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RESUMO

A piscicultura é uma atividade do setor agropecuario desenvolvida mundialmente em
varios paises, se destacando por altos niveis de producédo de peixe como fonte de
proteina animal para o consumo humano. Um dos fatores considerado importante
para 0 sucesso desta atividade é o manejo nutricional, com uso de racdes
balanceadas ricas em vitaminas e minerais para o0 melhor crescimento. Todavia,
alguns nutrientes por serem hidrossoliveis como a vitamina C e o fosforo, dificultam
0 maximo aproveitamento pelos peixes desperdicando a racdo e aumentando o
custo de producdo. Diante disso, a nanotecnologia € uma ferramenta eficaz para
amenizar este impasse, usando nanoemulsdes preparadas com O6leos essenciais
(OEs), para incorporar vitaminas e minerais na racdo, oferecendo protecéo,
estabilidade e biodisponibilidade. OEs sdo compostos fitogénicos e biodegradaveis,
com propriedades benéficas, podendo ser utilizado com seguranca pois nao
representam perigo a saude animal, humana e ao meio ambiente. O presente
trabalho foi desenvolvido com objetivo de produzir um aditivo alimentar contendo
nanoemulsdes simples agua/dleo essencial (A/OE) enriquecidos com vitaminas C, D
e E, e minerais Calcio e Fésforo para peixes como tildpia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). Foram utilizados OEs de Melaleuca alternifolia (M) e Citrus aurantium (C)
isolados. Foram realizadas triagens dos niveis de cada componente da emulsao,
avaliacdo das caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas para definir a melhor
nanoemulsdo. Foi realizado teste de palatabilidade e testes experimentais com 10
grupos de alevinos de tilapia, sendo o grupo controle GO com 0,0 g, M1, M2, M3, C1,
C2, C3, M1C1, M2C2, e M3C3, com 0,5, 0,75 e 1,0 g de OE respectivamente, para 5
g de emulsdo e 50 g de racdo. Foi avaliado o comportamento e parametros
zootécnicos dos animais. Foi possivel produzir nanoemulsées com tamanho
nanomerico (105,1 = 2,1 para C a 222,6 + 2,0 nm para M), estaveis e demonstrada a
sua palatabilidade quando adicionada a racao para peixes como tilapia com 100%
de consumo pelos animais. Também foi depositado um pedido de patente. Eventos
comportamentais ndo foram significativos em todos os grupos (p > 0,05) comparado
ao GO, indicando que dietas suplementadas com OEs nao revelaram efeitos toxicos

aos peixes nas condi¢des formuladas. Ganho de comprimento, ganho de peso, taxa



de crescimento especifico e taxa de conversdo alimentar também ndo foram
representativos em grupos tratados comparado ao GO (p > 0,05). A taxa de
sobrevivéncia foi maior em C3 comparado ao GO e aos demais. Diante disto,
conclui-se que foi possivel produzir um aditivo alimentar palatavel contendo
nanoemulsdo a base de OEs enriquecidos com vitaminas C, D e E, e minerais

Célcio e fésforo, para peixes como tildpia com possivel uso em escala industrial.

Palavras-Chave: Nutricdo Animal, Nanotecnologia, Compostos Fitogénicos

Aquicultura.



ABSTRACT

Fish farming is an activity of the agricultural sector developed worldwide in several
countries, standing out for high levels of fish production as a source of animal protein
for human consumption. One of the factors considered important for the success of
this activity is nutritional management, with the use of balanced diets rich in vitamins
and minerals for the best growth of the fish. However, some nutrients, as they are
water-soluble, such as vitamin C and phosphorus, hinder maximum use by fish,
wasting the feed and increasing the production cost. Nanotechnology is an effective
tool to overcome these limitations, using nanoemulsions prepared with essential oils
(EOs), to incorporate vitamins and minerals in the feed, offering protection, stability,
and bioavailability. EOs had phytogenic and biodegradable compounds, with
beneficial properties, which can be used safely because they do not represent a
danger to animals, human health, or the environment. In this context, the present
work was developed to produce a food additive containing water/essential oil (W/EO)
nanoemulsions containing vitamins C, D, and E, and minerals as calcium and
phosphorus for fish like Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Melaleuca alternifolia (M)
and Citrus aurantium (C) EOs were used. Screenings of the levels of each
component of the emulsion, evaluation of the organoleptic, and physicochemical
characteristics to define the best nanoemulsion were carried out. Palatability test and
an experimental test with 10 groups of tilapias fry were performed, being the control
group GO with 0,0 g , M1, M2, M3, C1, C2, C3, M1C1, M2C2, and M3C3, with 0.5,
0.75, and 1.0 g of OE respectively, for 5 g of emulsion and 50 g of feed. The behavior
and zootechnical parameters of the animals were evaluated. It was possible to
produce nanoemulsions with nanometric size (105.1 £ 2.1 for C, and 222.6 £ 2.0 nm
for M) stable, and demonstrated their palatability when added to the diet for fish like
tilapia with 100% consumption by the animals. A patent application has also been
filed. Behavioral events were not significant in all groups (p > 0.05) compared to GO,
indicating that diets supplemented with EOs did not reveal toxic effects to fish in the
experimental conditions. Length gain, weight gain, specific growth rate, and feed
conversion rate were also not representative in treated groups compared to GO (p >

0.05). The survival rate was higher in C3 compared to GO and the others. It is



concluded that it was possible to produce a palatable food additive containing
nanoemulsion based on EOs containing vitamins C, D, and E, and minerals calcium

and phosphorus, for tilapia with possible use on an industrial scale.

Keywords: Animal Nutrition, Nanotechnology, Phytogenic Compounds, Aquaculture
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1. INTRODUCAO

A piscicultura € uma das importantes actividades do setor agro-pecuario
desenvolvida em varios paises a nivel mundial, se destacando por altos niveis de
producdo de peixe como fonte de proteina animal para o consumo humano (PEIXE
BR, 2019). Assim sendo, os produtores utilizam os diferentes sistemas de producéo
para alcancar a maxima produtividade de forma viavel, econémica e sustentavel,
para obtencéo de peixes de Otima qualidade para atender a demanda do mercado.
Tal aumento, requer a utilizacdo de ra¢des balanceadas principalmente em sistemas
intensivos onde ha restricdo de alimento natural incapaz de atender as exigéncias
nutricionais (KUBITZA, 2011).

Com essa intensificagcdo tornou-se necessaria, pesquisas relacionadas a
alimentacdo e nutricdo para elevar o desempenho dos peixes. As vitaminas (C, D, E)
e 0s minerais célcio e fésforo (Ca, P), nutrientes comumente utilizados na producéo
de racdo animal, sdo importantes para otimizacdo do desempenho zootécnico, pois
animais nutridos sdo resistentes a doencas oportunistas. A auséncia destes,
interfere diretamente na vida dos peixes levando a desnutricdo, baixa imunidade e
deformagdes no corpo (ROCHA, 2016).

Todavia, a solubilidade de alguns desses nutrientes como a vitamina C e o
fésforo, impossibilita o seu maximo aproveitamento, levando ao aumento no
desperdicio da racéo e no custo de producdo (TOYAMA et al. 2000). Ainda, o fésforo
€ 0 mineral que mais causa a eutrofizacao da agua, podendo levar a caracteristicas
organolépticas indesejaveis da carne. Assim sendo, estratégias para a utilizacédo de
formas mais estaveis, protegidas e menos sujeitas a processo de lixiviagdo estédo
sendo desenvolvidas (BOMFIM, 2013).

Com a nanotecnologia, através de sistemas de liberacdo controlada (SLCs)
nanoestruturados € possivel amenizar este impasse (THANGARAJ;
SEETHALAKSHMI, 2014). Nanoemulsdes sdo SLCs com grande potencial para a
encapsulacdo de principios ativos. Possuem a capacidade de carreamento de
substancias dando protecéo, estabilidade e biodisponibilidade, e liberacédo no local
especifico dentro do organismo animal. Apresentam alta capacidade de retencao

podendo se manter por longo periodo no organismo. N&o utilizam maiores
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quantidades do principio ativo, levando a reducdo de possiveis efeitos colaterais
(BIZERRA; SILVA, 2016; HILL; LI, 2017; ALENCAR et al. 2018).

Thangaraj; Seethalakshmi (2014), relataram a importancia da encapsulacao
de nutrientes (exemplo da vitamina C) como forma de protecdo contra fatores
externos, que podem comprometer a sua atividade bioldgica. As nanoemulsdes
podem ser produzidas com 6éleos essenciais (OEs) de plantas, mostrando-se
vantajoso pelas suas inumeras propriedades benéficas no desempenho produtivo e
na sobrevivéncia dos peixes (SUTILI, 2016). Podem ser usados em piscicultura
como antifingicos, antibacterianos, imunoestimulantes, em substituicio aos
antibiéticos e outros farmacos que podem perigar tanto a saude do animal, quanto a
do consumidor e 0 meio ambiente.

Com base nesse contexto, o estudo foi realizado com objetivo de produzir um
aditivo alimentar contendo nanoemulsdo a base de 6leos essenciais enriquecidos
com vitaminas C, D e E, Célcio e Fésforo para uso em criacfes de peixes como a
espécie tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). A partir dessas informacdes
detalhadas foi depositado um pedido de patente, com possivel uso em escala

industrial, e foi produzido um artigo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Piscicultura no Brasil

A arte de producdo de peixes remonta no periodo da era crista, durante os
impérios egipcio e romano. Desde entdo, a piscicultura vem se disseminando,
mostrando interesse para a comunidade cientifica e para a populagdo em geral
(FARIA et al. 2014).

No Brasil, esta atividade teve inicio em 1904 com Carlos Botelo, mas os
estudos foram intensificados com o pesquisador brasileiro Rodolpho Von Lhering no
periodo de 1927 - 1930. Nessa década comecgou o seu desenvolvimento com o
povoamento de acudes publicos no Nordeste para atender a necessidade das
populacdes circunvizinhas (FARIA et al. 2014).

O sistema utilizado nessa época era extensivo, um modelo de piscicultura
popular destinado a produtores de pequena escala que visa incrementar a renda
familiar. Os peixes eram mantidos a base de alimentos naturais sem uso de
suplementos, resultando em baixo nivel de producdo e tempo de cultivo
relativamente longo (FARIA et al. 2014).

Com o aumento de pesquisas relacionadas com a nutricdo e alimentacéo de
peixes, surgiram tecnologias modernas que transformaram o sistema extensivo em
intensivo e super-intensivo focados no uso de racdo com melhor qualidade nutritiva,
para melhorar a salde e maximizar o crescimento dos peixes (FURUYA, 2013).

O Brasil possui um grande potencial para o desenvolvimento da piscicultura
devido as suas condi¢cdes naturais favoraveis, sendo o maior mercado da América
Latina e um dos maiores do mundo, tendo no ano 2014 produzido 578.800 toneladas
(t) de peixes (figura 1). Apesar de alguns entraves que limita o crescimento da
producédo no pais, como por exemplo, dificuldades de obter licencas ambientais, falta
de politicas especificas para o desenvolvimento do setor, dificuldades no acesso ao
crédito, alto custo de producéo, tecnologias pouco disponiveis e a crise hidrica que
atingiu a regido nordestina, a piscicultura no pais continua crescendo e aumentando
a sua produtividade, tendo no ano 2015 alcancado 638.000 t. Com incremento de
1% em 2016, totalizando 640.510 t. Em 2017, a piscicultura cresceu em 8% do PIB
tendo terminado o0 ano com uma produgéao de 691.700 t (figura 1) (PEIXE BR, 2019).

