos in vitro com Aeromonas spp., (PARODI et al., 2013; MACHADO et al., 2014) 

ainda são limitados na dieta de peixes, e seus benefícios sobre o desempenho, parâmetros 

metabólicos e imunológicos são pouco elucidados. 

 

Óleos essenciais e mecanismos de ação 

 

Os OE são misturas complexas, voláteis, geradores de sabores e/ ou aromas. 

Podem ser extraídos de diversas partes da planta como brotos, folhas, cascas, raízes, 

flores, frutos e sementes, apresentando-se fisicamente líquidos em temperatura ambiente, 

de cor clara ou incolor e de característica lipofílica (TROMBETTA et al., 2005; SILVA 

et al., 2012). 

Os OE são utilizados na indústria farmacêutica com fins medicinais, por meio da 

presença de compostos biologicamente ativos, com propriedades antimicrobianas, 

antioxidantes, antiparasitárias, antifúngicas e anti-inflamatórias. Além disso, têm sido 

utilizados como aditivos nas dietas para animais, principalmente como promotores de 

crescimento e reforçadores do sistema imune (TIPU et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 

2008; CHRISTAKI et al., 2012; ACAR et al., 2015).  

Os aditivos fitogênicos são representados por diversas ervas, especiarias, extrato 

de plantas e OE. Destes, os OE são tidos como os mais complexos e suas atividades as 

menos conhecidas (KIM et al., 2008). As propriedades bacteriostáticas, bactericidas, e 

fungicidas “in vitro” a partir de produtos naturais, têm sido comprovadas através de 

recentes pesquisas (SILVA et al., 2012b; RADAELI et al., 2016; REHAB et al., 2016). 

Contudo o mecanismo de ação ainda é pouco compreendido pois depende do tipo de OE 

e de seus componentes majoritários. De modo geral, os mecanismos de ação incluem 

danos à membrana externa, alterações da permeabilidade celular, danos às proteínas de 

membrana, inibição da síntese ou danos nos ácidos nucleicos (PELCZAR, et al., 1980; 

FRUTUOSO et al., 2013). Todas essas alterações fisiológicas podem causar lise celular 

e consequente morte bacteriana (PATRA e BAEK, 2016). 

As bactérias Gram negativas são menos susceptíveis aos antimicrobianos, devido 
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à sua camada de lipopolissacarídeos. Entretanto, acredita-se que devido a sua 

hidrofobicidade, os OE podem afetar os ácidos graxos insaturados, modular a membrana 

celular bacteriana e causar alterações em sua estrutura (BAKKALI et al., 2008) 

Para os OE, os possíveis mecanismos de ação podem ser devido ao estímulo nos 

processos digestórios pelo aumento na atividade de enzimas digestivas, com aumento na 

digestibilidade e consequente absorção dos nutrientes pelo epitélio intestinal, alterações 

na microbiota intestinal, além dos efeitos antimicrobiano e imunomodulador 

(VIDANARACHCHI et al., 2005; RIZZO et al., 2008). 

A administração contínua dos imunoestimulantes pode tornar o sistema imune 

tolerante e causar imunossupressão, mas se fornecidos por curtos períodos, pode estimulá-

lo, sendo mais indicados em condições ambientais adversas, ou quando os peixes são 

submetidos a fatores estressores, como manipulações, transporte etc (BRICKNELL e 

DALMO 2005; SAKAI, 1999). Dessa forma, a utilização de OE que possuam atividade 

antimicrobiana, antioxidante ou imunomoduladora, é uma estratégia viável na aquicultura 

(SYAHIDAH et al., 2015). 

 

Lippia alba 

 

Lippia alba é encontrada em diversas regiões brasileiras sob diferentes 

denominações: erva-cidreira, falsa-melissa, chá-de-tabuleiro, erva cidreira-do-campo, 

salva-do-Brasil, salva-limão e erva-cidreira-brava, alecrim-do-mato dentre outras 

(MATOS, 2000; JANNUZZI et al., 2007). Uma das grandes vantagens da L. alba está 

relacionada a sua capacidade de colonização e crescimento rápido, sendo encontrada em 

diversas regiões (YAMAMOTO et al., 2008). 

Em geral o gênero é bastante utilizado na medicina popular e apresenta atividade 

farmacológica contra problemas gastrointestinais, respiratórios e imunológicos 

(PASCUAL et al., 2001). Na piscicultura, estudos demonstraram a eficácia de L. alba em 

jundiá e tilápia do Nilo para sedação e anestesia (HOHLENWERGER et al., 2016; 

DANIEL et al., 2016) e em tambacu (Piaractus mesopotamicus × Colossoma 

macropomum) e tilápia do Nilo como redutor de estresse (SENA et al., 2016; 

HOHLENWERGER et al., 2017). Verificou-se ainda, atividade antioxidante para os 

períodos de hipóxia e hiperóxia durante o transporte de jundiá, melhorando o bem-estar 
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dos animais e a qualidade do filé para o consumo (AZAMBUJA et al., 2011).  

Plantas e ervas medicinais estão sendo bastante utilizadas na dieta de peixes como 

promotores de crescimento (TIPU et al. 2006), contudo, os trabalhos com L. alba na dieta 

de peixes ainda são escassos. Saccol et al. (2013) adicionaram níveis do OE na dieta de 

jundiás e observaram diminuição na peroxidação lipídica e aumento nas reservas de 

glicogênio.  

 

Aloysia triphylla 

 

 Aloysia triphylla pertence à família Verbenaceae e cresce naturalmente na 

América do Sul, sendo bastante cultivada no Sul do Brasil. Conhecida popularmente 

como erva-luísa, cidrão, dentre outros (CARNAT et al., 1999; KOUHILA et al., 2000; 

DÍAZ et al., 2007; CRESTANI et al., 2012), é tradicionalmente utilizada na medicina 

popular para o tratamento de insônia, ansiedade, analgésica e sedativa (VALENTÃO et 

al., 2002), como aromatizante de ambientes e na culinária (LORENZI e MATOS, 2008). 

A composição do OE de A. triphylla já é alvo de diversas pesquisas. Crestani et 

al. (2012) identificaram 27 componentes no OE de A. triphylla, destes, os majoritários 

foram respectivamente limoneno, neral, geranial e óxido de cariofileno. 

O OE de A. triphylla destaca-se ainda pelo seu potencial antimicrobiano contra A. 

hydrophila (PARODI et al., 2013), redução de estresse e promoção de crescimento em 

jundiá (ZEPPENFELD, et al., 2014; 2015) e efeito anestésico em robalo-peva 

(Centropomus parallelus) e tilápia do Nilo (PARODI et al., 2016; TEIXEIRA et al., 

2016). Também demonstrou propriedade na melhoria da conservação de filés de jundiá 

(DANIEL et al., 2014). 
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Atividade antimicrobiana e sinérgica dos óleos essenciais de Aloysia 

triphylla e Lippia alba em Aeromonas spp. 
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Atividade antimicrobiana e sinérgica dos óleos essenciais de Aloysia triphylla e 

Lippia alba em Aeromonas spp. 

 

RESUMO 

 

A crescente preocupação com a resistência bacteriana e a restrição ao uso de antibióticos 

promotores de crescimento tem estimulado a busca por produtos naturais com atividade 

antimicrobiana e como adjuvantes de antibióticos sintéticos em patógenos de interesse na 

piscicultura. Objetivou-se com este trabalho identificar e quantificar os constituintes 

químicos e avaliar a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de Aloysia triphylla 

(OEAT) e Lippia alba (OELA), bem como a atividade antibiofilme e sinérgica com o 

florfenicol sobre isolados de Aeromonas spp. A atividade antimicrobiana foi avaliada 

através da microdiluição em caldo pela concentração bactericida mínima (CBM) em 28 

isolados de Aeromonas spp. A formação do biofilme foi avaliada em 21 isolados. Para a 

atividade sinérgica de OEAT e OELA com o florfenicol utilizou-se a técnica do 

“checkerboard”. Os principais constituintes de OEAT foram α-citral (39,91%), E-carveol 

(25,36%) e limoneno (21,52%) e, em OELA; linalool (81,64%) foi o constituinte mais 

abundante. Os isolados avaliados apresentaram susceptibilidade aos dois óleos essenciais 

com CBM entre 195,31 e 3125 µL/mL. Com relação à produção de biofilme, 2 isolados 

foram classificados como não produtores, 3 como moderados e 16 como fraco produtores. 

Os óleos essenciais interferiram no biofilme na etapa inicial de formação, passando de 

moderados a fraco produtores, entretanto em biofilme consolidado, estes não causaram 

interferência. Os OEAT e OELA combinados com o florfenicol reduziram a CBM e o 

índice da concentração inibitória variou de 0,09 a 0,49, demonstrando efeito sinérgico. 

Conclui-se que os óleos essenciais testados possuem atividade antimicrobiana frente a 

Aeromonas spp., interferem na etapa inicial de formação de biofilme e quando 

combinados com o florfenicol, apresentaram efeito sinérgico por meio da redução na dose 

mínima do antibiótico. 

 

Palavras-chave: adjuvantes antibióticos, antibiofilme, concentração bactericida mínima, 

florfenicol. 
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Antimicrobial and synergistic activity of the essential oils of Aloysia triphylla and 

Lippia alba in Aeromonas spp. 

 

ABSTRACT 

 

Increasing concern about bacterial resistance and the restriction of the use of antibiotics 

for growth promotion has stimulated the search for natural products with antimicrobial 

activity and as adjuvants of synthetic antibiotics in pathogens of interest in fish farming. 

The objective of this work was to identify and quantify the chemical constituents and to 

evaluate the antibacterial activity of Aloysia triphylla (EOAT) and Lippia alba (EOLA) 

essential oils, as well as the antibiofilm and synergistic activity with florfenicol on 

Aeromonas spp. The antimicrobial activity was evaluated through broth microdilution by 

minimum bactericidal concentration (MBC) in 28 isolates of Aeromonas spp. Biofilm 

formation was evaluated in 21 isolates. For the synergistic activity of EOAT and EOLA 

with florfenicol, the checkerboard technique was used. The main constituents of EOAT 

were α-citral (39.91%), E-carveol (25.36%) and limonene (21.52%) and, in EOLA; 

Linalool (81.64%) was the most abundant constituent. The evaluated isolates presented 

susceptibility to two essential oils with MBC between 195.31 and 3125 μL/mL. 

Regarding the production of biofilms, 2 isolates were classified as non-producers, 3 as 

moderates and 16 as non-producers. The essential oils interfered in the biofilm in the 

initial stage of formation, from moderate to weak producers, however in consolidated 

biofilm, they did not cause interference. EOAT and EOLA combined with florfenicol 

resulted deresead MBC and the inhibitory concentration index ranged from 0.09 to 0.49, 

demonstrating a synergistic effect. It is concluded that the essential oils tested have an 

antimicrobial activity against Aeromonas spp., Interfere in the initial stage of biofilm 

formation and when combined with florfenicol, showed a synergic effect by reducing the 

minimum dose of the antibiotic. 

 

Key words: adjuvants antibiotics, antibiofilm, minimum bactericidal concentration, 

florfenicol 
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INTRODUÇÃO 

 

 O aumento da resistência de micro-organismos patogênicos a múltiplas drogas é 

reconhecidamente um problema de saúde global (CHONG et al., 2011). Neste sentido, é 

crescente a política de banimento do uso de antibióticos promotores de crescimento na 

produção animal em muitos países, devido a efeitos adversos em função do seu efeito 

residual na carne e risco ambiental (SCHWARZ et al., 2001; STOLKER e BRINKMAN, 

2005; AHIRRAO e SURYAWANSHI, 2016). A utilização de produtos antimicrobianos 

naturais vêm sendo cada vez mais realizados visando solucionar a problemática da 

resistência microbiana e as bacterioses como Aeromonas spp. que causam perdas 

econômicas substanciais na piscicultura (GIRI et al., 2015; KARÁSKOVÁ et al., 2016).  

 Em decorrência disto, os óleos essenciais apresentam-se como alternativa viável, 

não só para substituir ou agir sinergicamente com antibióticos, mas também para a 

inibição da formação de biofilme (KIM et al., 2016). Esta é uma tática de sobrevivência 

utilizada por micro-organismos em condições adversas no ambiente em que vivem, e tem 

como vantagens a proteção contra desidratação, colonização por bacteriófagos e 

resistência aos agentes antimicrobianos (MOSTELLER e BISHOP, 1993; GILBERT et 

al., 2003), o que pode tornar os tratamentos com antibióticos ineficazes, pois sua 

resistência é cerca de 10 a 1000 vezes (DAVIES, 2003; CLUTTERBUCK et al., 2007). 

 Os óleos essenciais podem agir em sinergia com antibióticos sintéticos, para 

potencializar os efeitos contra micro-organismos patogênicos importantes na piscicultura. 

Além de contribuir para reduzir ou evitar a dependência ao uso de antibióticos como 

princípio terapêutico e promotor de crescimento em peixes.  

 Pesquisas que envolvam a utilização de óleos essenciais se justificam uma vez que 

produtos à base de plantas são biodegradáveis, bem aceitos pela população e possuírem 

efeitos colaterais mínimos ou inexistentes (CHRISTAKI et al., 2012; MADHURI et al., 

2012; NABRDALIK e GRATA, 2016). 

  Dentre as atividades biológicas observadas nos óleos essenciais destacam-se a 

sua ação antimicrobiana (RIBEIRO et al., 2013; STARLIPE et al., 2013), imunológica 

(ACAR et al., 2014), anestésica (SENA et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2016) redutora de 

estresse (SENA et al., 2016; HOHLENWERGER et al., 2016) e promotora de 

crescimento em peixes (ZHENG et al., 2009; ACAR et al., 2014; ZEPPENFELD et al., 
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2015; WIGRAIBOON et al., 2016). 

 Os óleos essenciais de Aloysia triphylla (OEAT) e Lippia alba (OELA) podem ser 

agentes potenciais aos antimicrobianos tradicionais. Assim, o presente trabalho teve por 

objetivo identificar os componentes químicos do OEAT e OELA, bem como avaliar seus 

potenciais biocida, antibiofilme e sinérgico combinado com o antibiótico florfenicol em 

Aeromonas spp.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Óleos essenciais  

  

As plantas L. alba e A. triphylla foram cultivadas na cidade de Frederico 

Westphalen, Rio Grande do Sul, Brasil. A extração do óleo essencial de folhas frescas foi 

realizada por destilação a vapor (120 min) utilizando um Aparelho Clevenger. Após sua 

extração, o óleo essencial foi armazenado em frascos de vidro âmbar até a sua utilização. 

A determinação do perfil dos óleos essenciais foi realizada por GC-MS (cromatografia 

gasosa/espectrometria de massa) das espécies supracitadas foi realizada segundo Parodi 

et al. (2014). 

 

Testes de sensibilidade in vitro 

 

 Foram testados 28 isolados de Aeromonas spp. provenientes da bacterioteca do 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do 

São Francisco (UNIVASF), Petrolina-PE. Esses isolados foram obtidos a partir de rim, 

tegumento, intestino e lesões de exemplares de pacamã (Lophiosilurus alexandri) 

provenientes da Barragem de Sobradinho (Bacia do Rio São Francisco) e tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus), provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e 

Aquicultura da Companhia de Desenvolvimento dos Vales do São Francisco e do 

Parnaíba (CIRPA-CODEVASF), região Nordeste do Brasil. Os micro-organismos foram 

previamente identificados por meio de suas características morfológicas, tintoriais e 

bioquímicas, conforme Quinn et al. (1994). 

 Foi pesado 0,25 g de cada óleo essencial, após prévio cálculo das densidades dos 
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mesmos, os quais foram diluídos em Metanol e DMSO (1:1) obtendo-se uma solução 

estoque de 25.000 μg/mL. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo e determinação da CBM (Concentração bactericida mínima) de 

acordo com as diretrizes do documento M07-A9 (CLSI, 2014) e consistiu na distribuição 

de 200 µL de caldo Müller-Hinton (MH) em placas estéreis de microtitulação de 96 poços. 

A seguir, 200 µL da solução estoque dos óleos essenciais foram acrescidos ao primeiro 

poço e, após homogeneização, foram transferidos para o segundo poço e assim 

sucessivamente, sendo obtidas as seguintes concentrações finais: 12.500; 6.250; 3.125; 

1.562,5; 781,3; 390,6; 195,3 e 97,6 µg/mL para OEAT e OELA.  

 Para a preparação do inóculo foi utilizado cultivo bacteriano em caldo MH, 

obtendo-se uma suspensão bacteriana com turvação equivalente ao tubo 0,5 da escala de 

Mac Farland, previamente estabelecida através da leitura em espectrofotômetro na 

absorbância de 580 nm, obtendo uma densidade óptica de 0,16 para os isolados de 

Aeromonas spp. ou 7,64 x 108 Unidades Formadora de Colônia (UFC)/mL. Desta 

suspensão, foi inoculado 20 μL nos poços das microplacas contendo as diluições de 

ambos os óleos essenciais. Após estes procedimentos, as microplacas foram incubadas 

por 24 h a 28 °C em condições de aerobiose. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata, com auxílio de um replicador. Alíquotas foram retiradas das microplacas e 

semeadas na superfície de placas de Petri contendo ágar MH, sendo incubadas a 28 ºC 

por 24 h. A CBM foi definida como a menor concentração dos óleos essenciais capaz de 

causar a morte do inóculo. Além do controle positivo (bactéria e caldo MH) e negativo 

(caldo MH), foi realizada a atividade antimicrobiana do diluente.  