O aumento foi possivel gracas a 3 estados da regido sul, o Parana, a Santa Catarina
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e 0 Rio Grande do Sul que contribuiram com mais de 24.500 t, levando a regi&o a
alcancar nesse ano 178.500 t. A regiao Centro-Oeste ficou na terceira posicdo com
122.000 t. A regido do semiarido nordestino foi definida como area estratégica para
gestdo sustentavel pois € uma regido que possui problemas de escassez hidrica
(PEIXE BR, 2019).

A tilapia teve maior producdo entre as espécies de agua doce cultivadas no
Brasil em 2018, representando 55,4% da producdo, isto €, aproximadamente
400.280 t de um total de 722.560 t (figura 1), tendo um aumento de 11,9% de
producdo em relagédo ao ano anterior 2017 (PEIXE BR, 2019). Ela continua liderando
as demais, e em 2019 a produgédo atingiu 758.006 t, representando um aumento de
4,9 % comparativamente ao ano anterior e representando 57% de toda a piscicultura
(PEIXE BR, 2020).

Nacionalmente, o estado pernambucano possui um crescimento progressivo
em piscicultura, apesar da falta de organizacdo e estruturacdo da cadeia produtiva
(PEIXE BR, 2019). O estado ¢ liderado por duas regides potenciais em producédo de
peixes de cultivo, a regido da Mata Sul caracterizada por um ambiente humido
devido a muitos rios e riachos, com sistemas de viveiros escavados, e a regiao do
sertdo do rio Sao Francisco com grandes barragens de Moxoté e Itaparica, baseado
em sistema de tanques-redes de alta producao intensiva. Esta regido, é considerada
um dos maiores polos de piscicultura do nordeste de Pernambuco que abrange
Petrolandia, Jatoba, Itacuruba, Belém do S&o Francisco e Floresta, onde atuam
pequenos e médios produtores, porém, os maiores destacam-se a Pesca Nova e a
Netuno, que possuem infraestruturas proprias de producdo de alevinos e
beneficiamento do pescado. Dados do Peixe BR, 2019, prevé até o ano 2025, uma

producdo mundial de 100 milhdes de toneladas de peixes cultivados.
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Crescimento da piscicultura brasileira nos ultimos 6 anos
758.006 t

722.560 t
691.700 t
640.510 t
638.000 t
578.800 t l
l 5 17 2019

Figura 1. Crescimento da piscicultura brasileira nos ultimos 6 anos
Fonte: Adaptado do Peixe BR, 2019, 2020.

2.2 Tilapicultura Brasileira

Brasil possui diversas espécies de peixes, tanto nativas quanto exoéticas com
alto potencial para a piscicultura. Entre as exoticas, esta a tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758), que conquistou o pais convertendo - se em
uma espécie importante tanto para o Brasil, quanto para o mundo no geral pela
facilidade na adaptacdo em diferentes condicbes de cultivo e suas caracteristicas
positivas como rusticidade e alto indice de produtividade (SEBRAE, 2015).

A tildpia nilética também conhecida como "frango aquatico" (devido ao seu
sabor delicioso semelhante ao frango), € uma espécie de agua doce, nativa do
continente africano (delta do rio Nilo) e pertencente a familia Chichilidae. Ela cresce
mais em cativeiro, sendo amplamente disseminada em diversos paises das regidoes
tropicais e subtropicais, chegando a ser a primeira cultivada no Brasil e a segunda
no mundo perdendo somente para carpas, (IBGE, 2015).

Foi introduzida no pais juntamente com a tilapia de Zanzibar (Oreochromis
shornorum) pelo Departamento Nacional de Obras Contra a Secas (DNOCSs) na
década de 1970, objetivando a producdo de alevinos para povoamento dos
reservatorios publicos da regido nordeste e para o fomento de cultivo (VIDAL, 2016).

Ganhou importancia a partir da década de 90, e sua faixa de temperatura em torno
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de 26 a 30 °C facilitou a expansao do cultivo para muitas regides como o nordeste,
sudeste e o sul do pais (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017).

Desde entdo, a tilapicultura é praticada em quase todos os estados do Brasil,
sendo 5 como os maiores produtores representando 70,5% da producéo total, tendo
o Parana como o principal produtor com 105.392 t em 2017. Em 2018, o estado
ocupou 12 posicdo com 123.000 t, Sdo Paulo a 22 posi¢cdo com 69.500 t, Santa
Catarina a 32 posi¢cdao com 33.800 t, Minas Gerais a 42 posicdo com 31.500 t e por
altimo a Bahia a 52 posi¢cdo com 24.600 t (PEIXE BR, 2019). No ranking de producao
de tilapias em 2016, Pernambuco ficou em 172 posicdo com 12.000 t e em 152
posi¢cdo no ano 2017 com 17.000 t. A producao cresceu, e em 2018 aumentou para
23.470 t com uma variacdo de 38,1% em relacdo ao ano anterior. No entanto, em
2019 o estado aparece na lista pela primeira vez entre 0s cinco maiores produtores
deixando de fora a Bahia (PEIXE BR, 2020).

Condigdes que favorecem o desenvolvimento da piscicultura em Pernambuco,
como qualidade da agua com grande volume devido as barragens construidas para
geracado de energia elétrica, niveis 6timos de oxigénio e clima préprio para a criagao
durante o ano, fazem com que o0 estado seja uma importante regido produtora de
peixes. Além disso, a padronizacdo do processo de licenciamento ambiental,
elevada oferta de insumos e um grande numero de profissionais qualificados pelo
curso de Engenharia de Pesca, da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
contribuem para o aumento da producdo. Com isso, 0 Brasil consolida-se na 42
posicdo entre os maiores produtores de tilapia no mundo, apdés a China em 12
posicdo, a Indonésia na 22 e o Egito na 32 posicao (PEIXE BR, 2020).

A espécie Oreochromis niloticus possui habito territorialista (briga pelo seu
territdrio) e caracteristicas zootécnicas favoraveis como, facilidade na adaptacdo as
diversas condi¢cOes de cultivo com baixo custo de producédo, aceita alimentos tanto
de origem animal quanto de origem vegetal, possui alta prolificidade (capacidade de
gerar maior numero de alevinos), rusticidade (resisténcia a doencas, estresse, altas
densidades de povoamento e baixo teor de oxigénio dissolvido), tolerancia a
mudancas de temperatura podendo ser cultivadas entre 15 a 32 °C, porém com um
intervalo ideal de 26 a 30 °C (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017), e também em

areas de alta salinidade (HELUY, 2019). Tem rapido crescimento com um bom
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desempenho produtivo, alcancando o peso ideal para a comercializagdo (600
gramas a 1 quilograma) em intervalo de 4 a 7 meses de cultivo porém dependendo
do clima. Este € um dos pontos considerados importantes na producdo, pois
influencia no metabolismo dos peixes fazendo com que estados mais quentes como
o Nordeste (7 meses de cultivo), tenham vantagens em relagédo aos estados mais
frios, como o Sul do pais (9 meses de cultivo) (SEBRAE, 2015). Sua carne branca €
de boa qualidade, sem espinhas intramusculares em forma de "y", 6timo rendimento
de filé apresentando aproximadamente 85% de agua em sua composi¢cao e com alta
aceitacdo no mercado consumidor (ANDRADE et al. 2015).

Para além da carne, a pele de tilapia-do-Nilo é usada em medicina no
tratamento de queimaduras e feridas. Estudos histolégicos confirmam a sua
utilizacdo como um 6timo curativo pois, possui boa quantidade de colageno Tipo |,
boa resisténcia a tracdo, boa umidade semelhante a pele humana, boa aderéncia da

pele na ferida e melhora o processo de cicatrizagdo (FRANCO et al. 2013).

2.3 Nutricdo e Alimentacao de Peixes

Um dos principais gastos na producdo aquicola € com a alimentacao,
considerada o fator de extrema importancia para a vida do animal, podendo chegar
em até 70 a 80% do custo total. No entanto, profissionais da area estdo cada vez
mais buscando cada vez mais alternativas que minimizem 0s custos e maximizem a
producdo (ANDRADE et al. 2015).

Com a intensificacdo da piscicultura tem havido desequilibrios nutricionais
devido ao inadequado enriquecimento vitaminico e mineral nas racdes (LIMA;
BARBOSA, 2016). Estes nutrientes sdo importantes para o normal funcionamento de
processos bioldgicos, para formacao de tecidos 6sseos, sanguineos e escamas dos
peixes. Atuam como cofatores enzimaticos no metabolismo, desempenham funcées
especificas no equilibrio &cido-base do sangue, na transmissdo dos impulsos
nervosos, sintese de metaloproteinas (hemoglobina) e de células de defesa. Sao
imprescindiveis para a manutencdo da higidez animal, atuando na integridade da
pele, branquias e mucosa intestinal, no processo de cicatrizagdo e sao considerados
antioxidantes. A suplementacdo adequada das vitaminas e sais minerais, é

necessaria para o aumento do desempenho reprodutivo das matrizes e a qualidade
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das larvas e alevinos, maior crescimento animal, melhor conversdo alimentar,
tolerdncia a doencas, ao manuseio e transporte vivo, alcance de altas taxas de
produtividade, aumento de numero de safras anuais e alta digestibilidade
contribuindo com a reducdo do lancamento dos efluentes no meio ambiente
(KUBITZA, 2011).

Sais minerais, S&0 compostos inorganicos essenciais para a vida, usados
pelos peixes na formacdo de tecidos e varios processos metabdlicos. Eles diferem
de outros nutrientes exigidos, por ndo serem produzidos pelo organismo, devendo
ser adicionados na dieta. Desempenham vérias funcdes bioldégicas como, estruturais
(constituicdo de tecidos O6sseos e proteinas musculares), regulatérias (regulam as
reacdes enzimaticas do organismo) e fisioldgicas (mantém o balanco osmético entre
os fluidos corporais e a agua, e a permeabilidade da membrana) (SILVA, 2015). Em
sistema intensivo, a dieta é a principal fonte desses elementos, no entanto, em
ambientes naturais, estes e outros minerais podem ser absorvidos diretamente da
agua (NRC, 2011).

Vitaminas sdo moléculas organicas importantes na dieta dos peixes e estao
envolvidas em 100% nas rea¢Bes quimicas dos mesmos atuando como cofatores ou
substratos com funcdes especificas no processo metabdlico celular. A minoria delas
sdo substancias Unicas, a maioria sdo familias de substancias quimicas
relacionadas, com as mesmas atividades biologicas, estando divididas em
hidrossollveis (soliveis em agua) que devem estar presentes na dieta diaria e na
quantidade correta, pois, por ndo serem armazenadas 0 seu excesso é excretado, e
lipossoluveis (soliveis em gorduras/6leos) que podem ser estocadas nos tecidos,
sendo fornecido em pequena quantidade na dieta (SILVA, 2015).

A deficiéncia ou auséncia de uma determinada vitamina ocasiona uma
hipovitaminose, perda de apetite, descoloracdo da pele, perda de coordenacéo,
estresse, hemorragias, lesdes no corpo do animal, aumento de susceptibilidade as
infec¢bes bacterianas e aumento na taxa de mortalidade. A falta das lipossoluveis
também implica sérias perdas econOmicas em funcdo da reducdo do ritmo de
crescimento, reducdo da eficiéncia alimentar, degeneracdo das branquias e
hipertrofia (NAVARRO et al. 2009).
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Cada espécie de peixe apresenta uma necessidade quantitativa diferente de
cada fonte nutricional. Essa diferenca de necessidades em vitaminas entre as
diferentes espécies de peixe ocorre porque algumas espécies sintetizam certas
vitaminas e outras ndo, também, porque cada espécie tem uma resposta diferente a
uma determinada quantidade de vitamina (NAVARRO et al. 2009).

A exigéncia das vitaminas por tilapias cultivadas em sistemas extensivos, é
suprida parcial ou totalmente por alimentos naturais presentes na agua. No entanto,
as cultivadas em sistema intensivo ou semi-intensivo, necessitam do fornecimento
de vitaminas na dieta, principalmente na fase inicial de vida pois tem uma maior
demanda em relacdo a fase de engorda. Uma racdo completa ira garantir um bom
desenvolvimento dos peixes e reduzir o estresse causado pelo manuseio ou altas
densidades (SILVA, 2015).

2.3.1. Vitamina C (Acido ascérbico)

A vitamina C, € uma vitamina hidrossoluvel, das mais estudadas para peixes,
pois, tanto estes quanto outros animais ndo sdo capazes de sintetiza-la, sendo
necesséaria sua inclusdo na dieta. Ela é fundamental especialmente nos estagios
iniciais de vida, por apresentar um efeito direto no crescimento, desenvolvimento dos
processos digestivos, (ROTTA, 2003; LIU et al. 2011) e por desempenhar um papel
importante na formacdo do Colageno, componente do esqueleto (TOYAMA et al.
2000). Além de fortificar o sistema imune reduzindo a mortalidade, também atua na
manutencdo do tecido conectivo, vascular e 0sseo, na cicatrizacdo, na sintese
protéica e sintese de eritrécitos na corrente sanguinea importante para o transporte
de oxigénio e diéxido de carbono (NSONGA et al. 2009).

A vitamina C também ajuda na absorcao do ferro evitando anemia microcitica
e hipocromica aos alevinos (BARROS et al. 2002), prevencdo do estresse e
infeccbes bacterianas e, juntamente com a vitamina E, minimiza a peroxidacdo de
lipidos nos tecidos (FURUYA, 2013). Ela aumenta a capacidade antioxidante das
células pela neutralizacdo dos radicais livres e permite maior sobrevivéncia dos
alevinos (TOYAMA et al. 2000).

A deficiéncia desta vitamina em peixes pode levar a atrofia muscular,

paralisia das nadadeiras dorsal e peitoral (natagdo erratica ou em espiral) falta de
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coordenacdo motora, espasmos musculares, coloracdo escura, exoftalmia (olhos
saltados), crescimento retardado, escoliose, cifose, lordose com escorregamento de
vértebras, ascite (barriga d’agua), dermatite, hemorragia, convulséo, letargia, perda
de escamas, excesso de muco, podendo aumentar o nivel de mortalidade (ROTTA,
2003).

2.3.2 Vitamina D

A vitamina D, é uma vitamina lipossolavel, dividida em dois tipos: D3
(colecalciferol) e D2 (ergocalciferol) convertida em 25-hidroxivitamina D3
(prohormonio, calcidiol). E produzida principalmente no figado, por uma ou mais
enzimas, podendo também ser produzida fora do figado em certas células como
enterdcitos, que contém enzimas semelhantes as encontradas no figado (MENDES,
2000). Esta vitamina é fundamental para o funcionamento normal do organismo,
regulacdo dos niveis de célcio e fésforo no plasma e nos o0ssos, evitando a
hipercalcemia (MENDES, 2000). E importante para a formacdo de osteoblastos
(células osteoprogenitoras responsaveis pela sintese dos componentes organicos da
matriz 6ssea), para o desenvolvimento fetal e fungéo do sistema nervoso, pancreas
e sistema  imunolégico. Possui também, efeitos  anti-inflamatorios,
tromborregulatérios, antioxidante, e reduz a taxa de mortalidade (BUITRAGO et al.
2003).

2.3.3 Vitamina E ( a- Tocoferol)

A vitamina E, € uma substancia lipossoluavel, instavel e facilmente oxidavel,
perdendo maior parte de sua atividade bioldgica quando estd no estado oxidado.
Possui maior atividade biolégica em comparacdo a outros compostos, devido a
maior indice de absorcédo intestinal, maior deposicao nos tecidos e menor excrecao
fecal. O acetato de tocoferol ndo é assimilado diretamente em humanos ou animais,
sendo portanto hidrolisado em vitamina E através das enzimas pancreéticas
chamadas de colesterol éster hidrolases, presentes no trato gastrointestinal e sendo
finalmente absorvidas pela parede intestinal (ALKALADI, 2019). Esta presente nas
membranas celulares dando protecdo contra oxidacdo de &cidos graxos

polinsaturados e do colesterol, atua como antioxidante reduzindo ou inibindo a
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producdo e acdo dos radicais livres, protege os tecidos, influencia o sistema
imunolégico aumentando as defesas e protege os filés durante o armazenamento. A
vitamina E, possui efeitos no desenvolvimento gonadal no periodo da vitelogénese
dos peixes em reproducdo, na eclodiblidade dos ovos e na sobrevivéncia das larvas
(IZQUIERDO et al. 2001; NAVARRO et al. 2009).

2.3.4 Calcio

O calcio € um dos minerais mais exigidos ou exigidos em elevadas
concentracdes na dieta animal além do fésforo (RIBEIRO et al. 2006). Possui baixa
solubilidade em &gua, é encontrado em maior parte nos 0ssos e escamas dos
peixes. E importante para a osmorregulacdo, coagulacéo sanguinea, funcionamento
dos musculos, transmissao dos impulsos nervosos e tem papel importante em varias
reacfes metabdlicas (ROCHA, 2016).

Os peixes absorvem o calcio diretamente da agua através do tecido branquial
em ambiente natural, porém em regime intensivo ou semi-intensivo é necessario sua
inclusdo na dieta para satisfazer a demanda nutricional. Além do tecido branquial, o
mineral pode ser absorvido através do intestino quando a dieta possui teores
adequados de vitamina D3, juntamente com o fosforo, atua no desenvolvimento,
reproducdo, manutencdo do sistema esquelético e estabilidade das vértebras. Sua
deficiéncia acarreta falta de apetite e menor mineralizacdo 6ssea que ira interferir

diretamente no seu crescimento (ROCHA, 2016).

2.3.5 Fosforo

O fésforo é um mineral hidrossollvel, essencial para o metabolismo
energeético, crescimento, mineralizacdo O6ssea e reproducdo. Esta presente em
acidos nucleicos, fosfolipidos, enzimas, compostos glicoliticos e de alta energia,
participando de inUmeros processos essenciais e atua na fosforilagdo oxidativa.
Sinais de sua deficiéncia no organismo do peixe, inclui a falta de apetite, dificuldades
na digestibilidade de lipidos, carboidratos, energia, reducdo na eficiéncia alimentar,
maior acumulo de gordura na carcaca, deformacédo dos 0ssos da regido da cabeca,
menor mineralizagdo 0ssea e consequentemente crescimento reduzido (MIRANDA
et al. 2000; PEZZATO et al. 2006).
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Em ambiente natural, os peixes tem a capacidade de absorver quase 100%
de todos minerais necessarios para o seu desenvolvimento, com excessdo do
fésforo que é o mais pesquisado para os peixes (RIBEIRO et al. 2006). A dieta
desempenha maior importancia do que a agua para satisfazer a necessidade dos
peixes em fosforo, e quase 90% do nutriente proveniente desta dieta € destinado a
constituicdo dos tecidos de sustentacdo. Porém, este mineral presente na dieta de
origem vegetal € indisponivel, por estar na forma de fitato, e os peixes nao
produzem a enzima fitase. O resto do fésforo e outros nutrientes ndo absorvidos
pelo animal é excretado e perdido na agua, podendo causar a eutrofizacdo do meio
apos a decomposicdo, levando a caracteristicas organolépticas indesejaveis da
carne do peixe (RIBEIRO et al. 2006).

Alguns desses nutrientes, como a vitamina C e o fésforo, possuem baixa
estabilidade por serem hidrossolUveis propiciando grandes perdas pelo processo de
lixiviagdo, e nado satisfazendo as necessidades nutricionais dos peixes
(THANGARAJ; SEETHALAKSHMI, 2014). Portanto, para proteger qualquer nutriente
instadvel da destruicdo, € necessario estabilizar antes do consumo pelo animal,
porém o processo ndo deve comprometer a sua atividade bioldgica. Com isso, 0
método capaz de estabilizar os componentes funcionais e reduzir a perda de
nutrientes na agua, aumentando a eficiéncia de absorcdo é a nanotecnologia
(BOMFIM, 2013). Esta é uma ferramenta multidisciplinar que envolve a criacdo e
utilizacéo de diferentes sistemas em escala manométrica geralmente entre 0,1 e 200
nandmetros (SCHAFFAZICK et al. 2003).

2.4 Sistemas de Liberacao Controlada (SLC)

Sé&o sistemas nanoestruturados utilizados para o encapsulamento e entrega
de substancias com atividade biol6ogica (BIZERRA; SILVA, 2016). Esses sistemas
tém atraido muitos pesquisadores devido a sua ampla utilizacdo na area cosmética
(MARZUKI et al. 2019), farmacéutica (JAISWAL et al. 2015), industria de alimentos
(JAMPILEK et al. 2019), medicinal (HORTA, 2015), agricola (ZHAO et al. 2017) e
veterinaria (BASTO et al. 2016), como veiculos para transporte de principios ativos
(HERNANDES, 2015). Os SLCs, possuem capacidade de carrear uma substancia,

conduzi-la até o local especifico e libera-la de forma refreada, aumentando deste
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modo a eficiéncia do produto encapsulado, a estabilidade e a sua biodisponibilidade,
além disso, utilizam menores quantidades de principio ativo, podendo reduzir
possiveis efeitos colaterais. Apresentam alta capacidade de retencdo podendo se
manter por tempo prolongado no organismo (SINGH et al. 2017; ALENCAR et al.
2018). Nanoformula¢tes de compostos ativos preparados como transportadores séo
favoraveis pois garantem ndo apenas a estabilidade, mas também liberagdo
frequente e controlada de nutrientes (JAMPILEK et al. 2019).

2.4.1 Emulstes

Sao sistemas heterogéneos resultantes da mistura de dois liquidos imisciveis
entre si (6leo e agua), onde um esta disperso no outro em forma de vesiculas ou
gotas. O liquido que contém as gotas dispersas € chamado de fase continua ou
externa, a outra fase € chamada descontinua, interna, ou dispersa. As emulsdes
simples sédo classificadas em oOleo-em-agua (O/A) ou &gua-em-6leo (A/O),
dependendo da fase externa, podendo existir ainda emulsdes multiplas agua-em-
Oleo-em-agua (A1/O/A2) ou Oleo-em-agua-em-0leo (O1/A/O2), sendo todas
estabilizadas por um ou mais agentes emulsificantes também chamados de
tensoativos ou surfactantes (FRANGE; GARCIA, 2009; DALTIN, 2011). Os
surfactantes sdo compostos organicos anfipaticos que em sua molécula apresentam
uma parte apolar (lipofilica) e outra parte polar ou iénica (hidrofilica), com duas
funcbes bésicas, reduzir a tenséo interfacial favorecendo a formacgdo da emulséo e,
evitar a coalescéncia entre as gotas da emulsdo (TADROS et al. 2004). A presencga
de surfactantes diminui a forca de coesdo entre as moléculas do solvente,
localizadas na superficie, reduzindo a tensdo superficial. A adicdo de mais
moléculas de surfactante apdés a saturacdo da superficie entre as duas fases
(polar/apolar) ndo diminuir4 a tensédo superficial. Os tensoativos sao classificados
como anibénicos (carga negativa), catibnicos (carga positiva), ndo i6nicos ou
anfotéricos (carga positiva e negativa), de acordo com 0 grupo presente na parte
polar (DALTIN, 2011).