 

Análise da capacidade de formação do biofilme 

 

 Para a caracterização da produção fenotípica do biofilme foi utilizada a técnica da 

violeta de genciana (MERINO et al., 2009). Utilizaram-se 21 isolados de Aeromonas spp. 

inoculados em 3 mL de TSB (Tryptone Soya Broth) e incubados a 27 ºC por 24 h. Após 

o período de incubação, foram retirados 5 µL e aplicados em microplacas novas e estéreis 

contendo 195 µL de TSB e novamente incubadas a 27 ºC por 24 h. Após, todos os poços 

da microplaca foram lavados em 200 µL de água destilada por três vezes e, em seguida 

coradas com 200 µL de uma solução de violeta de genciana a 0,25% e expostas de 2 a 3 
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minutos a temperatura ambiente. As microplacas foram novamente lavadas por três vezes 

com água destilada e, ao final, foram adicionados 200 µL de álcool-acetona (80:20). A 

densidade óptica (DO) foi medida em leitor de microplacas ASYS EXPERT PLUS 

BioChrom (ELISA) e a absorbância mensurada em filtro de 620 nm. A intensidade da 

produção de biofilme foi medida pela quantidade de violeta de genciana remanescente 

nos poços, sendo esta maior que a observada para o controle negativo (meio de cultura). 

Os testes foram realizados em triplicata. De acordo com os valores de DO obtidos, os 

isolados foram classificados como disposto na Tabela 1. 

 

 Tabela 1. Classificação dos isolados de Aeromonas spp. quanto a produção de biofilme. 

DOA = Densidade ótica da amostra teste; DOCN = Densidade ótica do controle negativo 

(MERINO et al., 2009). 

Classificação Critério 

Negativo DOA ≤ DOCN 

Fraco produtor DOCN < DOA ≤ (2 x DOCN) 

Moderado produtor (2xDOCN) < DOA ≤ (4xDOCN) 

Forte produtor (4xDOCN) ≤ DOA 

 

Atividade antibiofilme dos óleos essenciais de Aloysia triphylla e Lippia alba em 

isolados de Aeromonas spp. 

 

 O protocolo de interferência com a formação do biofilme baseou-se na 

metodologia de Nostro et al. (2007) com modificações. Os inóculos bacterianos foram 

cultivados em tubos contendo 3 mL de TSB 0,25% por 24 h a 28 °C. Em seguida, 100 μL 

deste cultivo foram acrescidos em microplaca de 96 poços juntamente com 100 μL da 

solução contendo o equivalente à metade do valor da CBM observado na microdiluição 

em placa. Após 24 h de incubação a 28 °C, as microplacas foram lavadas com 200 μL de 

água destilada três vezes. Em seguida, os poços foram corados com 100 μL de violeta de 

genciana 0,25% por 5 minutos. Todos os poços foram novamente lavados três vezes com 

200 μL de água destilada, e em seguida, utilizou-se 200 μL de álcool-acetona (80:20) com 

análise da absorbância em leitor de microplaca mensurada em 620 nm.  
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Interferência dos óleos essenciais de Aloysia triphylla e Lippia alba com o biofilme 

consolidado em isolados de Aeromonas spp. 

 

 No biofilme consolidado 100 μL do inóculo bacteriano foi incubado em 

microplacas por 24 h a 27 ºC, ocorreu a lavagem com 200 μL de água destilada estéril 

três vezes, a fim de retirar a população de células não aderidas e foi realizada a primeira 

leitura (0h) em leitor de microplacas modelo ASYS EXPERT PLUS BioChrom (ELISA) 

e a absorbância mensurada em filtro de 620 nm. Em seguida 200 μL da solução contendo 

os óleos essenciais, equivalente à metade do valor de CBM observado na microdiluição 

em placa, foram acrescidas e posteriormente incubadas por 24 h, sendo então realizada a 

leitura após 24 h. Após o registro das DO calculou-se a média das triplicatas e então 

dividiu-se a DO 0 h pela DO 24 h e o resultado foi multiplicado por 100 para verificação 

da porcentagem de interferência com o biofilme consolidado. Como controle negativo foi 

utilizada o meio TSB estéril, sendo também utilizado como controle do processo a fim de 

se avaliar uma provável contaminação. A DO foi medida em leitor de microplaca 

(620nm). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Efeito sinérgico dos óleos essenciais de Aloysia triphylla e Lippia alba com florfenicol 

 

 A suspensão bacteriana foi padronizada a partir de uma cultura com 24 h de 

incubação em meio MH, com adição de PBS pH 7,0 estéril até atingir a turvação 

equivalente a escala 0,5 de McFarland (1x108 UFC/mL). Foi adicionado 100 μL de caldo 

MH em todos os poços. Na coluna nº 12 foi adicionado 100 μL do antibiótico florfenicol 

(Sigma-Aldrich) na concentração de 4X o valor da concentração inibitória mínima (CIM) 

para realização da diluição seriada no sentido horizontal até a coluna nº 1. Na linha “A” 

foi adicionado 100 μL da solução correspondente ao produto natural, na concentração de 

8X o valor da CIM e diluído seriadamente na vertical até a linha F. Foi acrescentado em 

cada poço da placa de microdiluição 10 µL do inóculo. Nos poços H1, H2 e H3 foram 

adicionados 10 μL da suspensão bacteriana, juntamente com 100 μL de meio MH. Nos 

poços H4, H5 e H6 foram adicionados 100 μL do meio MH como controle de esterilidade 

do processo. As microplacas foram incubadas por 24 h a 28 ºC. Após incubação, 20 µL 

de uma solução de cloreto de trifeniltetrazólio foi acrescida em cada poço. Então foi 



53  
 

calculado o Índice de Fração Inibitória (IFI) por meio da seguinte fórmula: FIC produto 

natural = CIM combinado/CIM isolado ou FIC antibiótico = CIM/CIM isolado. A 

somatória dos IFIs (ΣIFI = IFI produto natural + IFI antibiótico) foi utilizada para a 

classificação dos efeitos, da seguinte forma: Sinergismo = ΣIFI ≤ 0,5; Aditivo = 0,5 < 

∑IFI < 1; Indiferente = 1 < ΣIFI < 2 e; Antagonismo = ΣIFI > 2. 

 

RESULTADOS 

 

Composição química dos óleos essenciais de Aloysia triphylla e Lippia alba 

 

 Foram identificados 12 constituintes em OEAT que corresponderam a 95,96% do 

total, sendo os compostos majoritários α-citral (39,91%), E-carveol (25,36%) e limonene 

(21,52%) (Tabela 2). Para OELA, 11 constituintes foram identificados, representando 

94,68% do total, onde linalool (81,64%) foi o composto majoritário (Tabela 3).  

 

Tabela 2. Composição química do óleo essencial de Aloysia triphylla. IRC: Índice de 

retenção calculado; IRL: Índice de retenção da literatura (NIST, 2008; ADAMS, 2009). 

IRC IRL Composto químico 
Composição 

percentual 

984 986 5-Hepten-2-one 6-methyl 0,77 

1027 1026 Limonene 21,52 

1046 1048 β-Z-ocimene 0,46 

1222 1228 E-Geraniol 0,35 

1237 1236 E-Carveol 25,36 

1266 1270 α-Citral 39,91 

1418 1415 β-Caryophyllene 2,55 

1479 1483 α-Curcumene 1,16 

1493 1487 Alloaromadendrene 0,53 

1575 1578 Spathulenol 0,59 

1580 1583 Caryophyllene Oxide 2,45 

1640 1639 -Cadinol 0,30 

Total identificado 95,96   
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Tabela 3. Composição química do óleo essencial de Lippia alba. IRC: Índice de retenção 

calculado; IRL: Índice de retenção da literatura (NIST, 2008; ADAMS, 2009). 

IRC IRL Composto químico 
Composição 

percentual 

970 973 Sabinene 0,45 

982 985 β-Pinene 07,7 

1027 1028 Limonene 0,28 

1030 1031 Eucalyptol 3,82 

1046 1050 β-E-ocimene 0,33 

1099 1100 Linalool 81,64 

1207 1200 Carveol 1,39 

1266 1269 α-Citral 2,30 

1388 1391 β-Elemene 0,21 

1418 1415 β-Caryophyllene 1,60 

1480 1481 β-Cubebene 1,87 

Compostos identificados 94,68   

 

 

Atividade antimicrobiana 

 

 O efeito antimicrobiano do OEAT e OELA sobre os isolados de Aeromonas spp. 

apresentaram CBM variando de 197,3 a 3125,0 µg/mL (Fig. 1).  

 

Figura 1. Sensibilidade de Aeromonas spp. frente aos óleos essenciais de A. triphylla 

(OEAT) e L. alba (OELA). CBM = Concentração Bactericida mínima. 

 

 Quanto à produção de biofilme, 2 isolados (9,52%) não formaram biofilmes e 19 
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isolados apresentaram capacidade de produzir biofilmes, em que 76,19% das estirpes 

mostraram fraca formação e 14,29% apresentaram moderada formação (Tabela 4).  

 Dos isolados que apresentaram moderada capacidade para formar biofilme (n = 3) 

(Tabela 5) foram submetidos à ação dos dois óleos essenciais para avaliar a influência 

dos mesmos na etapa inicial de formação do biofilme, bem como no biofilme já 

consolidado (Tabela 6). Ambos os óleos essenciais foram capazes de diminuir a formação 

de biofilme nos 2 isolados que passaram do estado de moderados a fraco produtores 

(Tabela 5). No entanto, nenhum efeito foi observado no biofilme já consolidado (Tabela 

6). 

Tabela 4. Classificação dos isolados de Aeromonas spp. quanto a produção de biofilmes. 

(NOSTRO et al., 2007). DO = densidade óptica. DO do meio = 0,07.  

Identificação dos isolados 

de Aeromonas spp. 
DO média 

Classificação quanto à 

produção de biofilmes 

G1 0,069 Não produtor 

G6 0,107 Fraco 

G21 0,082 Fraco 

G31 0,095 Fraco 

G32 0,080 Fraco 

G33 0,119 Fraco 

G34 0,099 Fraco 

G36 0,114 Fraco 

G38 0,123 Fraco 

A10 0,100 Fraco 

A14 0,078 Fraco 

10 0,090 Fraco 

11 0,117 Fraco 

35 0,112 Fraco 

54 0,103 Fraco 

IF1 0,108 Fraco 

IF2 0,065 Não produtor 

IF3 0,109 Fraco 

10M 0,162 Moderado 

60 0,218 Moderado 

74 0,154 Moderado 

 



56  
 

Tabela 5: Classificação dos isolados de Aeromonas spp. quanto a produção de biofilmes 

na presença dos óleos essenciais de A. triphylla e L. alba. (NOSTRO et al., 2007). DO = 

densidade óptica. DO do meio = 0,07 

Identificação  

do isolado 

Óleo essencial de A. triphylla 

 DO média Classificação 

60  0,127 Fraco produtor 

74 0,111 Fraco produtor 

Identificação  

do isolado 

Óleo essencial de L. alba 

 DO média Classificação 

60 0,133 Fraco produtor 

74 0,121 Fraco produtor 

 

 

Tabela 6: Atividade dos óleos essenciais de A. triphylla e L. alba sobre o biofilme 

consolidado de Aeromonas spp. (NOSTRO et al., 2007). DO = Densidade óptica. DO do  

meio = 0,07. 

 Óleo essencial de A. triphylla 

Identificação  

do isolado 
DO (0h) média DO (24h) média 

DO 24h - DO 0h (%) 

60 0,052 0,063 82,98 

74 0,044 0,050 88,00 

 Óleo essencial de L. alba 

Identificação  

do isolado 
DO (0h) média DO (24h) média 

DO 24h - DO 0h (%) 

60 0,049 0,058 85,05 

74 0,046 0,053 86,25 

 

O OEAT e OELA quando combinados com o antibiótico florfenicol, reduziram as 

suas concentrações antimicrobianas do que quando avaliados sozinho (Tabela 7 e 8). 
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Tabela 7: Índice de concentração inibitória fracionária (IFI) utilizado para determinar o 

tipo de interação entre o óleo essencial de Aloysia triphylla (OEAT) e o florfenicol em 

isolado (10M) de Aeromonas spp. IFI = Índice de fração combinatória. FLOR= 

Florfenicol. 

 CIM/CBM (μg/mL)    

Substância teste Sozinho  Combinado IFI ∑IFI Resultado 

OEAT 390,6 97,6 0,25 
0,28 Sinérgico 

FLOR 

 

1,95 0,06 0,03 

 

390,6 97,6 0,25 
0,31 Sinérgico 

1,95 0,12 0,06 

390,6 97,6 0,25 
0,37 Sinérgico 

1,95 0,24 0,12 

390,6 97,6 0,25 
0,49 Sinérgico 

1,95 0,48 0,24 

390,6 48,8 0,12 
0,15 Sinérgico 

1,95 0,06 0,03 

390,6 48,8 0,12 
0,18 Sinérgico 

1,95 0,12 0,06 

390,6 48,8 0,12 
0,24 Sinérgico 

1,95 0,24 0,12 

390,6 48,8 0,12 
0,37 Sinérgico 

1,95 0,48 0,25 

390,6 24,4 0,06 
0,18 Sinérgico 

1,95 0,24 0,12 

390,6 24,4 0,06 
0,30 Sinérgico 

1,95 0,48 0,24 

390,6 12,2 0,03 0,27 Sinérgico 

  1,95 0,48 0,24   
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Tabela 8: Índice de concentração inibitória fracionária (IFI) utilizado para determinar o 

tipo de interação entre o óleo essencial de Lippia alba e o florfenicol em isolado (10M) 

de Aeromonas spp. 

CIM/CBM (μg/mL) 

Substância 

teste 

Sozinho  Combinado IFI ∑IFI Resultado 

OELA 390,6 97,6 0,25 
0,28 Sinérgico 

FLOR 1,95 0,06 0,03 

  

390,6 97,6 0,25 
0,31 Sinérgico 

1,95 0,12 0,06 

390,6 97,6 0,25 
0,37 Sinérgico 

1,95 0,24 0,12 

390,6 97,6 0,25 
0,49 Sinérgico 

1,95 0,48 0,24 

390,6 48,8 0,12 
0,15 Sinérgico 

1,95 0,06 0,03 

390,6 48,8 0,12 
0,18 Sinérgico 

1,95 0,12 0,06 

390,6 48,8 0,12 
0,24 Sinérgico 

1,95 0,24 0,12 

390,6 48,8 0,12 
0,37 Sinérgico 

1,95 0,48 0,25 

390,6 24,4 0,06 
0,09 Sinérgico 

1,95 0,06 0,03 

390,6 24,4 0,06 
0,18 Sinérgico 

1,95 0,24 0,12 

390,6 24,4 0,06 
0,30 Sinérgico 

1,95 0,48 0,24 

390,6 12,2 0,03 
0,15 

Sinérgico 

1,95 0,24 0,12  

390,6 12,2 0,03 
0,27 Sinérgico 

1,95 0,48 0,24 

 

 

 

 

 

 



59  
 

DISCUSSÃO 

 

 O uso de substâncias antimicrobianas naturais (óleos essenciais), bem como a 

exploração do efeito sinérgico pela combinação com antibióticos, visando reduzir as 

concentrações destes, é uma alternativa e pode contribuir com a diminuição da resistência 

bacteriana que é um grande problema de saúde global (BORGES et al., 2016; BARRETO 

et al., 2014). 

Os óleos essenciais são uma fonte de componentes químicos como terpenóides, 

monoterpenos com capacidade antimicrobiana, como observado em estudos prévios em 

OEAT (CRESTANI et al., 2012; PARODI et al., 2013) e OELA (MACHADO et al., 

2014; OLIVERO-VERBEL et al., 2014; SUTILI et al., 2015). Além disso, alguns 

componentes de óleos essenciais ricos em compostos fenólicos exibem altíssima 

atividade antioxidante, semelhantes a do BHT e o α-tocoferol (BAŞER e BUCHBAUER, 

2010). 

 Os componentes majoritários dos óleos essenciais encontrados neste estudo foram 

diferentes do encontrado em estudos prévios. Majolo et al. (2016) encontraram como 

componentes majoritários geranial, neral e β-Caryophyllene no óleo essencial de três 

espécies de Lippia sp. Crestani et al. (2012), identificaram o limoneno, neral, geranial e 

óxido de cariofileno como maiores constituintes em OEAT. Já Teixeira et al. (2016) 

obtiveram geranial e neral como os maiores constituintes químicos do OEAT. Entretanto, 

foi semelhante ao obtido por Saccol et al. (2013) e Hohlenwerger et al. (2016) que 

avaliaram os constituintes do OELA cultivados na mesma região do presente trabalho e 

também descreveram linalool como constituinte majoritário de OELA (55,26 e 47,66%, 

respectivamente). 

 Possíveis diferenças na composição química dos óleos essenciais decorrem de 

variações quali-quantitativas em função de fatores genéticos, origem geográfica, macro e 

micronutrientes no solo, local de extração dos óleos, método de extração, horário de 

colheita, dentre outros (NABRDALIK e GRATA, 2016).  

 Sartoratto et al. (2004) propuseram que valores de CIM entre 50-500, 600-1500 e 

acima de 1600 µg/mL são considerados de forte, moderada e fraca atividade, 

respectivamente. Dos isolados testados, apenas dois apresentaram sensibilidade de 3125 

µg/mL. Portanto os óleos essenciais apresentaram atividade de forte a moderada para a 
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maioria dos isolados. Outro fator importante a observar é que as atividades 

antimicrobianas são baseadas na CIM e neste estudo os valores são baseados na CBM. 

De forma geral, a CIM é menor que a CBM, em face disso, esses isolados poderiam 

apresentar valores ainda menores. Alguns estudos que avaliaram a atividade 

antimicrobiana como o de Majolo et al. (2016) encontraram CIM e CBM que variaram 

de 1250 a 5000 µg/mL com óleo essencial de três espécies de Lippia sp. em A. hydrophila. 

Sutili et al. (2015) avaliaram a atividade de OELA e observaram CBM de 5998 µg/mL. 

Oliva et al. (2015) testaram três concentrações celulares de Staphylococcus aureus e 

obtiveram CBM de 5900 µg/mL com uso de OEAT. Diferenças nos compostos 

identificados podem explicar as diferenças de efeito antimicrobiano em relação a estudos 

prévios.  

 Outros fatores que podem contribuir para resultados divergentes incluem a técnica 

de ensaio, micro-organismos testados, condições de cultura, interações entre os 

constituintes dos óleos essenciais, volatilidade e insolubilidade (FALEIRO, 2011; 

RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN, 2010). 

  Estudos prévios afirmam que o modo de ação dos óleos essenciais deve-se aos 

seus componentes majoritários (BENOVIT et al., 2015; CRESTANI et al., 2012) ou das 

interações entre eles (DORMAN et al., 2000). Embora acredita-se que envolva uma ação 

sinérgica dos vários componentes (KHAN et al. 2009), uma vez que a maioria deles se 

apresenta em menores porcentagens.  

 Um dos mecanismos dos óleos essenciais é a desordem na membrana externa com 

perda da integridade da membrana citoplasmática, interações com proteínas de membrana 

ATPases, deixando-as mais permeáveis com liberação de moléculas ou íons essenciais, 

inibição da síntese enzimática ou absorção de nutrientes, causando a morte bacteriana 

(CRISTANI et al., 2007; BAKKALI et al., 2008; RATTANACHAIKUNSOPON e 

PHUMKHACHORN, 2010; NAZZARO et al., 2013). 

 Alterações morfológicas na parede celular e na membrana externa de A. 

hydrophila foram observadas por técnicas de microscopia eletrônica quando expostos aos 

óleos essenciais de Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis (AZERÊDO et al., 2012). 

As bactérias Gram-positivas, parecem ser mais influenciadas pela ação dos óleos 

essenciais do que as Gram-negativas, como Aeromonas sp. Isto se deve à estrutura 

morfológica da parede celular bacteriana das bactérias Gram-negativas, que é mais 
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complexa com membrana externa composta por lipopolissacarídeos (TROMBETTA et 

al., 2005), contudo, o caráter lipofílico dos óleos essenciais pode interagir com os 

lipopolissacarídeos, particionar a membrana externa de bactérias Gram-negativas e causar 

alterações na sua estrutura e função, levando a lise bacteriana (ZENGIN e BAYSAL, 

2014).  

 Os constituintes ativos predominantes nos óleos essenciais foram os 

monoterpenos e o efeito antimicrobiano contra Aeromonas spp. pode estar associado a 

ação destes. Oliveira et al. (2006) atribuíram a atividade antimicrobiana de duas espécies 

de Lippia sp. ao alto conteúdo de monoterpenos contendo oxigênio. Fato este observado 

também para o extrato de A. triphylla contra Aeromonas spp. (PARODI et al., 2013). 

Modificação da conformação da membrana também foi observada por Ben Arfa et al. 

(2006) em que o grupo OH- livre dos monoterpenos produz pontes de hidrogênio com 

liberação de prótons, resultando na lise celular. 

 Um dos mecanismos de resistência às drogas antimicrobianas pelas bactérias pode 

ser a presença de biofilme. Estes apresentam capacidade de resistência cerca de 10 a 1000 

vezes maior aos antimicrobianos e ao sistema imune do hospedeiro (CLUTTERBUCK et 

al., 2007), o que confere maior tolerância e resistência aos antibióticos, dificultando o 

tratamento de infecções (WU et al., 2014). Kerekes et al. (2013) informam que os óleos 

essenciais inibem a formação de biofilme e, segundo Burt (2004), danos à parede 

bacteriana podem influenciar a capacidade de fixação e comprometer a etapa inicial de 

formação do biofilme. Chmit et al. (2014) observaram atividade antibiofilme ao 

utilizarem óleo essencial de Laurus nobilis em S. aureus, Enterococcus faecalis, 

Staphylococcus epidermidis, E. coli e Pseudomonas aeruginosa. Também foi observada 

redução significativa na produção de biofilmes em A. hydrophila com óleo essencial de 

Tymus vulgaris (MILLEZI et al., 2013).  

 O uso de fitoquímicos para tratar patógenos formadores de biofilme são uma das 

novas perspectivas para o desenvolvimento de novos produtos com ação voltada para 

prevenir ou extinguir a comunidade microbiana formadora do biofilme (RIBEIRO et al., 

2016), preferencialmente nos biofilmes em formação, uma vez que a resistência em 

biofilmes consolidados já é documentada e de difícil controle (CHANDRA et al., 2001). 

Inibir a formação de biofilmes parece ser uma estratégia mais eficiente em vez de 

interferir em biofilmes já estabelecidos, como observado no presente estudo. 
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 A atividade antimicrobiana de fitoquímicos consistindo de compostos principais 

e/ou os seus componentes combinados com antibióticos convencionais possuem possíveis 

efeitos sinérgicos e pode ser utilizado tanto para melhorar a sua atividade antimicrobiana, 

quanto para reduzir suas concentrações, potencializando o efeito antimicrobiano e 

permitindo que antibióticos já ineficazes sejam novamente eficientes (NASCIMENTO et 

al., 2000; NAZZARO et al., 2013).  

 A terapia combinada entre óleos essenciais ou seus constituintes tem sido 

fundamental para o tratamento de infecções graves e para redução da resistência de micro-

organismos a múltiplas drogas (KAMATOU et al., 2012). A utilização de linalool ou 

mentol, combinados com eugenol, apresentou maior sinergia, associados aos efeitos de 

um fenol com um álcool monoterpenoide (BASSOLÉ et al., 2010). 

 Adicionalmente, a associação entre óleos essenciais e antibióticos sintéticos pode 

contribuir para diminuição da resistência bacteriana, uma vez que somente o uso de 

antibiótico sintético pode não produzir o efeito inibitório desejável (MAHMOUD et al., 

2016). Neste estudo, observou-se que a combinação do OEAT e OELA ao florfenicol 

reduziu as concentrações antimicrobianas, demonstrando o grande potencial sinérgico de 

tais compostos, o que pode potencialmente ser utilizado como nova alternativa terapêutica 

e contribuir para a diminuição da resistência bacteriana a múltiplas drogas. 

 O efeito sinérgico entre óleos essenciais e antibióticos sintéticos foi verificada por 

Moussaoui e Alaoui (2016) ao avaliaram o potencial sinérgico de cinco óleos essenciais 

(Origanum compactum, Chrysanthemum coronarium, Thymus willdenowii Boiss, 

Melissa officinalis e Origanum majorana L.) combinados com os antibióticos 

gentamicina (10 mg), tobramicina (30 mg), imipenem (10 mg) e ticarcilina (75 mg). Os 

mesmos autores destacaram o benefício do uso combinado de óleos essenciais com 

antibióticos sintéticos contra a resistência microbiana a medicamentos.  

A importância dos constituintes bioativos das plantas na fitomedicina reside na 

eficiência da utilização de baixas doses por meio das interações sinérgicas (BORGES et 

al., 2016). Barreto et al. (2014) encontraram redução de até dez vezes nos antibióticos 

neomicina e amicacina quando combinadas com Lippia origanoides contra S. aureus 

meticilina resistente. Tais estudos demonstram o grande potencial de óleos essenciais para 

reduzir a dose de uso de antibióticos sintéticos, assim como verificado neste estudo, com 

a L. alba e A. triphyilla que possuem potencial o que possibilita a obtenção de óleo 
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essencial em larga escala. 

 

CONCLUSÃO 

  

O OEAT apresentou como componentes majoritários α-citral, E-carveol e o 

limonene; e OELA o linalool. OEAT e OELA demonstraram potencial atividade 

antimicrobiana frente a isolados de Aeromonas spp. Foram capazes de interferir com a 

formação de biofilmes. Além disso, apresentaram efeito sinérgico com florfenicol 

reduzindo a dose utilizada, o que tende a contribuir com a diminuição da resistência 

bacteriana. 
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Óleo essencial de Aloysia triphylla na dieta de juvenis de tilápia do Nilo 

 

RESUMO 

 

Os óleos essenciais contêm compostos bioativos com propriedades que aumentam a 

função imune e promovem o crescimento e saúde dos peixes. Os peixes (n=200) foram 

aleatoriamente distribuídos em 5 tratamentos (quatro repetições) em 20 caixas (100 L). 

Um total de cinco tratamentos (0-controle; 0,25; 0,50; 1,0 e; 2 mL/kg de óleo essencial 

de Aloysia triphylla - OEAT) foram adicionados à dieta de tilápia do Nilo (Oreochromis 

niloticus) com o objetivo de investigar desempenho, hematologia, parâmetros 

bioquímicos e enzimas intestinais.  Adicionalmente foram desafiadas com Aeromonas 

spp. Com o aumento da inclusão de OEAT na dieta de juvenis de tilápia do Nilo ocorreu 

melhora dos parâmetros de desempenho. As maiores concentrações de OEAT na dieta 

refletiram em aumento da atividade da lipase e protease intestinais, atividade de lisozima 

plasmática, glicose, albumina, ALT, proteínas totais plasmáticas, eritrócitos, hematócrito 

e redução da atividade de amilase intestinal, triglicerídeos plasmáticos, hemoglobina e 

índices hematimétricos. A adição do OEAT na dieta não afetou a sobrevivência de juvenis 

de tilápia do Nilo desafiados com Aeromonas spp. Conclui-se que a suplementação de 2,0 

mL/kg de OEAT na dieta melhora o desempenho, aumenta a produção de enzimas 

intestinais lipase e protease alcalina e a atividade da lisozima plasmática, podendo ser 

utilizado como promotor de crescimento e imunoestimulante para juvenis de tilápia do 

Nilo.  

 

Palavras-chave:  desempenho, enzimas intestinais, imunoestimulante, lisozima, 

Oreochromis niloticus. 
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Aloysia triphylla essential oil in the diet of juveniles of Nile tilapia 

 

ABSTRACT 

 

Essential oils contain bioactive compounds with properties that increase immune function 

and promote fish growth and health. Fish (n = 200) were randomly distributed in 5 

treatments (four replications) into 20 boxes (100 L). Five treatments (0-control, 0.25, 

0.50, 1.0 and 2 mL / kg Aloysia triphylla essential oil - EOAT) were added to the diet of 

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) to investigate performance, hematology, biochemical 

parameters and intestinal enzymes. Additionally they were challenged with Aeromonas 

spp. The increase of the inclusion of EOAT in the juvenile diet of Nile tilapia, an 

improvement of the performance parameters was observed. The higher concentrations of 

EOAT in the diet reflected increased activity of intestinal lipase and protease, plasma 

lysozyme activity, glucose, albumin, ALT, total plasma proteins, erythrocytes and 

hematocrit, and reduced intestinal amylase activity, plasma triglycerides, hemoglobin and 

hematimetric indexes. The addition of EOAT in the diet did not affect the survival of Nile 

tilapia juveniles challenged with Aeromonas spp. It is concluded that the supplementation 

of 2.0 mL / kg OEAT in the diet improves the performance, increases the production of 

intestinal enzymes lipase and alkaline protease and the activity of plasma lysozyme and 

can be used as a growth promoter and immunostimulant for juvenile Nile tilapia. 

 

Key words: performance, intestinal enzymes, immunostimulant, lysozyme, 

Oreochromis niloticus. 
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INTRODUÇÃO 

 

Na piscicultura, a intensificação da produção caracterizada por alta densidade de 

estocagem constitui-se em uma prática utilizada para o aumento da produtividade 

(BRANDÃO et al., 2004). Entretanto, o estresse provocado pelas altas densidades de 

estocagem pode desencadear alterações fisiológicas e afetar o status imunológico dos 

peixes, deixando-os susceptíveis a micro-organismos patogênicos, com destaque a 

doenças bacterianas (IGUCHI et al., 2003). 

Aeromonas spp. é um patógeno oportunista comumente presente em criações 

intensivas, sendo considerado um dos principais fatores limitantes de relevância na 

aquicultura, por causar grandes mortalidades. Sua patogenicidade resulta em hemorragias 

na pele, ascite, exoftalmia, ulcerações, dentre outras (ALY et al., 2015). O tratamento é 

difícil, onde geralmente é realizada a antibioticoterapia tanto para prevenção, quanto para 

tratamento de bacterioses. Entretanto, o uso de antimicrobianos sintéticos tem mostrado 

um sucesso limitado na prevenção e/ou tratamento de doenças de organismos aquáticos 

(BELÉM COSTA e CYRINO, 2006; STARLIPER et al., 2015), onde o principal 

problema que envolve o seu uso é o desenvolvimento da resistência bacteriana. 

Por isso, restrições ao uso de tais substâncias na aquicultura têm se tornado 

constantes, pois antibióticos sintéticos aumentam a pressão seletiva exercida sobre os 

micro-organismos, favorecendo a seleção de bactérias resistentes, com transferência de 

genes resistentes para as bactérias não expostas a antibióticos, o que pode comprometer 

a saúde de peixes e consumidores, além de gerar bioacumulação e poluição ambiental 

(COGLIANI et al., 2011; SHAKYA e LABH, 2014). Devido à alta prevalência de tais 

bacterioses nos cultivos intensivos, alternativas ao uso de antibióticos sintéticos para o 

tratamento de bacterioses são necessárias. 

Neste contexto, estudos prévios já demonstraram que a suplementação nas dietas 

com óleos essenciais de plantas melhoram os índices zootécnicos, aumentam a resistência 

contra bacterioses, favorecem as taxas de sobrevivência e contribuem com o 

fortalecimento da função imune em peixes (SHEHATA et al., 2013; GÜLTEPE et al., 

2014; STARLIPER et al., 2015; SUTILI et al., 2015; ZEPPENFELD et al., 2015). Além 

dos óleos essenciais presentes na água também agirem como redutores de estresse no 

manejo e transporte (SENA et al., 2016; HOHLENWERGER et al., 2016). Tais produtos 
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são biodegradáveis, possuem alta disponibilidade, e não representam perigo para os 

consumidores, o que demonstra a sua viabilidade (FIGUEIREDO e LEAL, 2008; 

HARIKRISHNAN et al., 2011).  

O óleo essencial de Aloysia tryphilla (L’Her.) Britton (OEAT) pode ser uma 

alternativa viável por conter diversos compostos bioativos como geranial e neral com 

propriedade anestésica (TEIXEIRA et al., 2016) e antimicrobiana (PARODI et al., 2013). 

Além disso, já demonstrou ser promotor de crescimento em jundiá (Rhamdia quelen) 

(ZEPPENFELD et al., 2015). Apesar disso, não são conhecidos os efeitos da inclusão de 

OEAT na dieta de tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus).  

A tilápia do Nilo é uma das espécies dulciaquícolas mais importante para a 

aquicultura mundial devido à taxa de crescimento rápido, adaptação a diversos sistemas 

de criação e fácil aceitabilidade de dietas com maior teor de ingredientes vegetais. Seu 

filé atrai consumidores por possuir carne branca e ausência de espinhos intramusculares 

(EL-SAYED, 2006; FAO, 2016). Embora seja uma espécie rústica, quando criadas em 

sistemas intensivos, estão sujeitas à infecções bacterianas que provocam perdas 

substanciais na produção.  

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito da inclusão de diferentes níveis de 

OEAT na dieta em relação ao crescimento, parâmetros metabólicos e sanguíneos e a 

resistência de juvenis de tilápia do Nilo a Aeromonas spp.  