Tensoativos n&o-ibnicos apresentam Equilibrio Hidrofilo Lipdfilo (EHL) na
faixa de 1 a 20. Este parametro é usado para selecionar os surfactantes para as

emulsbes. O EHL, indica atracdo simultdnea deste em migrar para a interface entre
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a fase oleosa e aquosa, para reduzir a tenséo interfacial da emulséo. Tensoativos
com EHL de 3 a 6 séo considerados lipofilicos e produzem emulsdes do tipo A/O, e
com EHL de 8 a 18 séo considerados hidrofilicos e produzem emulsdes do tipo O/A,
ou seja, pode-se dizer que, quanto menor o valor de EHL, mais hidrofébico é o
agente emulsificante. O polissorbato 80 (Tween 80) e monooleato de sorbitan (Span
80), sao surfactantes ndo anibnicos comumente empregues para a formacdo de
emulsdes simples O/A, de uso topico, oral e parenteral. Possuem boa estabilidade e
compatibilidade quimica, com baixa toxicidade e ndo s&o irritantes. Apresentam
Equilibrio Hidrdfilo Lipdfilo (EHL) opostos, o Tween 80 com EHL alto (15,0) e o Span
80 com EHL baixo (4,3) (DALTIN, 2011).

As nanoemulsdes podem ser utilizadas como SLCs, pois sdo sistemas
bastante promissores desenvolvidos como uma alternativa para a encapsulamento e
liberacdo de principios ativos, nutrientes e outros produtos (SCHAFFAZICK et al.
2003).

A grande atracdo das nanoemulsGes para aplicacdo em diferentes areas, €
devido as suas caracteristicas como, tamanho muito pequeno nano (inferior a 300
nm) com elevada superficie de contato levando a melhoria da sua biodisponibilidade;
capacidade de liberacdo de ativos, sua estabilidade evita coalescéncia das
particulas, tornando-as adequadas para entrega de bioactivos (IZQUIERDO, et al.
2002).

As nanoemulsdes como transportadores, podem reduzir o problema de
solubilidade de nutrientes, pois tém um potencial de estabilizacao de ativos lipofilicos
e hidrofilicos, (FLORES et al. 2013). As nanoemulsfes ajudam a proteger
substancias sensiveis a reacdes adversas como vitaminas, carotendides,
antioxidantes, proteinas e sais minerais, preservando suas propriedades biolégicas,
caracteristicas organolépticas e melhorar a palatabilidade dos produtos. Quando
armazenadas em condi¢des proprias e adequadas, podem ficar estaveis por longo
prazo (PAREDES et al. 2016).

Oleos essenciais (OEs) de plantas podem ser utilizados para producéo de
nanoemulsdes pois, extratos vegetais possuem efeitos benéficos para a saude
humana e animal (CHITMANAT et al. 2005).
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2.5 Oleos Essenciais (OESs)

OEs sao misturas de compostos naturais lipofilicos, arométicos e volateis
produzidos pelo metabolismo secundario de tecidos vegetais em resposta a fatores
estressantes, com funcbes fundamentais na protecdo e sobrevivéncia das plantas
contra microrganismos como bactérias e parasitas (JANCZYK et al. 2009). Esses
compostos ou metabdlitos sdo hidrocarbonetos terpénicos, &lcoois simples,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, cumarinas, peroxidos, acidos organicos,
oxidos, lactonas, etc. responsaveis pelos sabores e odores agradaveis, e com um
composto majoritario farmacologicamente ativo que confere suas propriedades
biolégicas (FERNANDES et al. 2015).

Os OEs se destacam pela sua boa disponibilidade como um recurso
fitoterapico e culinario (BRASIL, 2006), boa biodegradabilidade com menor impacto
ambiental, saide humana e baixa toxicidade (FERREIRA et al. 2011), podendo ser
extraidos de partes de vegetais (raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes)
através de destilagdo por arraste a vapor d‘agua. A sua composi¢cao quimica varia
consideravelmente em funcdo das condi¢cBes climaticas, época de colheita, solo,
irrigacao, fertilizacdo, origem geografica, método de extracdo, espécie, estagio de
desenvolvimento da planta e a forma como esse principio € metabolizado. As
plantas possuem um ou mais compostos majoritarios, que as conferem suas
propriedades biolégicas (WINDISCH et al. 2008).

Estudos realizados por pesquisadores, comprovaram a eficacia da utilizacdo
de dleos essenciais de plantas como potenciais inseticidas (SIMAS et al. 2015), no
combate a resisténcia bacteriana aos antibioticos (YAP, et al. 2014), no tratamento
de patologias de pele (TEDESCO et al. 2014).

2.5.1 Oleos Essenciais (OEs) em Produc&o Animal

Varios estudos demonstraram a utilizacdo de OEs como de orégano, tomilho,
canela, cravo, entre outros, para diversos fins em Produgéo Animal, pois possuem
propriedades semelhantes a antibioticos e outros produtos sintéticos. O uso desses
produtos sintéticos tem sido desencorajados nos dias atuais, devido a alta
resisténcia antibacteriana dos microrganismos e o acumulo de residuos na carne e

no leite, causando problemas para a saude animal e humana. OEs podem ser
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usados na producdo de aditivo alimentar para leitbes em creche (WEEGE et al.
2019), para frangos e ruminantes (ZENG et al. 2015), atuando como um
antimicrobiano, e reduzindo o acumulo de amdnia e a producdo de metano entérico.
Este ultimo, para além de ser um gas de efeito estufa, € uma perda energética que
poderia ser usado para desempenho animal (STELLA et al. 2017). Pode ser usado
como substitutos aos antibiéticos (OMONINJO et al. 2018), para prevencdo e
tratamento de varias doencas fungicas e bacterianas, pois sdo produtos naturais,
biodegradaveis, geralmente sem toxicidade e mais seguros para 0S animais e 0
ambiente (ZENG et al. 2015).

2.5.2 Oleos essenciais (OES) em Piscicultura

Os OEs possuem propriedades extraordinarias e promissoras em diferentes
areas incluindo na piscicultura. Porém apesar de ser pouco estudado, estes, podem
ser adicionados em racdes servindo como aditivo alimentar imunoestimulante e
promotor de crescimento em tilapia nildtica (YAP et al. 2014; VALLADAO, 2018).
Outras técnicas de encapsulamento de OEs também podem ser utilizadas, como
método convencional de aspersdo com pulverizador, spray drying (secagem por
pulverizacdo), Spray cooling (resfriamento por spray), coacervagao, extrusao,
liofiizacdo e emulsificacdo (DAIRIKI et al. 2013; SILVA et al. 2014). Possuem
vantagens de serem substancias que ndo causam resisténcia bacteriana em peixes
(VALLADAO, 2018). Podem ser utilizados como antiparasitarios, antibacterianos,
antifngicos, antioxidantes, antivirais e imunoestimulante, principalmente quando
adicionados na agua. Sdo usados como uma boa alternativa em substituicdo aos
produtos sintéticos que causam problemas para a saude Unica (SUTILI, 2016;
YILMAZ et al. 2018).

2.5.3 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia (Arvore de cha/Tea tree)

A Melaleuca alternifolia (Tea tree) € uma planta pertencente a familia
Myrtaceae e subfamilia Leptospermoideaei, que ocorre principalmente na Malasia,
Polinésia e Australia. E conhecida como arvore de cha (em inglés tea tree) pelo fato
de suas folhas serem utilizadas para preparar um cha aromatico, sendo também

utilizadas como anti-séptico para tratamento de variedades de doencas dérmicas
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como queimaduras, mordidas de insetos, laceracdes e micoses (VIEIRA et al. 2004).
Sua principal caracteristica destaca-se a producao de 6leos essenciais utilizados em
farmacias e fabrica de cosméticos, também sdo potenciais meliferos (que produz
mel) e frutiferos (que produz frutos), sendo os frutos, carnudos e suculentos,
indicados para o consumo humano por apresentarem propriedades nutraceuticas
gragcas aos compostos secundarios aromaéticos, fitoterapicos e antioxidantes
presentes nessas plantas. O OE de melaleuca € obtido através da destilacdo a
vapor, das folhas e ramos terminais da planta (PADALIA et al. 2015)

Arthur Penfold, curador do Museu Australiano de Artes e Ciéncias Aplicadas,
obteve pela primeira vez em 1925, o OE de Melaleuca alternifolia e avaliou suas
propriedades que estdo relacionadas com acdo antibidtica, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antiviral, bactericida, expectorante, antifingica, inseticida,
antiparasitarios, antioxidante cicatrizante, anestésico, imunoestimulante e
anticancerigena. O valor terapéutico dessas plantas é determinado pela presenca
majoritaria de compostos quimicos, como por exemplo, o terpinen-4-ol, o principal

componente mais ativo do OE da arvore do cha (SAGAVE et al. 2015).

2.5.4 Oleo essencial de Citrus aurantium (Laranja Lima)

O Citrus aurantium vulgarmente conhecido como laranja azeda ou amarga
(podendo existir variedade dulci), pertence a familia Rutaceae e subfamilia
Aurantioideae, originou-se principalmente das regides tropicais e subtropicais do sul
e sudeste dos continentes asiético e africano, inclusive regifes da Australia (COSTA
et al. 2010).

Assim como a melaleuca, o citrus chegou ao Brasil através dos portugueses
durante a colonizagcdo e com melhores condi¢cdes de cultivos, estas plantas se
expandiram por todo o pais, se tornando um dos principais fornecedores de OEs
citricos (OLIVEIRA et al., 2012). Seus frutos sdo vulgarmente conhecidos por
citrinos, representados por laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e
Citrus deliciosa), limdes (Citrus limon), limas acidas, o Tahiti (Citrus latifolia) e o
Galego (Citrus aurantifolia), e doces como a lima da Pérsia (Citrus limettioides), o

pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), laranja azeda (Citrus aurantium) e
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toranjas (Citrus grandis). S&o ricos em vitaminas A, complexo B e vitamina C, e sais
minerais como célcio, potéssio, sodio, fosforo e ferro (OLIVEIRA et al., 2012).

O citrus é frequentemente utilizado na medicina popular como anti-
reumaticos, diuréticos, anti-sépticos do sistema urinario, no tratamento de cistite,
uretrite, prostatite, dismenorréia, colicas, mancha na pele e espinha. Também
possuem valor econdémico no mercado consumidor para producdo de sucos
industrializados e outros produtos como bagacos que séo utilizados na producédo de
alimentos para os ruminantes e producao de 6leos essenciais (DE LA CRUZ, 2008).

O OE de Citrus aurantium, também despertou interesse da comunidade
cientifica devido as suas propriedades antimicrobianas. Segundo o Mehl et al.
(2014), este Oleo possui mais de 200 componentes ativos divididos em
hidrocarbonetos terpénicos e terpenos oxigenados (terpendides), em proporcdes
variaveis, sendo o constituinte principal o hidrocarboneto terpénico limoneno com um
teor variando de 30% a 90% dependendo da espécie e da variedade da espécie. O
limoneno tem sido bastante utilizado como aditivo alimentar em bebidas e pastilhas
por possuir propriedades flavorizantes, sendo inclusive usado em fragrancias e em
produtos de limpeza, considerado seguro para seu uso como inseticida natural e
repelente (SIMAS et al. 2015), anestésico, antimicrobiana, cicatrizante, antioxidante,
anti-séptico, antitumorais, antidepressivas e imonuestimulante (LOPES et al. 2018).

Diante do exposto, torna-se vantajoso produzir uma racdo contendo
nanoemulsdo a base de OEs enriquecida com vitaminas C, D, E calcio e fésforo

como aditivo alimentar para peixes como tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Produzir uma racdo contendo nanoemulsdo a base de Oleos essenciais
enriquecidos com vitaminas C, D e E, Célcio e Fésforo como aditivo alimentar para

peixes como tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

3.2 Especificos

o Produzir nanoemulsao agua/éleo (A/O) enriquecido com vitaminas C, D
e E, e fosforo.

o Caracterizar a nanoemulsdo segundo a estabilidade e tamanho das
particulas, caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas, indice de
polidispersidade (PDI) e potencial zeta.

o Avaliar o comportamento dos peixes que receberam a racdo com
nanoemulsao.

o Analisar os parametros zootécnicos dos animais submetidos ao

tratamento com racédo e nanoemulsao.
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“PROCESSO DE PRODUCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ENRIQUECIDOS COM VITAMINAS E SAIS MINERAIS ADICIONADA
A RACAO PARA PEIXES”

Campo dainvencgéo

[001] O presente pedido de patente de invencao descreve o processo de producao
de nanoemulsdo a base de 6leos essenciais enriquecidos com vitaminas e sais
minerais, adicionada a racdo para peixes como tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). A nanoemulsdo produzida pelo processo de emulsificacdo sob agitacédo
constante utilizando diferentes tipos de 6leos essenciais, é utilizada como uma
alternativa eficiente para a encapsulacédo de nutrientes, com vista a melhorar a dieta
e otimizar o indice de crescimento em peixes como tildpia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). A invencdo esta situada no campo da aquicultura com destaque em

bionanotecnologia aplicada a ciéncia animal.
Fundamentos da invencéo

[002] Na piscicultura, a nutricdo e a alimentacao sao fatores que estéo diretamente
relacionados com a produtividade do empreendimento em sistemas de criagao,
promovendo a saude dos animais, interferindo no seu desempenho e na qualidade
nutricional de sua carne, produto final que sera destinado ao mercado consumidor.
N&o obstante, o cultivo intensivo de peixes envolve riscos financeiros e ambientais
devido ao inadequado manejo nutricional e sanitario que pode impactar

negativamente na producdo e gerar grandes quantidades de residuos afectando
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diretamente a qualidade da agua (CYRINO et al., Rev. Bras. Zootec., v.39, p.68-87,
2010; LUNDSTEDT et al., EMBRAPA, 1:145-162, 2016).

[003] Na producdo extensiva de peixes, comumente tem se utilizado residuos
alimentares sem adicao de algum suplemento nutritivo tendo como resultando, lento
desenvolvimento dos animais afetando diretamente sua reprodugdo e imunidade,
pois peixes com deficiéncia nutricional tornam-se vulneraveis a doengas e sao
intolerantes ao manuseio e transporte vivo (LOVELL, J. of Anim. Sci., v.69, p.4193-
4200, Champaingn, 1991; NRC-Nacional Research Council. National Academy
Press, 114p, Washington, 1993). Além disso, devido a intensificacdo do cultivo e
introducdo de espécies exoticas sem o devido cuidado sanitario, criam um ambiente
favoravel para a introducdo e desenvolvimento de patégenos causando varias
doencas no plantel. Um dos propdsitos mais importantes na producdo de peixes é
melhorar o crescimento e controlar as doengas oportunistas, neste caso, antibiéticos
e outros agentes terapéuticos sao comumente utilizados para este fim (US
5,192,748 A (1993); US 4,218,451 A (1980); RANDRIANARIVELO et al., J. Appl.
Microbiol., 109, 642-650, 2010; AUSTIN; AUSTIN, Springer-Praxis, 4%d.,
Godalming, 2007; ALLEN et al., Trends Microbiol., 21:114-119, 2013; WU et al., Fish
Shellfish Immunol., 1-8, 2013). Porém, o uso de antibibticos leva a resisténcia
bacteriana e a presenca de residuos na carne de peixe (ESIOBU et al., Int. J.
Environ. Health Res. 12 (2): 133-144, 2002). Aliado a isso, o uso indiscriminado de
produtos quimicos pelos produtores causam impactos ambientais, porque a agua
que é retirada de sua fonte é devolvida depois de passar pelos tanques, e esses
produtos podem ser transportados causando riscos a saude humana e a de muitos
organismos aquaticos (MAXIMIANO et al., Ciéncia e saude coletiva, 10 (2): 483-491,
2005).

[004] A nutricdo tem papel fundamental na vida dos peixes, pois 0s torna mais
fortes e resistentes a doencas oportunistas e a variagbes do ambiente em que estédo
inseridos, além de, estimular o crescimento aumentando o numero de safras anuais.
Também melhora a taxa de conversdao alimentar, aumenta o desempenho
reprodutivo dos machos e das matrizes aumentando deste modo, a qualidade das

larvas e alevinos (LOPES, Piscicultura, 80p, Brasil, 2012). Em piscicultura intensiva,
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normalmente os peixes se alimentam somente de racdo, sendo necessario que esta
seja palatavel e de boa qualidade para que atenda as exigéncias nutricionais dos
animais a fim de obter um desempenho zootécnico satisfatorio e rapido retorno do
capital investido (FURUYA et al., Nutriaqua, Soc. Bras. de Aquic. e Biol. Aquatica, 12
ed, p.74-75, Florianépolis, 2013). Com isso, pesquisas relacionadas com
alimentacao e nutricdo de peixes tém sido realizadas e direcionadas a producéao de
racao de alto valor nutricional e maior digestibilidade que aumente a qualidade do
produto, minimize os custos de producdo, maximize a produtividade e diminua a
guantidade de residuos para o meio ambiente (CYRINO et al., Rev. Bras. Zootec.
v.39, p.68-87, 2010; PORTZ; FURUYA, Nutriaqua, Soc. Bras. de Aquic. e Biol.
Aquadtica, p.65-77, Florianopolis, 2012).

[005] Os aminoacidos essenciais, acidos graxos essenciais, sais minerais e
vitaminas séo nutrientes importantes e fundamentais requeridos pelos peixes na sua
alimentacao para o normal funcionamento de processos biologicos. Os minerais e as
vitaminas sdo nutrientes comumente utilizados na producdo de ragdo, importantes
para a formacdo do tecido 6sseo, sanguineo e escamas dos peixes, sintese de
metaloproteinas (hemoglobina), sintese de células de defesa, atuam como cofatores
enzimaticos em processos metabdlicos, na integridade da pele, branquias e mucosa
intestinal e também desempenham func¢des especificas no equilibrio acido-base do
sangue, no processo de cicatrizacdo e na transmissdo dos impulsos nervosos
(KUBITZA, Panorama da aquic.,v.9, n. 52, 1999).

[006] Os minerais sdo compostos inorganicos essenciais utilizados pelos peixes, e
diferem de outros nutrientes por ndo serem produzidos pelo organismo animal,
precisando ser adicionados na dieta. Estes compostos desempenham varias
funcdes biol6gicas como, estruturais (constituicdo de tecidos 6sseos e proteinas
musculares), regulatorias (regulam as reacfes enzimaticas do organismo) e
fisiologicas (mantém o balangco osmotico entre os fluidos corporais e a agua e a
permeabilidade da membrana) (LOPES, Piscicultura, 80p, Brasil, 2012).

[007] O fésforo é um dos elementos inorganicos fundamentais para a vida dos

peixes, essencial para o crescimento, mineralizacdo 6ssea, metabolismo energético
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e reproducdo (MIRANDA et al., Rev. Bras. Zootec., 29 (6): 2162-2171, 2000;
PEZZATO et al., AQUANUTRI, Palestra | Simpodsio de Nutricdo e Saude de Peixes,
Botucatu, 2005; PEZZATO et al.,, Ciéncia Rural, v.36, n.5, p.1600-1605, 2006;
FRACALOSSI; CYRINO, Soc. Bras. de Aquic. e Biol. Aquética, 375p Floriandpolis,
2013), estando presente em &cidos nucléicos, fosfolipidos, enzimas, compostos
glicoliticos e de alta energia, participando de inimeros processos metabdlicos
essenciais e atua na fosforilagdo oxidativa (BERNE, Fisiologia, 2% edicdo, 829p, RJ,
1980). Sinais de sua deficiéncia no peixe, incluem a falta de apetite, dificuldades na
digestibilidade de lipideos, carboidratos, reducdo na eficiéncia alimentar, maior
acumulo de gordura na carcaca, deformacao dos ossos da regido da cabeca, menor
mineralizacdo Ossea e consequentemente, crescimento reduzido (NRC-National
Research Council - Nutrient Requirements of Fish, National Academy Press, 124p,
Washington, 1993; FURUYA et al., Aquac. Research, v.3, p.1110-1116, 2004a). Em
ambiente natural (sistema extensivo), a disponibilidade deste nutriente na agua, ndo
é suficiente para atender a demanda nutricional (MIRANDA et al., Rev. Bras. de
Zoot., v.29, p.2162-2171, 2000; FURUYA et al., Rev. Bras. de Zoot., v.37, p.961-966,
2008a; NRC-National Research Council - Nutrient Requirements of Fish, National
Academy Press, 376p, Washington, 2011), e em dietas formuladas a base de
ingredientes de origem vegetal, o fésforo € o nutriente mais limitante, por estar
presente na forma de fitato, pouco disponivel aos peixes (VIELMA; LALL, Aquac.,
v.160, p.117-128, SP, 1998). A dieta desempenha maior importancia do que a agua
para satisfazer a necessidade dos peixes em fésforo, e quase 90% do nutriente
proveniente desta dieta é destinado a constituicdo dos tecidos de sustentacdo. O
restante do fésforo ndo absorvido pelo animal é excretado e perdido na agua,
podendo causar a eutrofizacdo do meio apdés a decomposicdo, levando como
consequéncia a caracteristicas organolépticas indesejaveis da carne do peixe. Este
impacto ambiental estd relacionado com a quantidade e qualidade do fosforo
presente na racao (ROY et al., Fish Physiol. Biochem., v.27, p.35-48, 2002; TANG et
al.,The Sci. World Journal, 2012), e a forma como é administrado aos animais

também contribui para perda deste nutriente na agua.
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[008] As vitaminas sdo moléculas organicas essenciais na dieta dos peixes e estdo
envolvidas em 100% nas rea¢des quimicas destes animais, atuando como cofatores
ou substratos com funcdes especificas no processo metabdlico celular. Estédo
divididas em hidrossoluveis (soliveis em agua) e lipossoluveis (sollveis em
gorduras/oleos) (LOPES, Piscicultura, 80p, Brasil, 2012), sendo estas sensiveis a
oxidacéo (US 6,531,157 B1 (2003); ES 2192243 T3). A deficiéncia ou auséncia de
uma determinada vitamina ocasiona uma hipovitaminose, perda de apetite,
descoloracéo da pele, perda de coordenacéao, estresse, hemorragias, lesdes, figado
com granulos de gordura, aumento de susceptibilidade as infec¢cdes bacterianas,

crescimento reduzido e aumento na taxa de mortalidade.