  

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Óleo essencial de Aloysia triphylla 

  

 Aloysia triphylla foi cultivada na cidade de Frederico Westphalen, região 

Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O OEAT (densidade de 0,9 g/mL) foi 

extraído de folhas frescas por destilação a vapor e armazenado em frascos de vidro âmbar 

até a sua utilização. Os constituintes majoritários identificados de OEAT deste estudo 

foram o α-Citral (39,91%) E-Carveol (25,36%) e Limonene (21,52%) (cap.1). 
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Animais e condições experimentais 

 

Um total de 200 juvenis de tilápia do Nilo (10,79 ± 0,02 g; 8,92 ± 0,02 cm), 

invertidos sexualmente, provenientes de uma mesma desova, foram adquiridos do Centro 

Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura da Companhia de Desenvolvimento dos 

Vales do São Francisco e do Parnaíba (CIRPA-CODEVASF) região Nordeste do Brasil, 

local onde foi realizado o experimento. Os peixes foram pesados, medidos e distribuídos 

aleatoriamente em 20 caixas d’água de polietileno com capacidade de 100 L (n=10) em 

um sistema de circulação aberto. Os exemplares foram aclimatados durante 14 dias à dieta 

e as condições experimentais. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê em 

Experimentação Animal da UFBA/Instituto de Biologia sob número 22/2015. 

 As variáveis de qualidade de água foram mensuradas e mantidas em pH: 6,88 ± 

0,01 (Hanna - HI 98130), temperatura 25,54 ± 0,14 oC e oxigênio dissolvido 5,75 ± 0,25 

mg/L (Politerm- POL 60), e amônia total 0,10 ± 0.0 mg N-NH3 /L por meio de kit 

(Alfatecnoquímica, Florianópolis, SC, Brasil). Foi realizada uma sifonagem diária para 

remoção de fezes e eventuais sobras de alimento e limpeza interna da parede dos tanques 

semanalmente. 

 

Dietas experimentais e alimentação 

 

Foram formuladas cinco dietas experimentais as quais deram origem a 5 

tratamentos, cada um com 4 tratamentos, isoproteicas e isoenergéticas (32% PB; 3200 

Kcal de ED/kg de dieta) que se constituíram de uma dieta controle (sem OEAT) e quatro 

níveis de inclusão de OEAT: 0,25, 0,50, 1,0 e 2,0 mL/kg de dieta (Tabela 1). As 

concentrações de OELA na dieta foram definidos de acordo com Zeppenfeld et al. (2015).  

As rações foram elaboradas pela mistura dos ingredientes finamente moídos até 

homogeneidade e adicionado óleo de soja juntamente com OEAT, umedecidos com água 

aquecida com posterior peletização em máquina experimental tipo moer carne e 

imediatamente levadas à estufa de ventilação forçada a 35 °C por 24 h. Após a secagem, 

as mesmas foram trituradas em granulometria adequada aos peixes e mantidas em 

refrigeração (- 20 °C) até sua utilização.  
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Tabela 1: Formulação e composição percentual da dieta basal. 

Ingredientes % 

Farelo de soja (45%) 52,00 

Fubá de milho 25,40 

Farinha de peixe (55%) 9,73 

Farinha de trigo 10,00 

Fosfato bicálcico 0,50 

Óleo de Soja 0,83 

Premix1 0,50 

Sal 0,50 

Vitamina C2 0,20 

Butil Hidroxi- Tolueno 0,02 

Propionato de Cálcio 0,10 

Inerte3 0,22 

1 Ácido Fólico:1.200 mg/kg; Ácido Nicotínico: 20 g/kg; Ácido pantotenico: 10.000 mg/kg; BHT: 5.000 

mg/kg; Biotina: 200 mg/kg; Cobalto: 80 mg/kg; Cobre: 3.500 mg/kg; Colina: 100 g/kg; Ferro: 20 g/kg; 

Iodo: 160 mg/kg; Inositol: 25 g/kg; Manganês: 10.000 mg/kg; Selênio: 100 mg/kg; Vitamina A: 2.400.000 

UI/kg; Vitamina B1: 4.000 mg/kg; Vitamina B2: 4.000 mg/kg; Vitamina B12: 8.000 mcg/kg; Vitamina C: 

60 g/kg; Vitamina B2: 4.000 mg/kg; Vitamina B6: 3.500 mg/kg; Vitamina D3: 600.000 UI/kg; Vitamina 

E: 30.000 UI/kg; Vitamina K3: 3.000 mg/kg; Zinco: 24,00 mg/kg. 2 protegida; 3 areia fina autoclavada.  

 

O arraçoamento foi feito manualmente na proporção de 5% do peso vivo, três 

vezes ao dia (09:00; 12:30 e 16:00 h), e biometrias eram realizadas quinzenalmente. 

 

Avaliação de desempenho 

 

 Após 45 dias recebendo as dietas experimentais, todos os peixes foram pesados e 

medidos para avaliação do desempenho, de acordo com os seguintes parâmetros:  

- Ganho de peso médio – GPM (g) = [(peso fnal)/peso inicial] × 100;  

- Taxa de crescimento específico – TCE (%/dia) = 100 x (ln peso final - ln peso inicial)/t 

(dias); 

- Taxa de crescimento relativo – TCR (%) = 100× (peso médio final/peso médio inicial); 
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- Consumo total de ração aparente – CMTR (g) = soma total de alimento consumido no 

período; 

- Conversão alimentar aparente – CAA (%) = [consumo de ração (g)/ganho de peso (g)]; 

- Sobrevivência – S (%) = [(número total de peixe final/número total de peixes inicial) × 

100]. 

 

Avaliação de parâmetros hematológicos e bioquímicos  

 

 Amostras de 2 mL de sangue foram obtidas a partir da veia caudal com seringas 

heparinizadas de 12 peixes de cada tratamento (3 peixes por repetição). A partir destas 

amostras foi realizada a contagem eritrócitos em câmara de Neubauer em microscópio 

óptico com aumento de 400x. A análise do hematócrito foi realizada por centrifugação 

capilar de acordo com Goldenfarb et al. (1971). Os tubos capilares heparinizados foram 

preenchidos com amostra de sangue, fechados com um material apropriado e 

centrifugados a 12.000 x g por 5 minutos (MICROSPIN modelo Spin 1000). A leitura foi 

feita numa escala padronizada. O índice de hemoglobina foi determinado de acordo com 

Collier (1944). Foram adicionados 10 µL de sangue a 2 mL de solução de Drabkin, 

homogeneizados em vortex e a leitura no espectrofotômetro foi realizada a 540 nm. Os 

valores dos índices hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 

corpuscular média (HCM) e concentração média de hemoglobina corpuscular (CHCM) 

foram determinados a partir do número de eritrócitos, índice de hemoglobina e 

hematócrito (WINTROBE, 1934).  

 O restante do sangue (1 mL) foi centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos 

(LABNET modelo Spectrafug C24) para as determinações plasmáticas de glicose, 

triglicerídeos, proteínas totais, albumina e alanina aminotransferase (ALT), com uso de 

kits comercial (Labtest® Minas Gerais Brasil) em analisador bioquímico semiautomático 

marca Doles®, modelo D-250.  

 

Avaliação da atividade de enzimas intestinais 

 

 Para determinar as atividades das enzimas intestinais, os tecidos (intestinos) dos 

peixes (n= 8 por tratamento) foram homogeneizados em tampão (10 mM fosfato/20 mM 
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tris-pH 7,0) durante 10 minutos (4 °C) utilizando um homogeneizador de tecidos. Os 

sobrenadantes (extrato de enzima bruto) foram utilizados nos ensaios enzimáticos. A 

atividade de amilase e lipase foi realizada com uso de kits de diagnóstico Labtest®. A 

atividade da protease alcalina foi realizada com a utilização da solução de caseína 1% 

como substrato da reação. A mistura de incubação foi composta de 250-400 μL de 

azocaseína 1%, tampão Tris-HCl 10 mM, pH 8,0. Após a incubação da mistura por 30 

minutos em 35 ºC, a reação foi interrompida pela adição de 1 mL de ácido tricloroacético 

(TCA) 15% e centrifugada a 1.800 x g por 10 minutos. Foi utilizada tirosina como padrão 

e a unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para catalisar a formação de 1 µg de tirosina/minuto (WALTER, 1984). 

 

Atividade de lisozima 

 

 A avaliação da atividade de lisozima foi adaptada de Ellis (1990) e Obach et al. 

(1993), e a lisozima liofilizada (2 mg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma-

Aldrich/L4631) foi utilizada como padrão. A curva de calibração foi feita com adição de 

concentrações de solução de lisozima diluída 1.000 vezes até a obtenção das 

concentrações de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ηg e volume completado para 150 μL com 

tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2), com adição 150 μL da suspensão de 

Micrococcus lysodeikticus (0,2 mg/mL) em tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2), 

obtendo-se um volume final de 300 μL. Como controle foi utilizado o tampão fosfato 

(300 μL).  

Posteriormente, as amostras de plasma foram aquecidas em (banho-maria a 56 ºC 

por 30 minutos) para inativar as proteínas do sistema complemento e para certificar que 

a lise do M. lysodeikticus foi ocasionada exclusivamente por ação da lisozima. Em 

microplaca de 96 poços, foram adicionados 10 μL de plasma, 140 μL de tampão fosfato 

de sódio e 150 μL de suspensão M. lysodeikticus (0,2 mg/mL) até volume final 300 μL. 

A absorbância foi medida imediatamente em leitora de placa de Elisa Easys® e mensurada 

em filtro de 620 nm no tempo zero, e então incubadas durante seis minutos em estufa à 

26 ºC. A diferença entre a turbidez inicial e final (DO de redução) foi medida entre o 

tempo zero e seis minutos. Os resultados foram expressos usando os valores de redução 

de DO para cada volume da amostra (300 μL). A equação de regressão linear da curva de 
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calibração de lisozima foi utilizada para determinar os níveis de lisozima no soro (μg/mL) 

dos peixes. 

 

Teste de desafio com Aeromonas spp. 

 

 Após o término do experimento de desempenho (45 dias), 12 peixes de cada 

tratamento (3 peixes por repetição) foram inoculados com 0,2 mL de Aeromonas spp. 

preparado com solução salina estéril (0,85%) na concentração 108 UFC/mL, injetados por 

via intramuscular laterodorsal direita. Durante o período a partir da inoculação, os animais 

foram alimentados com as rações experimentais, e avaliados quanto aos sinais clínicos e 

comportamentais de infecção por Aeromonas spp. e sobrevivência durante 14 dias.  

 

Análise estatística 

 

Os valores estão representados por média ± erro padrão. A homogeneidade das 

variâncias entre os grupos foi testada pelo teste de Levene. O efeito do acréscimo de 

OEAT na dieta foi verificado através ANOVA one-way, seguida de análise de regressão. 

Diferenças foram consideradas significativas com P<0,05. 

 

RESULTADOS 

 

 Os valores de GPM, sobrevivência, TCR e TCE aumentaram com a adição de 

OEAT na dieta de juvenis de tilápia do Nilo (Figura 1A, B, C e D). O maior valor de 

CMTR (Fig. 1E) e o menor valor de CAA (Fig. 1F) ocorreram com o maior nível de 

inclusão de OEAT na dieta.  
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Figura 1: Desenvolvimento de juvenis de tilápia do Nilo (O. niloticus) alimentados com 

dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial de A. triphyilla durante 45 dias 

(n = 40 por tratamento). GPM = Ganho de peso médio. TCR= Taxa de crescimento 

relativo. TCE=Taxa de crescimento específico. CMTR= Consumo médio total de ração. 

CAA: Conversão alimentar aparente. A: y= -6,351 + 0,242x; R2= 0,65. B: y = -10,636 + 

0,136x; R2= 0,61. C: y = -6,364 + 0,0262x; R2= 0,67. D: y = 178,786 – (126,518x) + 

(22,407x2); R2= 0,69. E: y = 609,914 - (22,396x) + (0,206x2); R2= 0,94. F: y = -85,162 + 

(96,188x) - (26,641x2); R2= 0,66. 

 

 

 Os níveis de OEAT influenciaram diferentemente a atividade das enzimas 

intestinais, ocorrendo redução da atividade da amilase (Fig. 2A) e aumento nas atividades 

da lipase e protease alcalina com o aumento do nível de inclusão de OEAT na dieta (Fig. 
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2B e C). 

 

Figura 2: Atividade das enzimas intestinais de juvenis de tilápia do Nilo (O. niloticus) 

alimentados com dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial de A. 

triphyilla durante 45 dias (n = 8 por tratamento). A: y = 2,406 - 3,299x; R2= 0,67. B: y = 

-1,291 + 0,0224x; R2= 0,75. C: y = -1,413 + 0,868x; R2= 0,81. 

 

 

 O aumento do nível de inclusão de OEAT resultou em aumento proporcional no 

número de hematócrito e no eritrócitos (Fig. 3A e B) e redução nos parâmetros de 

hemoglobina, VCM, HCM e CHCM (Fig. 3C, D, E e F).  
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Figura 3: Parâmetros hematológicos de juvenis de tilápias do Nilo (O. niloticus) 

alimentados com dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial de A. 

triphyilla durante 45 dias (n = 8 por tratamento). VCM= Volume corpuscular médio. 

HCM= Hemoglobina corpuscular média. CHCM= Concentração de hemoglobina 

corpuscular média. A: y = -15,600 + 0,523x; R2 
= 0,75. B: y = -13,774 + 3,308x; R2 

= 

0,85. C: y = 16,626 - 0,912x; R2 
= 0,79. D: y = 110,672 - 2,769x + 0,0172x2; R2 

= 0,74. 

E: y = 5,201 - 0,107x; R2= 0,69. F: y = 8,429 - 0,136x; R2= 0,75. 
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 O maior valor de glicose (Fig. 4A) e o menor valor de triglicerídeo plasmático 

(Fig. 4B) ocorreram com o maior nível de inclusão de OEAT na dieta. Para proteínas 

totais do plasma, ocorreu um pico de concentração no tratamento 1,0 mL/kg de OEAT 

(Fig. 4C). Os parâmetros albumina e ALT aumentaram proporcionalmente em função do 

aumento dos níveis de inclusão de OEAT na dieta (Fig. 4D, E). 

 

Figura 4: Parâmetros bioquímicos plasmáticos de juvenis de tilápia do Nilo (O. niloticus) 

alimentados com dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial de A. 

triphyilla durante 45 dias (n = 8 por tratamento). ALT= Alanina amino transferase. A: y 

= 43,179 – 1,778x; R2 = 0,83. B: y = 194,252 - (3,635x) + (0,0168x2); R2= 0,83. C: y= 

3,8342 + (1,4797x) – (0,7228x2); R2= 0,94. D: y = -3,250 + 2,398x; R2= 0,94. E: y = -

1,058 + 0,937x; R2= 0,97.  
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 A atividade de lisozima plasmática aumentou proporcionalmente em função do 

aumento dos níveis de inclusão de OEAT na dieta (Fig. 5A). Após o período de avaliação 

de desempenho, a sobrevivência nos peixes infectados com a bactéria Aeromonas spp. 

foram 62,5 ± 16,14; 62,5 ± 16,14; 56,25± 6,25; 56,25 ± 18,75 e 62,5 ± 21,65 % 

respectivamente para os tratamentos 0 (controle); 0,25; 0,5; 1,0 e; 2,0 mL/kg de OEAT 

na dieta, sem diferença significativa para os tratamentos (Fig. 5B). Além disso, em todos 

os tratamentos, aproximadamente 25-50% dos peixes apresentaram algum sinal de 

bacteriose como erosão das nadadeiras, ascite e lesões superficiais, principalmente no 

local da inoculação. 

 

Figura 5: Atividade de lisozima e sobrevivência de juvenis de tilápia do Nilo de juvenis 

de tilápia do Nilo (O. niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes 

concentrações de óleo essencial de A. triphyilla durante 45 dias (n = 8 por tratamento). 

A: y = -0,248 + 3,853x; R2= 0,96. 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 O mecanismo de ação dos óleos essenciais quanto à promoção do crescimento 

ainda não é claramente elucidado, mas estudos prévios sugerem que envolve estímulo do 

crescimento através do eixo somatotrófico, composto de hormônio do crescimento (GH) 

e fator de crescimento de insulina I (IGF-I), fundamentais na regulação e controle do 

crescimento dos peixes (FOX et al., 2010; QIANG et al., 2012). 

O presente estudo demonstrou que o OEAT aumentou o crescimento e a 

sobrevivência de juvenis de tilápia do Nilo, em que os melhores resultados foram 



89  
 

encontrados com os maiores níveis de adição de OEAT na dieta. Os resultados 

observados, são consistentes com estudos prévios realizados com jundiá, no qual foi 

observado maior ganho de peso nos animais alimentados com 2,0 mL/kg de OEAT na 

dieta (ZEPPENFELD et al., 2015). Similarmente, exemplares de tilápia do Nilo 

alimentados com dietas suplementadas com o extrato de orégano (Origanum vulgare) 

(0,5%) aumentaram o crescimento e o consumo de ração, devido a capacidade deste em 

melhorar a eficiência da alimentação (EL ARABY e EL-ARABEY, 2016). Isto está de 

acordo com os resultados do presente estudo, em que o consumo de ração aumentou a 

partir da inclusão de 1,0 mL/kg de OEAT na dieta.  

 A aceitação ou rejeição da dieta envolve quimiorreceptores que incluem a 

gustação e olfato (HARA, 1994; HOULIHAN et al., 2001). As ervas atuam inicialmente 

no sabor, influenciando o hábito alimentar, estimula as secreções digestivas e 

consequentemente o consumo total de ração (LEE e GAO, 2012). Em estudo realizado 

por Hassaan e Soltan (2016) a combinação de Bacillus licheniformis com óleo essencial 

de alho, estimulou o consumo devido ao sabor intenso da alicina o que influenciou o 

olfato dos animais. Além disso, como a palatabilidade da ração normalmente é observada 

em função do consumo (CARRASCHI et al., 2011), o resultado deste estudo demonstra 

a aceitabilidade dos exemplares de tilápia do Nilo pelas dietas com adição de OEAT. 

  O aumento no crescimento de tilápia do Nilo verificada no presente estudo 

também se deve a secreção de enzimas intestinais lipase e protease alcalina, as quais 

promovem aumento das vilosidades intestinais, favorecem melhor absorção dos 

nutrientes pelo epitélio intestinal e estimulam o apetite (VIDANARACHCHI et al., 2005; 

RIZZO et al., 2008). Além disso, tais enzimas podem contribuir com a digestão devido 

ao aumento de ácidos biliares e estímulo pâncreatico (BHOSALE et al., 2010; 

SRINIVASAN, 2005).  

 No presente estudo, embora a atividade da amilase tenha diminuído com o 

aumento dos níveis de OEAT, deve-se atentar que a diminuição na atividade específica 

da amilase é influenciada pelo consumo. O maior consumo em exemplares que receberam 

dietas suplementadas com níveis mais elevados de OEAT possivelmente forneceu ao 

intestino maiores quantidades de amido, com produção proporcionalmente insuficiente 

de amilase em relação à quantidade de substrato existente. Assim, tal redução é uma 

estratégia para poupar energia e proteína, promovendo maior eficiência na utilização dos 
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nutrientes pelos peixes, os quais podem ter sido direcionados para o aumento em ganho 

de peso (MOURA et al., 2007).    

 Os peixes quando expostos à fitoaditivos, podem apresentar homeostase ou 

alterações no perfil dos intermediários metabólicos e sanguíneos (TONI et al., 2016). 

Segundo Tavares-Dias (2015), estas variações refletem entrada, saída e metabolização de 

nutrientes e permitem avaliar lesões teciduais e funcionamento dos órgãos. Dessa forma, 

os animais adaptam-se aos desafios nutricionais e fisiológicos.  

Aumentos ou decréscimos nas concentrações de hemoglobina, hematócrito, 

eritrócitos e índices hematimétricos podem ocorrer até mesmo em peixes do mesmo 

gênero (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Por não haver parâmetros hematológicos 

de referência claramente definidos nas espécies de teleósteos dificulta-se a avaliação dos 

resultados acerca destes parâmetros (TAVARES-DIAS, 2015), contudo pode-se inferir 

que os resultados do presente estudo indicam um efeito correlacionado à adição do OEAT 

nas dietas, em que o aumento do número total de eritrócitos e do hematócrito, associado 

à diminuição dos teores de hemoglobina, foram respostas compensatórias à diminuição 

dos índices hematimétricos.  

O hematócrito, a concentração de hemoglobina e a contagem total do número 

hemácias estão relacionados a capacidade de transporte de oxigênio dos peixes e redução 

de hematócrito e eritrócitos podem ser indicativos de anemia (VOSYLIENÉ, 1999; 

SILVA et al., 2012), o que não correu neste estudo. Uma possível explicação para a 

redução da hemoglobina pode estar relacionada aos compostos fenólicos dos taninos 

presentes nos óleos essenciais como observado por Afsana et al. (2014) em relação a 

redução na absorção do ferro em ratos submetidos a 10g/kg de ácido tânico. Yilmaz et al. 

(2015) não encontraram diferenças nas variáveis hematológicas ao utilizarem níveis de 

até 5,0 g/kg de carvacrol na dieta de truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss). 

 O fígado, bem como tecidos extra-hepáticos e vários hormônios desempenham 

papel fundamental na manutenção da glicemia que pode originar-se da dieta, das reservas 

de glicogênio ou da gliconeogênese a partir do lactato, aminoácidos e glicerol 

(SILVEIRA et al., 2009). Toni et al. (2016) observaram aumento nas concentrações de 

glicose em jundiás expostos ao óleo essencial de Hesperozygis ringens, porém não 

observaram diferenças nos triglicerídeos. Estes autores analisaram as enzimas do 

metabolismo dos carboidratos, proteínas e lipídios e observaram que o metabolismo 
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intermediário foi afetado pelo aumento nas atividades de FBP (fructose-biphosphatase), 

G6PDH, (glicose-6-fosfato desidrogenase) e HOAD (3-Hidroxiacil-CoA-desidrogenase), 

o que levaram a concluir que a via gliconeogênica foi o mecanismo utilizado para a 

manutenção da homeostase. 

 Contudo, a magnitude desse aumento está restrita ao intervalo de referência ou 

pode ser interpretada como leve hiperglicemia (THRALL et al., 2015). O OEAT 

provocou aumento dos níveis de glicose plasmática, entretanto, tais valores encontram-se 

dentro daqueles observados (14,1 – 92,1 mg/dL) por Tavares-Dias (2015) para a tilápia 

do Nilo em condições ótimas quanto a ambiente, nutrição e saúde. 

 As proteínas totais e suas frações plasmáticas, por sua vez, refletem aspectos 

nutricionais. O aumento nos níveis de proteínas totais e albumina do plasma neste estudo, 

também foram verificados com a utilização de 1,0% do extrato de orégano e 

possivelmente são indicativas do aumento da resposta imune não específica de peixes 

(POURMOGHIM et al., 2015).  

 O aumento da atividade de ALT no plasma normalmente está associado a lesões 

hepáticas, apesar de ocorrer também no músculo, rins, coração e outros tecidos (SOUZA 

et al., 2015; THRALL et al., 2015). Sendo assim, esta não é totalmente hepatoespecífico, 

uma vez que a massa muscular total é muito maior que a massa hepática e, por apresentar 

maior massa que o fígado, pode ser uma fonte potencial de extravasamento (THRALL et 

al., 2015). Outro fator que deve ser considerado é que os compostos fenólicos presentes 

nos óleos essenciais (BAŞER e BUCHBAUER, 2010) podem induzir aumento da 

atividade da ALT plasmática (GONZÁLEZ e SILVA (2006).  

 Similarmente, Hassaan et al. (2016) ao avaliarem o óleo essencial de erva doce e 

alho (1mL/kg) combinados ou separados com Bacillus licheniformis (7x107UFC) na dieta 

de tilápia do Nilo, observaram efeito promotor da atividade da ALT plasmática. Souza et 

al. (2015) observaram aumento na atividade da ALT plasmática com concentrações de 

óleo essencial de Lippia alba na dieta de jundiás acima de 1,0 mL/kg. Contudo, neste 

estudo, devido as respostas observadas em relação ao aumento de desempenho, atividade 

de enzimas intestinais e função imunoestimulante, é possível que o aumento nos níveis 

de ALT plasmática verificadas nos exemplares de tilápia do Nilo alimentadas com dietas 

com os maiores níveis de OEAT não tenham gerado lesão tecidual.  

 O OEAT foi efetivo em aumentar as defesas imunes inespecíficas de tilápia do 
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Nilo, conforme evidenciado pelo aumento da lisozima plasmática, produzida durante os 

processos infecciosos.  

 A lisozima possui atividade lítica em bactérias através da separação de ligações 

β-1,4 glicosídicas no peptidoglicano das paredes celulares bacterianas, resultando em 

bacteriólise (SAURABH e SAHOO, 2008; POURMOGHIM et al., 2015).  

 Estudos prévios também demonstraram que a adição de fitogênicos à dieta de 

peixes possuem efeito imunomodulador, com o aumento da atividade da lisozima 

plasmática. Isto foi verificado por Acar et al. (2015) com 1,0; 3,0 e 5 mL/kg de óleo 

essencial da casca da laranja na dieta de tilápia Moçambique e por Diler et al. (2016) com 

óleo essencial de orégano (3,0 mL/ kg) na dieta de truta arco-íris. Yin et al (2006) 

alimentaram tilápias do Nilo com 1,0; 5,0 e 10% de extratos de Astragalus radix e 

Scutellaria radix durante quatro semanas. A atividade de lisozima foi aumentada logo na 

primeira semana com A. radix, entretanto com S. radix não houve efeito. 

 A adição de 0,25 e 0,5 mL/kg de carvacrol na dieta de robalos Dicentrarchus 

labrax não resultou em efeito imunomodulador (VOLPATTI et al., 2012), o que neste 

caso pode ter sido influenciado por uma baixa concentração de carvacrol na dieta. Apesar 

dos benefícios causados por compostos derivados de plantas para aumentarem ou 

estimularem a função imune, relatos sobre como ocorre a modulação são escassos (YIN 

et al., 2016). 

Apesar das alterações metabólicas observadas no presente estudo, os parâmetros 

hemato-bioquímicos estiveram semelhantes ou próximos aos descritos para tilápia do 

Nilo criadas em condições intensivas nutricional e ambiental adequadas (TAVARES-

DIAS (2015). Estas alterações não foram prejudiciais ao desempenho dos juvenis de 

tilápia do Nilo neste estudo, pois os exemplares apresentaram-se saudáveis, sem 

manifestações de doenças durante o período de avaliação de desempenho. 

Adicionalmente, segundo Waagbø (1994), aumento na resposta imune é importante para 

avaliar a adição de nutrientes à dieta de peixes. 

Além do papel imunomodulador, a adição de óleos essenciais na dieta de peixes 

pode melhorar a saúde e a resistência a micro-organismos patogênicos (SHEHATA et al., 

2013; GÜLTEPE et al., 2014; STARLIPER et al., 2015; SUTILI et al., 2015). No presente 

estudo, o OEAT não foi capaz de interferir na sobrevivência dos peixes.  

Diferentemente deste estudo, aumento da sobrevivência em desafio bacteriano foi 
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verificado por Santos et al. (2017) com uso de 2,0 mL/kg de OEAT em jundiás desafiados 

com A. hydrophila e por Acar et al. (2015) com 1,0% de óleo essencial da casca de laranja 

em exemplares de tilápia Moçambique desafiadas com Streptococcus iniae. Assim, a 

diversidade de respostas frente aos desafios com patógenos pode estar relacionada a 

fatores intrínsecos dos óleos essenciais (constituintes ativos, espécie vegetal e parte da 

planta utilizada além das condições climáticas de cultivo e coleta) (APPLEGATE et al., 

2010). 

 

CONCLUSÃO 

 

 A suplementação de 2 mL/kg de OEAT na dieta de juvenis de tilápia do Nilo 

apresenta-se como promissor promotor de crescimento e imunoestimulante, contudo, não 

influenciou na sobrevivência em situação de desafio com Aeromonas spp.  
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CAPÍTULO 3 

Óleo essencial de Lippia alba na alimentação de juvenis de tilápia do Nilo e seu 

efeito após inoculação com Aeromonas spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



103  
 

Óleo essencial de Lippia alba na alimentação de juvenis de tilápia do Nilo e seu 

efeito após inoculação com Aeromonas spp. 

 

RESUMO 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adição de diferentes 

concentrações de óleo essencial de Lippia alba (OELA), no desempenho, hematologia, 

parâmetros bioquímicos e imunológicos e resistência à infecção por Aeromonas spp. Os 

peixes (n=300) foram divididos aleatoriamente em 20 caixas de 1000 L. Os níveis de 

OELA na dieta foram: 0 (controle); 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mL/kg. Ao final de 45 dias, foi 

realizada biometria e determinação de hematócrito, hemoglobina, concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM), glicose, colesterol, triglicerídeos, proteínas 

totais, albumina, globulina e relação albumina/globulina, além da atividade de lisozima 

do plasma (n=12 peixes por tratamento). Adicionalmente, realizou-se desafio pela 

inoculação da bactéria Aeromonas spp. para avaliação de sobrevivência por um período 

de 14 dias (n=28 peixes por tratamento). Não houve mortalidade durante o período do 

desempenho. O ganho de peso médio aumentou nas maiores concentrações de OELA 

utilizadas. As maiores concentrações de OELA na dieta aumentaram hematócrito, 

hemoglobina, glicose, colesterol, albumina, relação albumina/globulina e lisozima do 

plasma; e reduziram as concentrações de CHCM, triglicerídeos, proteínas totais e 

globulina do plasma. A sobrevivência de peixes após infecção de Aeromonas spp. 

aumentou proporcionalmente com o aumento do OELA na dieta. Conclui-se que a 

suplementação de 1,0 a 2,0 mL/kg de OELA na dieta é benéfico ao desenvolvimento de 

juvenis de tilápia do Nilo, pois apresentou papel imunoestimulante, não provocou 

alterações metabólicas e promoveu aumento de crescimento, além de contribuir para o 

aumento da sobrevivência em desafio com Aeromonas spp. 

 

Palavras-chave: Desempenho, imunoestimulante, lisozima, parâmetros bioquímicos, 

sobrevivência. 

 



104  
 

Nutritional effect of Lippia alba essential oil on juvenile Nile tilapia on growth, 

metabolism, hematological parameters and response to challenge with Aeromonas 

spp. 

 

ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the effect of the addition of different 

concentrations of essential oil of Lippia alba (EOLA) on performance, hematology, 

biochemical and immunological parameters and resistance to infection by Aeromonas 

spp. Fish (n = 300) were randomly divided into 20 tanks (1000 L). EOLA levels in the 

diet were: 0 (control); 0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 mL/kg. At the end of 45 days, biometrics and 

hematocrit, hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin (MCH) and glucose, 

cholesterol, triglycerides, total proteins, albumin, globulin and albumin/globulin ratio and 

plasma lysozyme activity were determined (n = 12 fish per treatment). In addition, 

challenge was carried out by the inoculation of the bacterium Aeromonas spp. For 

survival evaluation over a period of 14 days (n = 28 fish per treatment). There was no 

mortality during the performance period. The mean weight gain increased at the highest 

EOLA concentrations used. The highest concentrations of OELA in the diet increased 

hematocrit and hemoglobin and plasma glucose, cholesterol, albumin, albumin/globulin 

ratio and lysozyme and reduced the concentration of MCH and plasma triglycerides, total 

proteins and globulin. The survival of fish after infection of Aeromonas spp. increased 

proportionally with the increase in EOLA in the diet. It is concluded that the 

supplementation of 1.0 to 2.0 mL/kg of EOLA in the diet is beneficial to the development 

of juvenile Nile tilapia, since it presented immunostimulatory role, did not provoke 

metabolic alterations and promoted growth increase, besides contributing to increase 

survival in challenge with Aeromonas spp. 

 

Key words:  Performance, immunostimulant, lysozyme, biochemical parameters, 

survival. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A piscicultura representa um dos setores da produção animal que mais cresce no 

mundo (FAO, 2016). Um dos principais entraves para sua expansão em cultivos 

intensivos é a presença de doenças infecciosas (VASEEHARAN e THAYA, 2014), como 

as causadas por bactérias do gênero Aeromonas spp.  

 Aeromonas spp. são micro-organismos oportunistas e frequentemente causam 

doenças quando os peixes se encontram imunossuprimidos por condições ambientais 

adversas, deficiências nutricionais, altas densidades de estocagem, manipulação 

excessiva, transporte prolongado, lesões mecânicas, dentre outros (FIGUEIREDO e 

LEAL, 2008). Alguns sintomas ligados a esta bacteriose causam lesões superficiais ou 

úlceras mais profundas na pele, pontos hemorrágicos em várias áreas do corpo, abdômen 

distendido, exoftalmia, inapetência, podendo ocasionar até a morte dos animais 

(PAVANELLI et al, 2008).  

 A imunonutrição com uso de fitoaditivos como óleos essenciais é uma abordagem 

com ações dirigidas a maximizar as funções metabólicas de maneira a contribuir para o 

bem-estar dos peixes, pois os mesmos atuam como promotores de crescimento, 

imunoestimulantes e na prevenção de doenças (VASEEHARAN e THAYA, 2014; 

STARLIPER et al., 2015; ZEPPENFELD et al., 2015), servindo como alternativa ao uso 

de antibióticos sintéticos.  