[009] A vitamina C é uma das vitaminas mais estudadas para peixes, visto que,
tanto estes quanto outros animais ndo séo capazes de sintetiza-la, sendo necessaria
a sua inclusdo na dieta diaria. Ela é fundamental na nutricdo de peixes
especialmente nos estagios iniciais de vida, por apresentar um efeito direto no seu
crescimento e desenvolvimento dos processos digestivos e por desempenhar um
papel importante na formacdo do coldgeno que é o componente do esqueleto
(NSONGA et al., Braz. J. Aquat. Sci. Technol., 13 (2):17-23, 2009; OLIVEIRA et al.,
Rev. Eletronica Nutritime, 146, v.8, n.5, p.1612-1618, 2011). Sua suplementacao
permite obter melhores indices de sobrevivéncia de larvas quando submetidas ao
tratamento hormonal para reversdo sexual (WO 2009/112682 Al; TOYAMA et al.,
Sci. Agricola, v.57, n.2, p.221-228, 2000; CAVICHIOLO et al., Acta Scientiarum,
v.24, n.4, p.943-948, 2002), otimizacdo do desempenho animal, podendo atuar na
manutencdo do tecido conectivo normal, na cicatrizacdo, na sintese proteica
(KANEKO et al., Academic Press, cap.24, ed.5, 907p, San Diego 1997) e sintese de
glébulos na corrente sanguinea importantes no transporte de oxigénio e diéxido de
carbono, ajuda na absorgdo do ferro evitando anemia em peixes (BARROS et al.,
Rev. Bras. Zootec., v.31, n.6, p.2149-2156, 2002; WO 2009/112682 Al), e
juntamente com a vitamina E, minimiza a peroxidacdo de lipideos nos tecidos do
organismo. A deficiéncia desta vitamina, causa deformacdes e doencas estruturais,
como a escoliose, lordose e cifose, deformidades no opérculo e nas cartilagens das

branquias, anemia, hemorragia em varios 6rgdos, enfraquecimento do sistema
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imunolégico, reducdo na ecloséo e no desempenho, crescimento reduzido, perda de
apetite e baixa conversédo alimentar. Durante os manejos de rotina na piscicultura, os
peixes sdo frequentemente expostos ao ar para a realizacdo de biometrias e
classificacdes, 0 que causa estresse oxidativo sendo prejudicial a saude por causar
danos em lipideos, proteinas e &cidos nucléicos que pode levar a reducdo do
consumo de racdo, do crescimento e aumento de susceptibilidade a doencas.
Portanto, a vitamina C aumenta a capacidade antioxidante das células neutralizando
os radicais livres (LOVELL, Van Nostrand Reinhold, 260p, 1989; FALCON et al., J. of
the World Aquac. Society, v.38, p.287-295, 2007; WO 2009/112682 Al).

[0010] Outra importante vitamina, a vitamina D é lipossollvel e essencial para o
funcionamento normal do organismo, importante no metabolismo de calcio e fosforo,
podendo atuar na regulacéo da absorcéo de célcio induzindo o transporte do mineral
para o lumen intestinal por meio de canais de calcio. Est4 dividido em dois tipos
sendo D3 (colecalciferol) e D2 (ergocalciferol). E convertida em 25-hidroxivitamina
D3 (ou calcidiol), uma molécula lipossolavel produzida principalmente por uma ou
mais enzimas localizadas no figado, podendo também ser produzida fora do figado
em certas células como enterdcitos, que contém enzimas semelhantes as
encontradas no figado (US 2019/0060329 Al). A vitamina D participa da
mineralizacdo 6ssea (BUITRAGO et al., J. Biol. Chem. 278 (4), 2199-2205, 2003),
formacdo de osteoblastos (células osteoprogenitoras responsaveis pela sintese dos
componentes organicos da matriz 6ssea) (BUITRAGO et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 289 (5), 1150-1156, 2001), no desenvolvimento fetal e na funcdo normal
do sistema nervoso, pancreas e sistema imunologico. Também possui efeitos anti-
inflamatorios, tromborregulatério e antioxidante. Sugai; Matsuda, (J. Biochem.
Biophys., 170, 474-475, 1968); Buitrago et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun.
289 (5), 1150-1156, 2001); Buitrago et al. (J. Biol. Chem., 278 (4), 2199-2205, 2003),
demostraram que a vitamina D estimula a proliferacdo e crescimento de células
musculares. A importadncia desta vitamina na redugcdo da taxa de mortalidade foi
descrita por Elwakeel et al. (Anim. Feed Sci. and Technol., v.254, 2019). Outra
importante vitamina, a vitamina D é lipossoluvel e essencial para o funcionamento

normal do organismo, importante no metabolismo de calcio e fésforo, podendo atuar
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na regulacédo da absor¢éo de calcio induzindo o transporte do mineral para o limen
intestinal por meio de canais de calcio. Esta4 dividido em dois tipos sendo D3
(colecalciferol) e D2 (ergocalciferol). E convertida em 25-hidroxivitamina D3 (ou
calcidiol), uma molécula lipossolavel produzida principalmente por uma ou mais
enzimas localizadas no figado, podendo também ser produzida fora do figado em
certas células como enterdécitos, que contém enzimas semelhantes as encontradas
no figado (US 2019/0060329 Al). A vitamina D participa da mineralizacdo 0ssea
(BUITRAGO et al.,, J. Biol. Chem. 278 (4), 2199-2205, 2003), formacao de
osteoblastos (células osteoprogenitoras responséveis pela sintese dos componentes
organicos da matriz 6ssea) (BUITRAGO et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
289 (5), 1150-1156, 2001), no desenvolvimento fetal e na funcdo normal do sistema
nervoso, pancreas e sistema imunoldgico. Também possui efeitos anti-inflamatérios,
tromborregulatério e antioxidante. Sugai; Matsuda, (J. Biochem. Biophys., 170, 474-
475, 1968); Buitrago et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun. 289 (5), 1150-11586,
2001); Buitrago et al. (J. Biol. Chem., 278 (4), 2199-2205, 2003), demostraram que a
vitamina D estimula a proliferacdo e crescimento de células musculares. A
importancia desta vitamina na reducdo da taxa de mortalidade foi descrita por
Elwakeel et al. (Anim. Feed Sci. and Technol., v.254, 2019).

[0011] A vitamina E (a- Tocoferol) € uma substancia oleosa, liquido lipofilico
miscivel em qualquer fase hidrofébica ou lipidica, é instavel e facilmente oxidavel e
perde maior parte de sua atividade bioldgica quando estd no estado oxidado (US
2006/0246117 Al; WO 2005/039307 Al; Pl 0415701-0 A). E uma vitamina muito
importante pois apresenta maior atividade biolégica quando comparada aos outros
compostos, devido a maior indice de absorcdo intestinal, maior deposi¢cdo nos
tecidos, menor excrecdo fecal e oxidacdo mais lenta (US 2006/0246117 Al; WO
2005/039307 Al). Atua como um importante antioxidante metabdlico (ALKALADI,
Saudi J. of Biol.Sci., 26, 357-362, 2019), estando presente nas membranas celulares
dando protecdo contra oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados e do colesterol
interferindo na sua estabilidade e também reduz ou inibe a producdo e acédo dos
radicais livres, estimula o sistema imunolégico aumentando as defesas e protege a

carne do peixe durante o armazenamento (OTANI, Dissertacdo, Pés-graduagdo em
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Aquicultura, SP, 2009; NAVARRO et al., Rev. Bras. Reprod. Anim., 33: 20-25, 2009).
Os efeitos da vitamina E no desenvolvimento gonadal, na fecundidade, qualidade
dos ovos e na sobrevivéncia das larvas, foram demostrados por Izquierdo et al.
(Aquac., 197: 25-42, 2001); Cavichiolo et al. (Acta Scientiarum, v.24, n.4, p.943-948,
Maringa 2002) e Navarro et al. (Arch. Zootec., 59 (228): 519-528, 2010).

[0012] Alguns desses nutrientes, como por exemplo, a vitamina C e o fésforo por
serem hidrossolluveis, sua estabilidade fica comprometida propiciando grandes
perdas pelo processo de lixiviagdo, fazendo com que o0s animais ndo consigam
satisfazer as suas necessidades nutricionais. E para reduzir os problemas de perdas
desses nutrientes por lixiviagdo, muitos piscicultores optam pela suplementacao
excessiva na dieta (TOYAMA et al., Sci. Agricola, v.57, n.2, p.221-228, 2000). Esta
forma de suplementacao de nutrientes em doses elevadas néo é ideal pois, o nivel
de exigéncia de cada nutriente € influenciado por fatores como a espécie animal,
idade ou fase de desenvolvimento, tamanho, estado fisiolégico e reprodutivo,
temperatura da agua, sistemas e regimes de producdo (FURUYA, Congresso
Brasileiro de Zootecnia, Brasil, 2010; PEZZATO et al., TecArt, p.75-169, Sao Paulo,
2004; FRACALOSSI et al., Nutriaqua, Soc. Bras. de Aquic. e Biol. Aquatica, 12 ed.,
p.37-63, Floriandpolis, 2012). Adicionalmente, pode tornar-se oneroso aumentado
assim o custo total de producéo, aliado a isso, 0 excesso de nutrientes no ambiente
aguatico pode causar a eutrofizacdo da agua, alterando deste modo o sabor da
carne do peixe (FURUYA, Il Seminario de aquicultura, maricultura e pesca, Anais, p.
121-139, Belo Horizonte, 2007; DIEMER, Tese, Unioeste, Marechal Céandido
Rondon, 2011).

[0013] Todavia, perante os problemas de perdas de alguns nutrientes na agua
devido a sua solubilidade, dificultando o maximo aproveitamento pelos animais, viu-
se necessaria a utilizacdo de formas mais estaveis e protegidas, e menos sujeitas a
perdas por oxidacdo ou lixiviagdo (SOLIMAN et al., Aquac., v.52, p.1-10,1986;
SHIAU; JAN, Bulletin of the Japanese Society of Scientific Fisheries, v.58, p.671-
675, 1992 SHIAU; HSU, Aquac., v.133, p.147-157, 1995; NITZAN et al., The Israeli
J. of Aquac., v.48, p.133-141, 1996; BOMFIM, Rev. Cient. Prod. Anim., v.15, n.2,

p.122-140, 2013). Uma das formas de protecdo fisica € a encapsulagédo. Alguns
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exemplos podem ser citados como glicerideo, etilcelulose e polimero sintético, onde
este Ultimo mostrou ser o mais eficiente em relacdo aos outros (SKELBAEK et al.,
Aquac., v.84, n.3-4, p.335-343, 1990). O documento US 5,229,147 A (1993)
descreve um exemplo de encapsulacdo em que a vitamina C € revestida por
particulas lipidicas como forma de proteger contra acdo dos fatores abio6ticos que
possam reduzir sua atividade fisiolégica. As gorduras com altos pontos de fuséo e
altamente digestiveis também tém sido utilizadas na protecdo de nutrientes
adicionados as ragdes na piscicultura sem afetar a sua biodisponibilidade, e por
serem lipossoluveis evitam a sua lixiviagdo. Porém, existe uma limitacdo, quando
ocorre forte atrito ou calor essa protecdo pode se romper e afetar o nutriente
(O’KEEFE, American Soybean Association-ASA, Technical Bulletin, Vol. AQ48, 8p,
Singapore, 2001). Entretanto, métodos quimicos de estabilizacdo de nutrientes
foram desenvolvidos com vista a manter a sua atividade biol6gica nas racdes
utilizadas em piscicultura. Um método importante e capaz de estabilizar os
componentes funcionais sem perder nutrientes na agua, e aumentar a eficiéncia de
absorcdo € a utilizacdo da nanotecnologia (WO 2009/020280 Al), uma ferramenta
multidisciplinar que envolve a criagéo e utilizagéo de diferentes sistemas em escala
nanométrica (INSTITUTO INOVACAO, Nanotecnologia, 2005).