O desempenho de peixes têm sido tradicionalmente avaliado com base em 

variáveis zootécnicas como ganho de peso, comprimento, taxa de sobrevivência, ou 

eficiência na utilização dos alimentos como conversão alimentar e taxa de eficiência 

proteica (BUYUKCAPAR et al., 2011; ALI et al., 2015), os quais são muito úteis em uma 

primeira avaliação da produtividade piscícola. Entretanto, além destas, para a melhor 

compreensão do desenvolvimento dos peixes, o estudo de variáveis bioquímicas e 

hematológicas assume relevante importância para a avaliação do estado de higidez dos 

mesmos (TAVARES-DIAS, 2015).  

Quando expostos a doenças infecciosas, como resposta, os organismos ativam o 

sistema imunológico, alterando o aparato celular hematológico e bioquímico (BOON et 

al., 1990) para sua melhor adaptação. Desta forma, a avaliação de parâmetros 

imunológicos contribui para melhor compreensão da saúde dos peixes. A utilização de 
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compostos como os óleos essenciais adicionados à dieta é uma alternativa viável para 

promover o crescimento e melhorar a saúde de peixes devido ao seu papel 

imunomodulador (ASSEM et al., 2005; ABREU et al., 2009). 

 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae) é encontrada em diversas regiões 

brasileiras sob diferentes denominações: erva-cidreira, falsa-melissa, chá-de-tabuleiro, 

erva cidreira-do-campo, salva-do-Brasil, salva-limão e erva-cidreira-brava, alecrim-do-

mato etc (JANNUZZI et al., 2011). É frequentemente utilizada na medicina popular 

devido às propriedades calmantes, analgésicas, anti-inflamatórias, antipiréticas, sedativas 

e expectorantes (TAVARES et al., 2011). Adicionalmente, uma grande vantagem na 

utilização desta espécie está relacionada à sua capacidade de colonização e ao seu 

crescimento rápido (YAMAMOTO et al., 2008), o que favorece a elaboração de produtos 

como os óleos essenciais. 

  O óleo essencial de L. alba (OELA) contém diversos compostos bioativos 

(HOHLENWERGER et al., 2016) e estudos recentes demonstraram efeitos benéficos 

como antioxidantes, antimicrobianos (MACHADO et al., 2014) e promotores de 

crescimento em jundiá (Rhamdia quelen) (AZAMBUJA et al., 2011; SUTILI et al., 2015). 

Entretanto, Saccol et al. (2013) verificaram que OELA não produziu efeito promotor de 

crescimento em jundiás, mas implicou em efeito antioxidante. Portanto, faz-se necessário 

ampliar a investigação do efeito do OELA sobre a fisiologia nutricional em outras 

espécies de peixes, como tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus). 

Características como rusticidade, taxa de crescimento rápido, plasticidade 

dietária, elevada adaptabilidade a condições ambientais adversas, bem como a preferência 

de seu filé pelo mercado consumidor, fazem da tilápia do Nilo uma das espécies de água 

doce de maior importância na aquicultura mundial (EL-SAYED, 2006; FERREIRA et al., 

2011; YAKUBU et al, 2014; HOHLENWERGER et al., 2016). Dessa forma, o objetivo 

deste estudo foi avaliar o efeito da inclusão de diferentes níveis de OELA na dieta de 

juvenis de tilápia do Nilo em relação a parâmetros de crescimento, hematológicos, 

metabólicos, imunoestimulantes e resistência à infecção bacteriana com Aeromonas spp. 
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MATERIAL E MÉODOS 

 

Obtenção do óleo essencial de Lippia alba 

 

 Foram utilizadas folhas de L. alba cultivadas em Frederico Westphalen, região 

Sul do Brasil. O OELA foi obtido da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFSM), Brasil, e armazenado em frascos de vidro âmbar até a sua utilização. Sua 

densidade era de aproximadamente 0,9 g/mL. O principal constituinte químico de OELA 

usado neste estudo é o linalool (81,64%) (cap. 1). 

 

Local, animais experimentais e condições de cultivo  

 

O ensaio foi realizado nas instalações do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros 

e Aquicultura da Codevasf (CIRPA) região Nordeste do Brasil de onde foram obtidos os 

juvenis de tilápia do Nilo (16,24 ± 0,10 g; 10,21 ± 0,02 cm) aclimatados às condições 

laboratoriais e à dieta basal por 10 dias em caixas de 1.000 L (n=15). O sistema possuía 

fluxo de água contínuo, com realização de uma sifonagem diária, com limpeza das 

paredes das caixas, semanalmente. Os procedimentos de manejo dos animais e coleta de 

amostras biológicas foi aprovado pelo Comitê em Experimentação Animal da 

UFBA/Instituto de Biologia sob nº 22/2015.  

Parâmetros físico-químicos da água foram monitorado e mantidos em pH (~7,6) 

com uso de pHmetro (Hanna - HI 98130), temperatura (~25,0 oC) e oxigênio dissolvido 

(>5,0 mg/L) com uso de oxímetro (Politerm-POL 60) e amônia total (<0,10 mg/L N-NH3) 

por kit de aquicultura (Alfatecnoquímica, Florianópolis, SC, Brasil).   

 

Formulação, elaboração das dietas e desenho experimental 

 

 Os peixes foram divididos aleatoriamente em cinco tratamentos com quatro 

repetições. Quatro dietas com adição de níveis de OELA de 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mL/Kg 

e uma dieta controle (isenta do OELA) foram formuladas conforme a exigência para a 

espécie (Tabela 1). As concentrações de OELA na dieta foram definidos de acordo com 

Saccol et al. (2013). Os ingredientes foram finamente moídos e misturados e OELA foi 
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adicionado juntamente com óleo de soja. Posteriormente os ingredientes foram 

umedecidos, peletizados em uma peletizadora elétrica experimental (máquina tipo 

moedor de carnes), secos em estufa de ventilação forçada a 35 ºC e triturados em 

granulometria adequada. Os pellets foram armazenados em recipientes herméticos isentos 

de iluminação em um freezer a -20 ºC até sua utilização.  

 

Tabela 1: Composição percentual da dieta basal.  

Ingredientes % 

Farelo de soja (45%) 52,00 

Fubá de milho 25,40 

Farinha de peixe (55%) 9,73 

Farinha de trigo 10,00 

Fosfato bicálcico 0,50 

Óleo de Soja 0,83 

Premix1 0,50 

Sal 0,50 

Vitamina C2 0,20 

Butil Hidroxi- Tolueno 0,02 

Propionato de Cálcio 0,10 

Inerte3 0,22 

1Ácido Fólico:1.200 mg/kg; Ácido Nicotínico: 20 g/kg; Ácido pantotenico: 10.000 mg/kg; BHT: 5.000 mg/kg; Biotina: 200 mg/kg; 

Cobalto: 80 mg/kg; Cobre: 3.500 mg/kg; Colina: 100 g/kg; Ferro: 20 g/kg; Iodo: 160 mg/kg; Inositol: 25 g/kg; Manganês: 10.000 

mg/kg; Selênio: 100 mg/kg; Vitamina A: 2.400.000 UI/kg; Vitamina B1: 4.000 mg/kg; Vitamina B2: 4.000 mg/kg; Vitamina B12: 

8.000 mcg/kg; Vitamina C: 60 g/kg; Vitamina B2: 4.000 mg/kg; Vitamina B6: 3.500 mg/kg; Vitamina D3: 600.000 UI/kg; Vitamina 

E: 30.000 UI/kg; Vitamina K3: 3.000 mg/kg; Zinco: 24,00 mg/kg. 2protegida; 3areia fina autoclavada. 

 

 

Manejo alimentar e desempenho zootécnico 

 

 Antes do fornecimento das dietas experimentais, os animais passaram por um 

jejum prévio de 24 h. Os peixes foram alimentados com cada dieta durante 45 dias, três 

vezes ao dia (às 08:30, 12:30 e 16:30 h) diariamente com 5% do peso vivo. Após o período 

experimental, realizou-se biometria (peso e comprimento) para avaliação do desempenho 

de ganho de peso médio (GPM), taxa de conversão alimentar aparente (CAA), taxa de 

crescimento específico (TCE), taxa de crescimento relativo (TCR) e Índice 
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hepatossomático (IHS), de acordo com as seguintes fórmulas: 

GPM (g) = [(peso final) / peso inicial] × 100 

CAA (%) = [consumo de ração (g) / ganho de peso (g)] 

TCE (% dia) = 100 x (ln Peso Final - ln Peso Inicial) / t (dias) 

TCR (%) = 100× (peso médio final / peso médio inicial) 

IHS (%) = (peso total fígado (g) / peso total do indivíduo (g) x 100 

 

Análises bioquímicas e hematológicas 

 

 Para as análises sanguíneas e bioquímicas, três peixes/repetição (n = 12 peixes por 

tratamento) foram coletados. As amostras de sangue (1,5 mL) foram realizadas por 

venopunção caudal com seringas heparinizadas e transferidas para microtubos de 2 mL. 

Alíquotas de sangue foram tomadas para análise de hematócrito, em que os tubos 

capilares heparinizados foram preenchidos com amostra de sangue, sendo fechados com 

material apropriado e centrifugados a 12.000 x g durante 5 minutos (MICROSPIN modelo 

SPIN 1000), sendo a leitura realizada numa escala padronizada (GOLDENFARB et al., 

1971). A análise de hemoglobina foi determinada de acordo com Collier (1944), em que 

foram adicionados 10 L de sangue a 2 mL de solução de Drabkin, homogeneizados em 

vortex e a leitura no espectrofotômetro foi realizada a 540 nm. A concentração média de 

hemoglobina corpuscular (CHCM) foi determinada a partir de índice de hemoglobina e 

hematócrito. 

Cerca de 1,2 mL do sangue restante foi centrifugado a 10.000 x g durante 5 min 

(LABNET modelo Spectrafug C24) para obtenção de plasma para determinação da 

glicose, colesterol, proteínas totais, globulina, albumina e triglicerídeos por meio de kits 

de diagnóstico Labtest® em analisador bioquímico semiautomático marca Doles®, 

modelo D-250. Através da divisão entre albumina e globulina obteve-se o cálculo da 

relação albumina/globulina. 

 

Parâmetro imune não específico - atividade de Lisozima 

  

 A mensuração da atividade de lisozima sérica foi adaptada de Ellis (1990) e Obach 

et al. (1993). Como padrão foi utilizada a lisozima liofilizada (2 mg/mL) de clara de ovo 
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de galinha (Sigma-Aldrich/L4631). A curva de calibração foi realizada com adição de 

concentrações de solução de lisozima diluída 1.000 vezes até a obtenção das 

concentrações de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ηg e volume completado para 150 μL com 

tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2), com adição 150 μL da suspensão de 

Micrococcus lysodeikticus (0,2 mg/mL) (Sigma-Aldrich ATCC 4698) em tampão fosfato 

de sódio (0,05 M; pH 6,2), obtendo-se um volume final de 300 μL. O tampão fosfato (300 

μL) foi utilizado como controle.  

 As amostras de plasma foram aquecidas (banho-maria a 56 ºC por 30 minutos) 

para inativar as proteínas do sistema complemento e para assegurar que a lise do M. 

lysodeikticus foi ocasionada exclusivamente por ação da lisozima. Em microplaca de 96 

poços, foram adicionados 10 μL de plasma, 140 μL de tampão fosfato de sódio e 150 μL 

de suspensão M. lysodeikticus (0,2 mg/mL) até volume final 300 μL. A absorbância foi 

imediatamente medida em seguida em leitora de placa de Elisa Easys® e mensurada em 

filtro de 620 nm no tempo zero, e então incubadas durante seis minutos em estufa à 26 

ºC. A diferença entre a turbidez inicial e final (DO de redução) foi medida entre o tempo 

zero e seis minutos.  

 Os resultados foram expressos usando os valores de redução de DO para cada 

volume da amostra (300 μL). A equação de regressão linear da curva de calibração de 

lisozima foi utilizada para determinar os níveis de lisozima (μg/mL) no soro dos peixes.  

 

Infecção experimental com Aeromonas spp. 

 

 A infecção experimental por injeção de 0,2 mL de Aeromonas spp. preparado com 

solução salina estéril (0,85%) na concentração 108 UFC/mL, por via intramuscular 

laterodorsal direita foi realizada em 28 peixes de cada tratamento após o término do 

período de desempenho (45 dias). Os peixes continuaram recebendo as dietas 

experimentais, e foram monitorados quanto aos sinais clínicos e comportamentais de 

infecção por Aeromonas spp. e sobrevivência por um período de 14 dias. 
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Análise estatística 

 

Todos os valores são representados por média ± erro padrão. A homogeneidade 

das variâncias entre os grupos foi testada com o teste de Levene. As comparações entre 

diferentes grupos foram realizadas usando ANOVA one-way, seguida de análise de 

regressão. Diferenças foram consideradas significativas com P <0,05. 

 

RESULTADOS 

 

 Não ocorreu mortalidade durante a avaliação de desempenho. O GPM apresentou 

os maiores valores nas maiores concentrações de OELA, e IHS a partir de 0,5 mL/kg (Fig. 

1A e E), enquanto que os valores de CAA foi maior no tratamento controle e reduziu com 

o acréscimo dos níveis de OELA adicionados na dieta de juvenis de tilápia do Nilo (Fig. 

1B). Os valores de TCE e TCR aumentaram proporcionalmente em função do aumento 

das concentrações de OELA na dieta de tilápia do Nilo (Figura 1C e D).  
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Figura 1 - Desempenho de juvenis de tilápia do Nilo (O. niloticus) alimentados com dietas 

contendo diferentes concentrações de óleo essencial de L. alba durante 45 dias (n = 12 

por tratamento). GPM = Ganho de Peso Médio. CAA= Consumo Alimentar Aparente. 

TCE= Taxa de crescimento específico. TCR= Taxa de crescimento relativo. IHS= Índice 

hepatossomático. A: y = -1553,303 + (57,379x) - (0,529x2); R2= 0,72. B: y = 0,105x2 - 

0,2677x + 1,411; R2= 0,93. C: y = -51,783 + 16,304x; R2= 0,88. D: y = -27,315 + 0,0860x; 

R2= 0,87. E: y = -736,968 + (625,720x) - (132,568x2); R2= 0,69. 

 

 

 A adição de OELA na dieta de juvenis de tilápia do Nilo aumentou os valores de 

hematócrito em relação ao tratamento controle, embora o menor valor de hemoglobina 

tenha ocorrido no tratamento 1 mL/kg de OELA (Fig. 2A e B) e reduziu o valor de CHCM 

(Fig. 2C).  
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Figura 2 - Parâmetros hematológicos de juvenis de tilápia do Nilo (O. niloticus) 

alimentados com dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial de L. alba 

durante 45 dias (n = 12 por tratamento). CHCM= concentração de hemoglobina 

corpuscular média. A: y = -1269,104 + (91,348x) - (1,641x2); R2= 0,95. B: y = 970,248 

- (245,976x) + (15,588x2) R2= 0,71. C: y = -567,876 + (38,936x) - (0,666x2); R2= 0,70. 

 

 

Glicose e colesterol plasmáticos aumentaram e triglicerídeo plasmático diminuiu 

com a adição de OELA na dieta de juvenis de tilápia do Nilo (Fig. 3 A, B e C).  
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Figura 3 - Parâmetros metabólicos plasmáticos de juvenis de tilápia do Nilo (O. niloticus) 

alimentados com dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial de L. alba 

durante 45 dias (n = 12 por tratamento). A: y = -5,215 + 0,0984x; R2 = 0,69. B: y = 14,741 

- (0,335x) + (0,00181x2); R2= 0,73. C: y = -181,491 + (1,918x) - (0,00501x2); R2= 0,94. 

 

 

Observou-se redução dos valores de proteínas totais e globulina nos maiores níveis 

de OELA (Fig. 4A e B) e aumento dos valores de albumina plasmática e relação 

albumina/globulina (Fig. 4C e D).  

 

 

 

 

 

 

 

 



115  
 

Figura 4 -  Parâmetros proteicos e enzimáticos plasmáticos de juvenis de tilápia do Nilo 

(O. niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial 

de L. alba durante 45 dias (n = 12 por tratamento). A: y = 523,516 – (268,070x) + 

(34,313x2) R2= 0,79. B: y = 11,993 - 3,676x; R2= 0,74. C: y = 166,743 - (452,294x) + 

(306,303x2); R2= 0,69. D: y = -5,813 + 24,858x; R2= 0,87.  

 

 

A lisozima plasmática e a sobrevivência pós desafio aumentaram com a adição de 

OELA na dieta de juvenis de tilápia do Nilo (Fig. 5A e B). Após a inoculação com a 

bactéria Aeromonas spp., em todos os tratamentos, alguns peixes (~25%) apresentaram 

sinais clínicos tais como: exoftalmia, dermatite no corpo, principalmente no local da 

inoculação, ascite (abdômen distendido), hemorragias cutâneas na base das nadadeiras e 

no corpo, destruição total do pedúnculo caudal com exposição da musculatura, erosão das 

nadadeiras, apatia e apetite reduzido. 
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Figura 5 - Atividade de lisozima plasmática (n=12 por tratamento) e sobrevivência 

pós-desafio com Aeromonas spp. (n = 28 por tratamento) de juvenis de tilápia do Nilo (O. 

niloticus) alimentados com dietas contendo diferentes concentrações de óleo essencial de 

L. alba durante 45 dias. A: y = 0,603 - (5,726x) + (6,029x2); R2= 0,97. B: y = -1,127 + 

(0,0328x) R2= 0,80 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 Foram identificados no OELA 11 constituintes, onde linalool (81,64%) foi o 

componente mais abundante (Cap. 1). Saccol et al. (2013) avaliaram os constituintes do 

OELA cultivados na mesma região do presente trabalho e linalool também foi o 

componente mais abundante (55,26%). O linalool é um composto monoterpeno que 

possui ação antimicrobiana, anti-inflamatória, antioxidante, anestésica e sedativa 

(HELDWEIN et al., 2014), mas ainda sem relatos na promoção do crescimento em peixes. 

 O uso eficaz de óleos essenciais na promoção do crescimento e como 

imunoestimulante em peixes tem sido relatado por estudos prévios (SACCOL et al., 2013; 

ACAR et al., 2015; ZEPPENFELD et al., 2015). Similarmente, neste estudo OELA 

adicionado a dieta demonstrou-se promissor para o aumento do desenvolvimento de 

juvenis de tilápia do Nilo.  

 Parâmetros zootécnicos são bastante utilizados para avaliação do desempenho do 

crescimento em peixes (BUYUKCAPAR et al., 2011; ALI et al., 2015), principalmente 

quando se trata de uma avaliação prévia da produtividade piscícola. Neste estudo, os 

maiores ganhos de desempenho foram obtidos nos peixes alimentados com 1,0 ou 2,0 
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mL/kg de OELA na dieta. 

Similarmente ao presente estudo, Acar et al. (2015) e Zeppenfeld et al. (2015) 

relataram que dietas contendo óleo essencial de cascas de laranja (Citrus sinensis) (0,1%) 

e óleo essencial de Aloysia triphylla (2 mL/kg) aumentaram o ganho de peso em tilápia 

Moçambique (Oreochromis mossambicus) e jundiá, respectivamente. Por outro lado, 

Saccol et al. (2013) em experimento com os mesmos níveis de OELA utilizados deste 

estudo em jundiás, não verificaram melhora no desempenho, mas recomendaram a adição 

de 0,5 mL/kg na dieta para elevar as reservas energéticas e aumentar a resposta 

antioxidante dos tecidos. Adicionalmente, Baba et al. (2016) não observaram diferenças 

no desempenho da tilápia Moçambique em dieta com níveis de inclusão de até 1% de óleo 

essencial de cascas de limão (Citrus limon). 

 Esta discrepância de resultados quanto ao desempenho entre os estudos relatados 

pode ser atribuída às diferenças quanto ao óleo essencial utilizado e/ou concentrações dos 

compostos bioativos que variam de acordo com o tecido vegetal usado para extração de 

óleo essencial, local de cultivo, época e horário de colheita, bem como método de 

processamento, extração e armazenamento (APPLEGATE et al., 2010, YANG et al., 

2015). Além disso, as respostas encontradas também são influenciadas por: espécie, idade 

e fase de desenvolvimento do peixe (COSTA et al., 2013; YANG et al., 2015). Entretanto, 

ainda é necessário elucidar se os efeitos potenciais ocorrem pela ação dos componentes 

majoritários ou ao efeito sinérgico de seus vários constituintes (RAINER et al., 2015). 

 Além dos parâmetros zootécnicos, o estudo de variáveis hematológicas e 

bioquímicas fornecem informações relevantes das condições nutricionais, metabólicas, 

fisiológicas e de desenvolvimento de peixes (TAVARES-DIAS, 2015). No presente 

estudo, os valores dos parâmetros hematológicos observados estão de acordo com os 

preconizados por Tavares-Dias (2015) para a tilápia do Nilo em condições nutricional e 

ambiental adequadas. Entretanto, em peixes, tais parâmetros variam em função de sexo, 

fatores ambientais, idade, comportamento, tamanho, condição de higidez, fatores 

nutricionais, tempo de manuseio na coleta de sangue, dentre outros (TAVARES-DIAS e 

MORAES, 2004; THRALL et al., 2015). 

 Os eritrócitos têm como função transportar oxigênio e gás carbônico, através do 

seu componente principal, a hemoglobina (TAVARES-DIAS et al., 1999; TAVARES-

DIAS e MORAES, 2004). Baixas concentrações de hematócrito estão relacionados à 
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processos anêmicos (HIGUCHI et al., 2011), fato não verificado no presente estudo.  

Neste estudo, as variáveis hematológicas foram melhoradas com a acréscimo de 

OELA na dieta de juvenis de tilápia do Nilo, aumentando a capacidade de transporte de 

oxigênio e, consequentemente, melhorando a saúde e o crescimento dos peixes 

(TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Ribeiro et al. (2016) também relataram aumento 

nos teores de hemoglobina em tambaquis (Colossoma macropomum) com 0,5 e 1,5% de 

óleo essencial de Mentha piperita. Por outro lado, Saccol et al. (2013) utilizaram as 

mesmas concentrações de OELA deste estudo para a dieta de jundiás e não observaram 

nenhuma alteração para hematócrito, hemoglobina e CHCM. Possivelmente, as 

diferenças nos resultados de parâmetros hematológicos entre o presente estudo e aquele 

realizado por Saccol et al. (2013) possam ter ocorrido em função da espécie e 

comportamento alimentar, uma vez que exemplares de tilápia do Nilo são mais ativos e 

com alta conversão alimentar.  

 A síntese de glicose depende da produção hepática resultante da gliconeogênese e 

da glicogenólise a fim de manter os níveis circulantes no sangue (TRHALL et al., 2015). 

As concentrações de glicose plasmática verificadas no presente estudo estiveram dentro 

dos valores observados para a tilápia do Nilo (14,1 – 92,1 mg/dL) (TAVARES-DIAS, 

2015). Diferentemente dos achados deste estudo, não ocorreu aumento nos níveis de 

glicose plasmática em jundiás alimentados com dietas com níveis de até 0,50 (SOUZA et 

al., 2015) ou 2,0 mL/kg de OELA (SACCOL et al., 2013).  

 Toni et al. (2016) observaram aumento nas atividades de enzimas ligadas ao 

metabolismo energético, proteico, e lipídico em jundiás submetidos a exposição do óleo 

essencial de Hesperozygis ringens, o que levaram tais autores a inferir na utilização da 

via da gliconeogênese para a manutenção da homeostase. 

 O aumento do colesterol plasmático observado nos juvenis de tilápia do Nilo que 

foram alimentados com dietas com 1,0 ou 2,0 mL/kg do OELA não foi o esperado. O 

linalool, constituinte majoritário do OELA possui efeito hipocolesterolêmico (CHO et al., 

2011). A administração oral de linalool em ratos (por 6 semanas) causou redução das 

concentrações do colesterol, devido a interferência na síntese da enzima HMG-CoA 

redutase, enzima chave na regulação da síntese de colesterol (CHO et al., 2011). Lillehoj 

et al. (2011) observaram que compostos derivados de óleos essenciais (Ex. carvacrol) 

ativam vias do metabolismo lipídico, entretanto, ainda há pouca compreensão de como 
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estas vias são influenciadas e como afetam o desenvolvimento dos peixes. 

 Proteínas totais são indicativos do sistema de defesa (EL-DAKAR et al., 2015), 

além de estarem relacionadas com o metabolismo proteico e refletirem o estado 

nutricional dos peixes (HIGUCHI et al., 2011). A diminuição das proteinas plasmáticas 

totais também são decorrentes da redução dos teores de albumina e/ou globulina. No caso 

do presente estudo, o nível de globulina foi diminuído o que pode ter propiciado a 

diminuição dos niveis de proteinas totais (THRALL et al., 2015). 

 As globulinas são classificadas como alfa, beta e gama globulinas e têm como 

função o transporte de substâncias como metais e lipídios, além de possuir papel 

imunitário. Sua importância no metabolismo proteico é limitada, sendo indicativas de 

processos inflamatórios quando em níveis altos (GONZÁLEZ e SILVA, 2006).  

Correlação negativa entre globulina e albumina pode ocorrer, em que o aumento da 

globulina inibe a sintese de albumina no figado. E o aumento da globulina em relação  a 

albumina pode significar disfunção hepática (GONZÁLEZ, 1997), fato não ocorrido no 

presente trabalho. A relação albumina/globulina aumentou nos peixes submetidos a dietas 

com as maiores concentrações de OELA, o que indica ausência de efeito imunossupressor 

(KUMAR et al., 2005). 

 A avaliação imunológica constitui-se como um parâmetro eficaz de avaliação da 

higidez dos peixes. Segundo Waagbø (1994), aspectos de saúde como imunologia e 

resistência a doenças devem ser utilizados como critérios para recomendações ótimas de 

nutrientes. Os imunoestimulantes permitem impulsionar os mecanismos de defesa para 

proteção dos animais contra doenças infecciosas, aumentando a resposta imune inata 

(SAKAI, 1999), como da lisozima plasmática. Esta enzima é produzida por células 

epiteliais e leucócitos e atua clivando ligações específicas presentes nos peptideoglicanos 

da parede celular bacteriana, resultando na lise celular (GARCIA et al., 2005).  

As bactérias Gram-positivas parecem ser mais sensíveis a ação da lisozima devido 

ao melhor acesso à camada de peptideoglicano, expondo a membrana celular (MURPHY 

et al., 2014). Dessa forma, os resultados deste estudo demonstraram que OELA possui 

potencial para ativar o sistema imunológico da tilápia do Nilo, como verificado pelo 

aumento da  atividade da lisozima plasmática, inclusive nas menores concentrações de 

OELA na dieta. 

 Em estudos que envolvam imunonutrição, é importante a utilização em desafio 
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com patógenos e sua administração por injeção, banho ou coabitação, a qual pode trazer 

informações mais contundentes sobre o papel nutritivo da dieta, uma vez que as reações 

imuno-fisiológicas sofrem influências direta da mesma ou indiretamente pelas alterações 

metabólicas (WAAGBØ, 1994). Os óleos essenciais são compostos que contém uma 

heterogeneidade de substâncias bioativas com papel antimicrobiano e têm recebido 

atenção especial como alternativas naturais para substituir antibióticos promotores de 

crescimento em peixes (BENTO et al., 2013).  

Neste estudo, o desafio com Aeromonas spp. demonstrou que as maiores taxas de 

sobrevivência ocorreram nos tratamentos em que os peixes foram submetidos a dietas 

com as maiores adições de OELA. Tal resultado se relaciona ao potencial antimicrobiano 

de OELA que causa alterações na permeabilidade da membrana celular bacteriana 

(MAJOLO et al., 2016) e/ou aumento da atividade da lisozima, a qual também hidrolisa 

e danifica as paredes celulares bacterianas (GARCIA et al., 2005) e apresenta papel 

importante no mecanismo de defesa em peixes, tornando-os mais resistentes às infecções.  

Similarmente, o aumento da resistência à infecção contra A. hydrophila foi 

demonstrada em jundiás com o uso de A. triphylla (2,0 mL/kg) (SANTOS et al., 2017) e 

por Zheng et al. (2009) com o óleo essencial de orégano (O. heracleoticum) em bagre do 

canal (Ictalurus punctatus) inoculados com A. hydrophila. De forma geral, níveis de 

inclusão de 1,0 e 2,0 mL/kg de OELA na dieta de juvenis de tilápia do Nilo contribuíram 

para a melhora na função imune e sobrevivência a infecção com Aeromonas spp.  

 

CONCLUSÃO 

 

 Conclui-se que a suplementação de concentrações de 1,0 a 2,0 mL/kg de OELA 

na dieta é benéfico ao desenvolvimento de juvenis de tilápia do Nilo, pois apresentaram 

papel imunoestimulante, não provocaram alterações metabólicas e promoveram aumento 

de crescimento, além de contribuir para o aumento da sobrevivência em exemplares de 

tilápia do Nilo infectados com Aeromonas spp.  

 

AGRADECIMENTOS 

 

A Codevasf, Petrolina-PE, pela doação dos peixes e pelo fornecimento de estrutura para 



121  
 

realização do experimento em parceria com a Embrapa Semiárido. Ao Conselho Nacional 

de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) pelo financiamento do projeto e a 

Fundação de Amparo à Pesquisa no Estado da Bahia (FAPESB) pela bolsa concedida a 

RCS. 

 

REFERÊNCIAS  

 

ABREU, J.S.; MARZOCCHI-MACHADO, C. M.; URBACZEK, A.C.; FONSECA, L. 

M.; URBINATI, E.C. Leukocytes respiratory burst and lysozyme level in pacu 

(Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887). Brazilian Journal of Biology, v. 69, p. 

1133-1139, 2009. 

 

ACAR, Ü.; KESBIÇ, O.S.; YILMAZ, S.; GÜLTEPE, N.; TÜRKER, A. Evaluation of 

the effects of essential oil extracted from sweet orange peel (Citrus sinensis) on growth 

rate of tilapia (Oreochromis mossambicus) and possible disease resistance against 

Streptococcus iniae. Aquaculture, v. 437, p. 282-286, 2015. 

 

ALI, A. E; MEKHAMAR, M.I; GADEL-RAB, A.G.; OSMAN A.G. M. Evaluation of 

growth performance of Nile Tilapia Oreochromis niloticus fed Piophila casei Maggot 

Meal (Magmeal) diets. American Journal of Life Sciences, v. 3, p. 24-29, 2015. 

 

APPLEGATE, T.J.; KLOSE, V.; STEINER, T.; GANNER, A.; SCHATZMAYR, G. 

Probiotics and phytogenics for poultry: Myth or reality? The Journal of Applied 

Poultry Research, v. 19, p. 194-210, 2010.  

 

ASSEM, S.; L-ZAEEM S.; SAMY, Y. Application of biotechnology in fish breeding. 

II: production of highly immune genetically modified red belly tilapia, Tilapia zillii. 

African Journal of Biotechnology, v. 4, p. 449-459, 2005. 

 

AZAMBUJA, C.R.; MATTIAZZI, J.; RIFFEL, A.P.K.; FINAMOR, I.A.; GARCIA, 

L.O.; HELDWEIN, C.G.; HEINZMANN, B.M.; BALDISSEROTTO, B.; 

PAVANATO, M.A.; LLESUY, S.F. Effect of the essential oil of Lippia alba on 



122  
 

oxidative stress parameters in silver catfish (Rhamdia quelen) subjected to transport. 

Aquaculture, v. 319, p. 156-161, 2011. 

 

BABA, E.; ACAR, Ü.; ÖNTAŞ, C.; KESBIÇ, O.S.; YILMAZ, S. Evaluation of Citrus 

limon peels essential oil on growth performance, immune response of Mozambique 

tilapia Oreochromis mossambicus challenged with Edwardsiella tarda. Aquaculture, v. 

465, p. 13-18, 2016.  

 

BENTO, M.H.L.; OUWEHAND, A.C.; TIIHONEN, K.; LAHTINEN, S.; NURMINEN, 

P.; SAARINEN, M.T.; SCHULZE, H.; MYGIND, T.; FISCHER, J. Essential oils and 

their use in animal feeds for monogastric animals–Effects on feed quality, gut 

microbiota, growth performance and food safety: a review. Veterinarni Medicina, v. 

58, p. 449-458, 2013. 

 

BOON, J.H.; CANNAETS, V.M.H.; AUGUSTIJN, H.; MACHIELS, M.A.M.; 

CHARLEROY, D.; OLLEVIER, F. The effect of different infection levels with 

infective larvae of Anguillicola crassus on haematological parameters of European Eel 

(Anguila anguila). Aquaculture, v. 87, p. 243-253, 1990. 

 

BUYUKCAPAR, H.M; ATALAY, A.I.; KAMALAK, A. Growth performance of Nile 

Tilapia (Oreochromis niloticus) fed with diets containing different levels of 

hydrolysable and condensed tannin. Journal of Agricultural Science and Technology, 

v. 13, p. 1045-1051, 2011. 

 

CHO, S.-Y.; JUN, H.; LEE, J.H.; JIA, Y.; KIM, K.H.; LEE, S.-J. Linalool reduces the 

expression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase via sterol regulatory element 

binding protein-2- and ubiquitin-dependent mechanisms. FEBS Letters, v. 585, p. 

3289-3296, 2011. 

 

COLLIER, H.B. The standardization of blood haemoglobin determinations. Canadian 

Medical Association Journal, v. 50, p. 550-552, 1944. 

 



123  
 

COSTA, L.B; LUCIANO, F.B.; MIYADA, V.S.; GOIS, F.D.  Herbal extracts and 

organic acids as natural feed additives in pig diets. South African Journal of Animal 

Science, v.43, 181-193, 2013. 