[0014] Com o avanco cientifico da nanotecnologia, € possivel desenvolver sistemas
de liberacdo controlada (SLCs) nanoestruturados para o encapsulamento de
substancias com atividade bioldgica (ABBASI et al., J. Ultrasonics-Sonochemistry,
50, 208-217, 2019). Os SLCs sao constituidos por sistemas muito pequenos de
tamanho nano (20-500 nm) (SCHAFFAZICK et al., Quimica nova, v.26, p.726-737,
2003; FERNANDEZ et al., Colloids Surf. A Physicochem. Eng. Asp., 251:53-58,
2004), com capacidade de armazenar uma substancia, conduzi-la até o local
especifico e libera-la de forma controlada, aumentando deste modo, a eficiéncia do
produto. Esses sistemas oferecem prote¢do a substancia encapsulada, aumentando
a sua estabilidade e biodisponibilidade (HILL; LI, J. Anim. Sci. Biotechnol., 8, 1-13,
2017). Também reduz os efeitos colaterais visto que utiliza menores quantidades de
principio ativo (ASSIS et al.,, Braz. J. of Food Technol., 15 (2), 99-109, 2012;
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BIZERRA; SILVA, Revista Saude e Meio Ambiente — RESMA, v, 3, n.2, p. 1-12,
2016).

[0015] Nanoemulsdes sdo utilizados como SLCs por serem eficientes no
encapsulamento de nutrientes, e por possuirem grande capacidade de retencao
podem se manter por um tempo prolongado no organismo (SINGH et al., J. Control
Release, v. 252, p.28-49, 2017). Nanoemulsdes simples sdo sistemas heterogéneos
e instaveis formadas por uma disperséao fina de dois liquidos imisciveis 6leo e agua
(O/A) compondo duas fases, a organica e a aquosa respectivamente onde um
liquido esta disperso no outro em forma de vesiculas ou gotas (WO 2009/020280
Al; DALTIN, Blucher Quimica, SP, 2011; DALTIN, Blucher Quimica, SP, 2012;
LAKSHMI et al., Int. J. Pharm. Sci. R. Res., 20, 51-59, 2013). Com a utilizac&o de
agentes tensoativos essas nanoemulsées formam uma Unica mistura homogénea
0leo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O), sendo as mais comuns O/A (SILVA et
al., Food Bioproc. Technol., v.5, n.3, p.854-867, 2012; O'HANLON et al., J. Fluorine
Chem., 137, 27-33, 2012). Diferem das emulsdes ou microemulsdes pelo fato de as
nanoemulsdes serem termodinamicamente estaveis, ou seja, estaveis por um longo
periodo de tempo e possuir uma distribuicdo Optica com tamanho de particulas
inferior a 400 nm (SCHAFFAZICK et al.,, Quimica nova, v.26, p.726-737, 2003;
SCHAFFAZICK et al., Acta Farm. Bonaerense, 21 (2): 99-106, 2002), ao passo que

as emulsdes séo opacas e termodinamicamente instaveis (WO 2009/020280 Al).

[0016] De modo a otimizar a dieta e a saude dos peixes, 6leos essenciais (OEs) de
plantas normalmente extraidas pela hidrodestilacdo, podem ser utilizados para a
producdo de nanoemulsées (WO 2008/155536 Al; LI et al., Livest. Sci., 145, 119-
123, 2012) devido as suas propriedades benéficas no desempenho produtivo e na
sobrevivéncia dos animais (ZENG et al., J. Anim. Sci. Biotechnol., 6 (1), 7, 2015;
PUVACA et al.,, World’s Poult. Sci. J. 69, 27-34, 2013; OMONIJO et al., Anim.
Nutrition 2017). Os OEs de plantas apresentam varias propriedades tais como
imunoestimulantes (ZENG et al., J. of Anim. Sci. Biotechnol.,, 6 (1), 7, 2015),
antioxidantes, antimicrobiano, antifangico e antiviral (BRENES; ROURA, Anim. Feed
Sci. Technol. 158, 1-14, 2010). Alguns sdo usados como medicamentos

complementares ou alternativos para estimular a saude humana ou curar doengas
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(KIM et al., J. Anim. Sci., 86, p.138-139, 2008), outros sao utilizados como
conservantes naturais, aromatizantes e fragrancias em produtos cosméticos
(ORAFIDIYA; OLADIMEJI, Int. J. Pharm., 237: 241-249, 2002), outros ainda, com o
potencial inseticida ou repelentes de insetos (OYEDELE et al., Insect Sci. Appl. 20:
123-128, 2000; GHOSH; MUKHERJEE, Asian J. Chem., 25, 321-323, 2013;
DUARTE et al., Braz. J. Pharmacog., 25, 189-192, 2015), ectoparasitas (OLADIMEJI
et al., J. Ethnopharmacol., 72: 305-311, 2000), anticolinesterase (CARVALHO, TCC-
Trabalho de Conclusdo de Curso, Sdo Jodo del-Rei, 2017), antidiarreico
(ORAFIDIYA; OLADIMEJI, Int. J. Pharm. 237: 241-249, 2002), antimicrobiano e
citotoxico (APEL et al., Pharmacol., 3: 376-383, Brasil, 2006; STEFANELLO et al.,
Chem. Biodivers., 8: 73-94, 2011).

[0017] Em piscicultura os OEs sdo importantes para o tratamento de doencas
parasitarias, bacterianas e virais (VALLADAO et al., J. of Vet. Pharmacol. Ther., 38
(5), 417-428, 2015). Porém, apesar de ser pouco estudado, é também utilizado
como um aditivo alimentar imunoestimulante e promotor de crescimento (BABA et
al., Aquac., 465, 13-18, 2016; SUTILI et al.,, Rev. in Aquac., 2017), tanto para
animais aquaticos quanto para ndo aquaticos. Os OEs possuem varias vantagens
por serem substancias, biodegradaveis e que ndo causam a resisténcia bacteriana
(BAKKALI et al., Food and Chem. Toxicol., 46 (2), 446-475, 2008; YAP et al., The
Open Microbiol. J., 8, p 6-14, 2014). Pode-se citar exemplos da utilizacdo de OEs
em aditivos alimentares como antibacterianos e imunoestimulantes para tilapias L.
(BABA et al., Aquac., 465, 13-18, 2016), frangos (MITSCH et al., Poultry Sci., vol. 83,
p 669-675, 2004), antiparasitarios para aves (WO 96/13175) e também para o
tratamento da enterite (WO 99/59430).

[0018] O dleo essencial de Melaleuca aliternifélia (arvore de chda), planta nativa da
Australia pertencente a familia Myrtaceae possui como principal componente ativo, o
terpineol, responsavel por uma ampla atividade antibacteriana, antiviral, antifangica,
antiparasitaria e antioxidante (US 2002/0001601 Al; KIM et al., J. Agricult. Food
Chem. 52 (10), 2849-2854, 2004; CARSON et al., Clinical Microbiol. Rev.,19 (1), 50-
62, 2006). Em piscicultura, o 6leo essencial de melaleuca é eficaz no tratamento de
doencas parasitarias quando adicionado na agua (STEVERDING et al., Diseases of
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Aquatic. Organisms, 66 (1), 29-32, 2005), porém seu efeito quando adicionado na

racdo de peixes é escasso (VALLADAO, tese, Centro de Aquicultura da Unesp,
115p, Jaboticabal, 2018).

[0019] O 6leo essencial de Citrus aurantium, nativa da Asia, também desperta
bastante atencdo devido as suas propriedades antimicrobianas. Lima, (dissertacgéo,
Centro de Aquicultura da Unesp, 68p, 2015); Baba et al. (Aquac., 465, 13-18, 2016)
demostraram que adicdo de OE de citrus na dieta de tilapia nilética, promove uma
melhora significativa nos parametros hematoldgicos, imunolégicos e na atividade
respiratéria de leucocitos das tilapias, indicando que este OE pode ser utilizado
como um antimicrobiano sendo uma alternativa eficiente em substituicdo aos
antibioticos. Assim como a melaleuca, o citrus também apresenta terpenos, tendo o
limoneno como o principal componente ativo. Estudos realizados por Aanyo et al.
(Aquac., 488, 217-226, 2018) demonstraram que o limoneno na dieta pode melhorar
0 crescimento de juvenis de tildpia nil6tica através da ativacdo de genes-chaves
envolvidos no crescimento mediado pelo eixo somatotréfico, digestdo de nutrientes e
defesa de enzimas antioxidantes. A utilizacdo desses OEs em nanoemulsdes para o
encapsulamento de nutrientes, é vantajoso porque além de estimular a saude e
bem-estar devido as propriedades que possuem, também podem melhorar a
palatabilidade da dieta havendo maior absor¢do de nutrientes devido ao sabor e
odor aprimorados (KROISMAY et al., J. Anim. Sci. 84, 329, 2006).

[0020] Diante do exposto, torna-se necessaria a producdo de nanoemulsées a base
de Oleos essenciais de plantas enriquecido com vitaminas e sais minerais
adicionada a racdo para peixes como Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Essa

estratégia € viavel para melhorar a absorcdo de nutrientes, melhorar o nivel

nutricional e otimizar a salde e o crescimento dos peixes.

[0021] Certas patentes apresentam processos de producdo de emulsdes com as

mais variadas composicoes, diferindo da presente invengao, como descrito a seguir.

[0022] O documento WO 2014/066682 Al descreve um processo de fabricagao de
um po nutricional emulsionado utilizando um aparelho extrusor para misturar e

emulsionar todos 0s componentes internamente, como forma de reduzir a perda de
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nutrientes de uma vitamina labil ao calor. Este documento difere da presente
invencdo pelo fato de nao utilizar 6leo essencial, ndo se apresentar como uma
nanoemulsdo, pois os componentes (Carboidratos, proteinas, minerais, vitaminas,
aminoacidos, 0leo, gordura e agua) sado introduzidos de uma Unica vez na maquina
extrusora para formar uma Unica mistura emulsionada. Além disso ndo é adicionado

surfactantes e nem conservantes.

[0023] O documento US 2006/0246117 Al, refere-se a administracao por via oral de
uma formulacdo de vitamina E misturado com um aditivo ou um alimento para
animais monogastricos como porcos, aves, peixes e camardes. Foi adicionada a
formulag&o, um emulsificante alimentar, o monooleato de sorbitano, para aumentar
significativamente a biodisponibilidade dos derivados da vitamina E, que sao
capazes de serem hidrolisados no trato gastrointestinal na forma assimilavel da
vitamina E. Esta vitamina foi protegida até atingir o seu local de absorcédo, e é
biodisponivel em alto grau. O documento difere da presente invencao pelo fato de
nao ser uma nanoemulsao, ndo utilizar 6leos essenciais em sua composicao e nem

conservantes.

[0024] O documento WO 2009/020280 Al retrata sobre a producdo de
nanoemulsado utilizando varios tipos de 6leos essenciais como de Capsicum annum
L, Zingiber officinale, Allium sativum L e Allium capa adicionados a uma solucao de
quitosana e tween 80 como tensoativo capaz de estabilizar componentes funcionais
dos alimentos e maximizar a reabsorcéo interna, reduzir o forte efeito intestinal e o
sabor. A nanoemulsdo é utilizada como um veiculo transportador de componentes
funcionais nos alimentos, até que estes atinjam o oOrgdo especifico desejado. O
documento difere da presente invencdo por ndo utilizar vitaminas e nem sais
minerais na nanoemulsdo e os 6leos essenciais utilizados sédo diferentes desta

invencao.

[0025] O documento US 2,851,357 A refere-se a producdo de uma emulsao
alimentar homogénea estavel e fluida, contendo concentrados aguosos de peixe,
gorduras neutras ou acidos graxos e agua destilada, para ser aplicada em alimentos

para animais. Esse documento difere da presente invencédo porque a emulsdo nao
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utiliza 6leo essencial, vitaminas, sais minerais, surfactantes, e nem conservante

alimentar para incrementar a vida util do produto.