 

EL-DAKAR, A.Y.; SHALABY, S.M.; NEMETALLAH, B.R.; SALEH, N.E.; SAKR, 

E.M.; TOUTOU, M.M. Possibility of using basil (Ocimum basilicum) supplementation 

in gilthead sea bream (Sparus aurata) diet. The Egyptian Journal of Aquatic 

Research, v. 41, p. 203-210, 2015.  

 

ELLIS, A.E. Lysozyme Assays. In: STOLEN, J.S.; FLETCHER, T.C.; ANDERSON, 

D.P.; ROBERSON, B.S.; VAN MUISWINKEL, W.B., Eds., Techniques in fish 

immunology fair haven, SOS Publications, Fair Haven, 101-103, 1990. 

 

EL-SAYED, A.F.M. Tilapia Culture. London: Cabi. 2006. 277p. 

 

FAO. 2016. The State of World Fisheries and Aquaculture 2016. Contributing to 

food security and nutrition for all. Rome. 200 pp. 

 

FERREIRA, P. M.F.; BARBOSA, J.M.; SANTOS, E.L.; SOUZA, R.N.; SOUZA, S.R. 

Avaliação do consumo de oxigênio da tilápia do Nilo submetidas a diferentes 

estressores. Revista Brasileira de Engenharia de Pesca, v. 6, p. 56-62, 2011. 

 

FIGUEIREDO, H.C.P.; LEAL, C.A.G. Tecnologias aplicadas em sanidade de peixes. 

Revista Brasileira de Zootecnia, v. 37, p. 8-14, 2008. 

 

GARCIA, M.; CHATE, S.C.; PORTO, A.C.R.; FIGUEIRA, Y.F.; DIEGUEZ, A.D.; 

FERES, F.C.; MARTINS, M. de F. M. Dosagem de lisozima para avaliação da resposta 

imune em bezerros. Revista Brasileira de Ciência Veterinária, v. 12, p. 66-71, 2005.  

 

GOLDENFARB, P.B.; BOWYER, F.P.; HALL, E. Reproducibility in the hematology 

laboratory: The microhematocrit determination. American Journal of Clinical 

Pathology, v. 56, n. 1, p. 35-39, 1971. 



124  
 

GONZÁLEZ, F.D.H. O perfil metabólico no estudo de doenças da produção em vaca 

leiteiras. Arquivos da Faculdade de Vetrerinária UFRGS. v, 25, p. 13-33, 1997. 

 

GONZÁLEZ, F.H.D.; SILVA, S.C. Introdução à bioquímica clínica veterinária. 2ª 

Ed. Porto Alegre, Editora UFRGS, 2006. 

 

HELDWEIN, C.G.; SILVA, L.L.; GAI, E.Z.; ROMAN, C.; PARODI, T.V.; BÜRGER 

M.E.; BALDISSEROTO, B.; FLORES, E.M.M.; HEINZMANN, B.M. S-(+) -Linalool 

from Lippia alba: sedative and anesthetic for silver catfish (Rhamdia quelen). 

Veterinary Anaesthesia and Analgesia, v. 41, p.621-629, 2014. 

 

HIGUCHI, L.H.; FEIDEN, A.; MALUF, M.L.F.; DALLAGNOL, J.M.; ZAMINHAN, 

M.; BOSCOLO, W.R. Avaliação eritrocitária e bioquímica de jundiás (Rhamdia quelen) 

submetidos à dieta com diferentes níveis proteicos e energéticos. Ciência Animal 

Brasileira, v. 12, p. 70-75, 2011. 

 

HOHLENWERGER, J.C.; EDUARDO COPATTI, C.; CEDRAZ SENA, A.; DAVID 

COUTO, R.; BALDISSEROTTO, B.; HEINZMANN, B.M.; CARON, B.O.; 

SCHMIDT, D. Could the essential oil of Lippia alba provide a readily available and 

cost-effective anaesthetic for Nile Tilapia (Oreochromis niloticus)? Marine and 

Freshwater Behaviour and Physiology, v. 49, p. 119-126, 2016.  

 

JANNUZZI, H.; MATTOS, J.K.A.; SILVA, D.B.; GRACINDO, L.A.M.; VIEIRA, R.F. 

Avaliação agronômica e química de dezessete acessos de erva-cidreira [Lippia alba 

(Mill.) N.E. Brown] - quimiotipo citral, cultivados no Distrito Federal. Revista 

Brasileira de Plantas Medicinais, v.13, p. 258-264, 2011. 

 

KUMAR, S.; SAHU, N.; PAL, A.; CHOUDHURY, D.; YENGKOKPAM, S.; 

MUKHERJEE, S. Effect of dietary carbohydrate on haematology, respiratory burst 

activity and histological changes in juveniles. Fish & Shellfish Immunology, v. 19, p. 

331-344, 2005.  

 



125  
 

LILLEHOJ, H.S.; KIM, D.K.; BRAVO, D.M.; LEE, S.H. Effects of dietary plant-derived 

phytonutrients on the genome-wide profiles and coccidiosis resistance in the broiler 

chickens. BMC proceedings, v.5, p. S4-S34, 2011. 

 

MACHADO, T.F.; PEREIRA, R. de C.A.; BATISTA, V.C.V. Seasonal variability of 

the antimicrobial activity of the essential oil of Lippia alba. Revista Ciência 

Agronômica, v. 45, p. 515-519, 2014.  

 

MAJOLO, C.; DA ROCHA, S.I.B.; CHAGAS, E.C.; CHAVES, F.C.M.; BIZZO, H. R. 

Chemical composition of Lippia spp. essential oil and antimicrobial activity against 

Aeromonas hydrophila. Aquaculture Research, 2016. Disponível em: 

<http://doi.wiley.com/10.1111/are.13073>. Acesso em: 24 jan. 2017. 

 

MURPHY, K.; TRAVERS, P.; WALPORT, M. Immunobiology de Janeway. 8. ed.: 

Artmed, 2014. 

 

OBACH, A.; QUENTEL, C.; LAURENCIN, F.B. Effects of alpha-tocopherol and 

dietary oxidized fish oil on the immune response of sea bass Dicentrarchus labrax. 

Diseases of Aquatic Organisms, v. 15, p. 175–185, 1993. 

 

PAVANELLI, G.C.; EIRAS, J.C.; TAKEMOTO, R.M. Doenças de Peixes: profilaxia, 

diagnóstico e tratamento. 3. ed. Maringá: Eduem. 2008. 311p. 

 

RAINER, A. Secondary plant compounds are more than essential oils. Lohmann 

Information v, 49. p. 12-17, 2015. 

 

RIBEIRO, S.C.; CASTELO, A.S.; SILVA, B.M.P. da; CUNHA, A. da S.; PROIETTI 

JÚNIOR, A.A.; OBA-YOSHIOKA, E.T. Hematological responses of tambaqui 

Colossoma macropomum (Serrassalmidae) fed with diets supplemented with essential 

oil from Mentha piperita (Lamiaeae) and challenged with Aeromonas hydrophila. Acta 

Amazônica, v. 46, n. 1, p. 99-106, 2016.  

 



126  
 

SACCOL, E.M.H.; UCZAY, J.; PÊS, T.S.; FINAMOR, I.A.; OURIQUE, G.M.; 

RIFFEL, A.P.K.; SCHMIDT, D.; CARON, B.O.; HEINZMANN, B.M.; LLESUY, S.F.; 

LAZZARI, R.; BALDISSEROTTO, B.; PAVANATO, M.A. Addition of Lippia alba 

(Mill) N. E. Brown essential oil to the diet of the silver catfish: an analysis of growth, 

metabolic and blood parameters and the antioxidant response. Aquaculture, v. 416-417, 

p. 244-254, 2013. 

 

SAKAI, M. Current research status of fish immunostimulants. Aquaculture, v. 172, p. 

63-92, 1999. 

 

SANTOS, A.C.; SUTILI, F.J.; HEINZMANN, B.M.; CUNHA, M.A.; BRUSQUE, I. C. 

M.; BALDISSEROTTO, B.; ZEPPENFELD, C.C. Aloysia triphylla essential oil as 

additive in silver catfish diet: Blood response and resistance against Aeromonas 

hydrophila infection. Fish & Shellfish Immunology, v. 62, p. 213-216, 2017.  

 

SOUZA, C. de F.; SALBEGO, J.; GRESSLER, L.T.; GOLOMBIESKI, J.I.; FERST, J. 

G.; CUNHA, M.A.; HEINZMANN, B.M.; CARON, B.O.; GLANZNER, W.G.; 

GONÇALVES, P.B.D.; BALDISSEROTTO, B. Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 

1824), submitted to a stressful condition: effect of dietary addition of the essential oil of 

Lippia alba on metabolism, osmoregulation and endocrinology. Neotropical 

Ichthyology, v. 13, p. 707-714, 2015.   

 

SRINIVASAN, K. Spices as Influencers of Body Metabolism: An Overview of Three 

Decades of Research. Food Research International, v. 38, n. 1, p. 77-86, 2005.  

 

STARLIPER, C.E.; KETOLA, H.G.; NOYES, A.D.; SCHILL, W.B.; HENSON, F.G.; 

CHALUPNICKI, M.A.; DITTMAN, D.E. An investigation of the bactericidal activity 

of selected essential oils to Aeromonas spp. Journal of Advanced Research, v. 6, p. 

89-97, 2015. 

 

SUTILI, F.J.; SLIMA SILVA, L.; GRESSLER, L.T.; BATTISTI, E.K.; HEINZMANN, 

B.M. VARGAS, A.C.; BALDISSEROTO, B. Plant essential oils against Aeromonas 



127  
 

hydrophila: in vitro activity and their use in experimentally infected fish. Journal of 

Applied Microbiology, v. 119, p. 47-54, 2015. 

 

TAVARES, I.B.; MOMENTÉ, V.G.; NASCIMENTO, I.R. do. Lippia alba: estudos 

químicos, etnofarmacológicos e agronômicos. Revista Brasileira de Tecnologia 

Aplicada nas Ciências Agrárias, v. 4, p. 204-220, 2011. 

 

TAVARES-DIAS, M.; TENANI, R.A.; GIOLI, L.D.; FAUSTINO, C.D. Características 

hematológicas de teleósteos brasileiros. II. Parâmetros sanguíneos do Piaractus 

mesopotamicus Holmberg (Osteichthyes, Characidae) em policultivo intensivo. Revista 

Brasileira de Zoologia, v. 16, p. 423-431, 1999.  

 

TAVARES-DIAS, M.; MORAES, F.R. Hematologia de peixes teleósteos. Ribeirão 

Preto: M. Tavares-Dias, 2004. 144 p. 

 

TAVARES‐DIAS. Parâmetros sanguíneos de referência para espécies de peixes 

cultivados. In: Tavares‐Dias, M. & Mariano, W.S. (Org.). Aquicultura no Brasil: novas 

perspectivas. São Carlos, Editora Pedro & João, 2015. 

 

THRALL, M.A. Hematologia e bioquímica clínica veterinária. 2ª ed. São 

Paulo: Roca, 2015, 678 p. 2015. 

 

TONI, C.; MARTOS-SITCHA, J. A.; RUIZ-JARABO, I.; MANCERA, J. M.; 

MARTÍNEZ-RODRÍGUEZ, G.; PINHEIRO, C. G.; HEINZMANN, B. M.; 

BALDISSEROTTO, B. Stress response in silver catfish (Rhamdia quelen) Exposed to 

the essential oil of Hesperozygis ringens. Fish Physiology and Biochemistry, v. 41, p. 

129-138, 2015.  

 

VASEEHARAN, B.; THAYA, R. Medicinal plant derivatives as immunostimulants: An 

alternative to chemotherapeutics and antibiotics in aquaculture. Aquaculture 

International, v. 22, p. 1079-1091, 2014. 

 



128  
 

WAAGBØ, R. The impact of nutritional factors on the immune system in Atlantic 

salmon, Salmo salar L.: a review. Aquaculture and Fisheries Management, v. 25, p.  

175-197, 1994. 

 

WINDISCH, W; SCHEDLE, K; PLITZNER, C.; KROISMAYR, A. Use of phytogenic 

products as feed additives for swine and poultry. Journal of Animal Science, v. 86, p. 

140-148, 2008. 

 

YAKUBU, A.F.; NWOGU, N. A.; APOCHI, J.O.; OLAJI, E.D.; ADAMS, T.E. 

Economic Profitability of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus Linnaeus 1757) in Semi 

Flow through Culture System. Journal of Aquatic Science, v. 2, p. 1-4, 2014.  

 

YAMAMOTO, P.Y.; COLOMBO, C.A.; AZEVEDO FILHO, J.A.; LOURENÇÃO, A. 

L.; MARQUES, M.O. M.; MORAIS, G.D.S.; CHIORATO, A.F.; MARTINS, A.L.M.; 

SIQUEIRA, W. J. Performance of ginger grass (Lippia alba) for traits related to the 

production of essential oil. Scientia Agricola, v. 65, p. 481-489, 2008. 

 

YANG, C; CHOWDHURY, M.A.K; HOU, Y.; GONG, J. Phytogenic compounds as 

alternatives to in-feed antibiotics: Potentials and challenges in application. Pathogens, 

v. 4, p. 137-156, 2015. 

 

ZENGIN, H.; BAYSAL, A. Antibacterial and antioxidant activity of essential oil 

terpenes against pathogenic and spoilage-forming bacteria and cell structure-activity 

relationships evaluated by SEM Microscopy. Molecules, v. 19, p. 17773-17798, 2014.  

 

ZEPPENFELD, C.C; HERNANDEZ, D. R; SANTINON, J.J; HEINZMANN, B. M; 

DA CUNHA, M.A; SCHMIDT, D.; BALDISSEROTTO, B. Essential oil of Aloysia 

triphylla as feed additive promotes growth of silver catfish (Rhamdia quelen). 

Aquaculture Nutrition, v. 22, p. 933-940, 2015. 

 

ZHENG, Z. L.; TAN, J.Y.; LIU, H.Y.; ZHOU, X.H.; XIANG, X.; WANG, K.Y. 

Evaluation of oregano essential oil (Origanum heracleoticum L.) on growth, antioxidant 



129  
 

effect and resistance against Aeromonas hydrophila in channel catfish (Ictalurus 

punctatus). Aquaculture, v. 292, p. 214-218, 2009. 

  



130  
 

CONSIDERAÇÕES FINAIS E IMPLICAÇÕES 

 

 O OEAT e OELA apresentaram potencial antimicrobiano contra bactérias 

patogênicas de peixes Aeromonas spp. Exibiram atividade em interferir na formação do 

biofilme, entretanto, quando já consolidado, os dois óleos essenciais não foram capazes 

de interferir. Quando combinados com o antibiótico florfenicol proporcionaram um 

potencial sinérgico, o que causou uma redução na dose mínima deste antimicrobiano 

(comumente utilizado em pisciculturas). Deste modo, OEAT e OELA são potenciais 

adjuvantes e representam uma perspectiva no combate a resistência bacteriana. 

 A adição de 2 mL/kg de OEAT na dieta de juvenis de tilápia do Nilo resultou em 

maior ganho de peso, apresentando-se como promissor promotor de crescimento e 

imunoestimulante. Proporcionou aumento na atividade das enzimas lipase e protease 

alcalina. Também aumentou o valor de hematócrito, número de hemácias, proteína total 

do plasma. Observou-se redução nas concentrações de hemoglobina. A lisozima 

plasmática aumentou, o que significa um papel imunoestimulante, embora não tenha 

influenciado na sobrevivência em situação de desafio com Aeromonas spp.  

 Quanto ao OELA, a suplementação entre 1,0 a 2,0 mL/kg de OELA na dieta trouxe 

benefícios ao desempenho de juvenis de tilápia do Nilo. Apresentaram papel 

imunoestimulante, sem alterações consideráveis no metabolismo. Quando foram 

desafiados com a bactéria Aeromonas spp. observou-se o aumento da sobrevivência de 

juvenis de tilápia do Nilo. 

 Diante do grave problema de saúde mundial que é a resistência bacteriana, 

destaca-se a importância de terapias combinadas entre os antibióticos convencionais e 

óleos essenciais, destacando-se além do potencial de OEAT e OELA como agentes 

atenuadores da resistência bacteriana, promotores de crescimento e imunoestimulantes. 

 Destaca-se ainda além dos citados acima, o grande potencial da Lippia alba, 

espécie amplamente difundida na América do Sul, e em outros países. Por ser uma planta 

de propagação rápida, o que contribui para a obtenção de óleo essencial, uma vez que 

produtos naturais são tidos como seguros, o que estimula a produção em larga escala para 

utilização principalmente na cadeia da piscicultura. 
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Figura 1. Sinais clínicos observados em juvenis de tilápia do Nilo infectados 

experimentalmente com Aeromonas spp. A: exoftalmia; B: dermatite no corpo, 

principalmente no local da inoculação; C: ascite (abdômen distendido); D: hemorragias 

cutâneas na base das nadadeiras e no corpo; E: destruição total do pedúnculo caudal com 

exposição da musculatura; F: úlcera expondo tecidos mais profundos; G: erosão das 

nadadeiras. Fonte: Arquivo pessoal, (2016). 

 

 