[0026] O documento US 6,531,157 B1 descreve o processo de preparacdo de
emulsdes estaveis de pds secos de misturas de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K)
para a nutricdo animal. O documento difere da presente invencéo pois nao utiliza

Oleo essencial, sais minerais e nem conservante alimentar

[0027] O documento US 4,818,521 A descreve uma emulsdo cosmética tipo O/A
contendo estavelmente a vitamina C, que compreende uma mistura de &cido L-
ascorbico ou éster de acido graxo e um 0leo, e ingredientes convencionais, sendo
adicionado um emulsificante ativo néo iénico e metilparabeno como conservante do
produto. Este documento difere da presente invencdo porque nao utiliza 6leo
essencial, vitaminas D e E, também a via de administracdo da emulsdo € dérmica,

portanto, ndo pode ser incluida em racéo para peixe.

[0028] O documento FR 2546768 Al descreve o processo de preparacao de
emulsdes aquosas estaveis utilizando 6leo essencial ou materiais lipossoliveis e
saponinas como emulsificantes. Este documento também difere da presente

invengao pois ndo utiliza nenhum tipo de conservante, vitaminas ou sais minerais.

[0029] O documento US 2,807,546 A refere-se a suplementos alimentares para
animais ruminantes contendo melaco, sal vitaminico e fosforo, produzidos a base de
emulsdes estabilizadas com o tween 80 e servindo como transportador de vitaminas
A, C e D, além de proteger estes nutrientes da oxidagdo para que nao percam
substancialmente sua eficacia, principalmente quando misturadas com alimentos
secos, por isso sendo incorporadas a emulsdo um antioxidante sinérgico. Este
documento difere da presente invencdo pelo fato de a emulsdo nado utilizar 6leo

essencial, vitamina E e nem conservante alimentar.

[0030] O documento US 3,413,118 descreve um alimento para gado contendo
nitrogénio ndo proteico que consiste em sais de uréia e amodnio, em que este
nitrogénio nao proteico € revestido com uma emulsdo composta de propilenoglicol,

Oleo vegetal, cera vegetal, uréia e lecitina, aléem do melaco para que aumente a
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palatabilidade do suplemento. Este documento difere da presente invengao pois nao

vitaminas, 6leos essenciais e diferente tipo de surfactante.

[0031] O documento WO 2008/155536 Al divulga um aditivo alimentar emulsionado
para galinhas obtido pela mistura de agua, emulsificante, solucdo de goma,
principios ativos de 6leos essenciais (cinamaldeido, citral, eugenol, limoneno, timol e
vanilina). Este documento difere da presente invenc&o por nao utilizar conservante

na emulsao, vitaminas, sais minerais e diferentes tipos de surfactantes.

[0032] O documento US 8,513,311 B2 refere-se a uma emulsao 6leo em agua (O/A)
estabilizada por tensoativos em que as vesiculas de 6leo dispersas mostram uma
estrutura de tamanho nanométrico usada para solubilizar os principios ativos
hidrofilos-lipofilos ou anfifilicos, como nutrientes, medicamentos ou produtos
qguimicos a fim de fornecer uma nova funcionalidade. O documento difere da
presente invencdo pois ndo utiliza 6leo essencial em sua composicdo e nem

conservante alimentar.

[0033] O documento US 2006/0165735 Al divulga uma emulsdo de 6leo em agua
(O/A), em particular, emulsées que ajudam a proteger os 6leos da oxidacdo. A
emulsdo inclui componentes como acidos graxos polinsaturados (acido linolénico,
estearidonico, araquiddnico, eicosapentaendico, docasapentaendico e
docosahexaendico), presentes em 0Oleos de peixe e plantas tais como algas, linhaca,
colza, milho, soja, girassol, acafrdo, palmeira, azeitona e canola. Também sao
adicionados emulsionantes como goma de xantana para estabilizar a emulsdo. Este
documento difere da presente invencdo pois utiliza éleos fixos de sementes de
plantas e goma de xantana como estabilizante, além de ndo terem sais minerais e

vitaminas em sua composicao.

[0034] O documento MX 2017000849 A refere-se a uma emulsdo em forma de po
como um aditivo alimentar para animais, que consiste em um azeite de ricino
etoxilado (também conhecido como ricinoleato de glicerol polietilenoglicol, que € um
composto tensoativo/emulsionante admitido na lista de aditivos para nutricao

animal), ésteres de polietilenoglicol e de &acido graxo e azeite de soja. Este
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documento difere da presente invencao pelos Oleos utilizados ndo serem esséncias,

tipo de surfactante e conservante alimentar.

[0035] O documento AR 108487 Al se refere a uma composicdo em forma de uma
emulsdo de 6leo em agua (O/A), que contém farinha de trigo e amido fisicamente
modificado como estabilizante da emulsdo. Os Oleos utilizados para a emulsédo
incluem o6leos de girassol, 6leo de oliva, 6leo de soja e a combinacdo destes 6leos.
Este documento difere da presente invengcdo pois, a emulsdo nao utiliza Oleos
essenciais, vitaminas, sais minerais e nem surfactantes como tween 80 e

conservantes alimentares.

[0036] O documento WO 2015/028381 Al refere-se a uma composi¢cdo em forma de
emulsdo 6leo em agua (O/A), compreendendo um meio fisiolégico aceitavel, uma
fase aquosa, uma fase oleosa, um 6Oleo apolar ndo volatil a base de hidrocarboneto,
um composto lipofilico pastoso, um polissacarideo gelificante hidrofilico e uma
mistura de surfactantes nao ibnicos compreendendo um éster de polialquilenoglicol
de &cidos graxos, um éster de acidos graxos de polialquilienoglicol e suas misturas,
em uso no tratamento cosmético para hidratar um material de queratina humana, em
particular a pele. A composicdo cosmeética pode conter aditivos comuns em
cosméticos como por exemplo pigmentos, corantes, agentes bioldgicos ativos
(antienvelhecimento, clareamento, antioxidantes etc.), protetores solares,
hidratantes, amaciadores, vitaminas, conservantes, ou outros excipientes
cosmeéticos. Este documento difere da presente invencdo porque nado utiliza éleos
essenciais, sais minerais, o tipo de surfactantes diferente e se caracteriza como

produto cosmético e ndo um aditivo alimentar para animais.

[0037] O documento US 2003/0170281 Al refere-se a emulsdes O/A de uso
dermatolégico, contendo ingredientes cosméticos como antiirritativos, antioxidantes,
conservantes, bactericidas, corantes, surfactantes, emulsificadores, alcoois entre
outros. Este documento também difere da presente invencdo por ndo utilizar 6leos

essenciais, sais minerais e surfactantes e a via de administracao é diferente.

[0038] O documento US 2002/0001601 Al descreve uma emulsdo estavel a

temperatura ambiente contendo combinacdes de O6leo essencial de Melaleuca
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alternifélia conhecida como arvore de cha (Tea tree), 6leo de gérmen de trigo,
manteiga de cacau, ceras de abelha, vitaminas A, D, e E, e emulsificantes como
acido esteérico, uma mistura de estearato de gliceril e estearato de polietilenoglicol
100 (estearato PEG 100), estearato 21, éter estearilico, polisorbato 20, alcool
cetearilico, polisorbato 60, e outros emulsificantes similares. Este documento difere
da presente invencédo pois nao utiliza a vitamina C e nem sais minerais como 0

fésforo em sua composicéao.

[0039] Diante do exposto nestes fundamentos da invencdo, ndo foram encontradas
informacdes no estado da técnica que divulguem os elementos contidos na presente

invencédo. Portanto os elementos descritos a seguir se apresentam como Nnovos.
Breve descricdo dos desenhos

[0040] As Figuras 1 (Melaleuca alternifolia) - M2 (M26) e 2 (Citrus aurantium) - C6
(C25) mostram a distribuicdo granulométrica das nanoemulsdes formuladas a base
desses 0Oleos essenciais onde o tamanho médio das vesiculas foi de 222,6 + 2,0 e
105,1 + 2,0 respectivamente mostrando homogeneidade na distribuicdo do tamanho

das vesiculas.
Descricdo da invengéo

[0041] Para fins desta invencao, os materiais lipidicos utilizados na formulac&o foram
0 Oleo essencial de Melaleuca alternifélia também conhecido como, arvore de cha
(em inglés Tea tree) que € um liquido limpido de odor caracteristico, coloragdo que
vai de amarelo palha ao amarelo claro, tendo terpinen-4-ol, 1,8-cineol e a-terpineno
como principais principios ativos apds caracterizacdo por Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Ainda, também foi usado o 6leo
essencial de Citrus aurantium var. dulcis também chamado de laranja doce € um
liguido limpido de odor citrico doce e cor que vai de laranja ao amarelo, tendo o
limoneno e mentol como principais principios ativos apds caracterizagdo por
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Estes 6leos
essenciais ndo sao toéxicos podendo ser utilizados para diversos fins, na area

cosmética, area farmacéutica humana, area veterinaria com uso no tratamento e
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prevencao de varios tipos de doencas bacterianas e fungicas, e também estimula o
sistema imunologico (HARIKRISHNAN et al., Aquaculture, v. 317, n.1-4, p.1-15,
2011; REVERTER et al., Aquaculture, v.433, p.50-61, 2014). Na presente invencao,
0S Oleos essenciais serviram como agentes de encapsulacdo para incorporar
nutrientes na formulagdo das nanoemulsdes. Ainda estes 6leos essenciais séo

comerciais e as respectivas espécies vegetais ndo sao brasileiras.

[0042] Foram utilizados na producédo das nanoemulsdes, surfactantes selecionados
do grupo dos ésteres de sorbitano etoxilados como monooleato de sorbitano 80

(span 80) e o polissorbato 80 (tween 80).

[0043] Para a conservacédo das nanoemulsdes podem ser utilizados os parabenos,
mais preferencialmente o propilparabeno. O alcool etilico absoluto foi utilizado como
solubilizante para o parabeno. Outros solventes alcodlicos também podem ser

usados.

[0044] Foram utilizados nutrientes hidrofilicos e lipofilicos compreendendo vitaminas
e minerais, mais preferencialmente vitamina C, vitamina D, vitamina E e o fésforo.
Estes nutrientes sdo comumente utilizados no processamento de racfes para peixes
e outras espécies animais (US 5,229,147 A; MARTINS et al., Ciéncia Rural, v.38,
n.1l, p.213-218, Santa Maria, 2008; ELWAKEEL et al., Animal Feed Science and
Technology, 2019; MIRANDA et al., Rev. bras. zootec., 29 (6): 2162-2171, 2000).

[0045] Para controle do pH, pode ser utlizada nas nanoemulsdes,
preferencialmente a solugcdo tampédo fosfato a 0,1 M pH 7,4. Outros agentes
tamponantes para a faixa neutra podem ser utilizados como o PBS.

[0046] As nanoemulsdes foram formuladas de acordo com as seguintes solugdes: a)
Fase aquosa formada preferencialmente pela solugcdo tampéo fosfato a 0,1 M,
vitamina C e o fésforo submetida a uma agitacdo suave (500 rpm); b) Fase oleosa
formada por 6leos essenciais, preferencialmente o de Melaleuca alterniflia e de
Citrus aurantium isolados, vitaminas D e E; c¢) Um conservante mais

preferencialmente o propilparabeno dissolvido no alcool etilico absoluto.
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[0047] A fase aquosa foi vertida por gotejamento na fase oleosa sob agitagéo suave
(500 rpm) sendo, em seguida, adicionado a solugcédo o conservante para a formacgéo

das nanoemulsoes.

[0048] As nanoemulsdes contendo Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia e Citrus
aurantium podem ser incorporadas individualmente ou associadas a racles
extrusadas comerciais na forma liquida ou em pd passando por processos como
liofilizacdo ou spray drying com adi¢cdo de crioprotetores como trealose, sacarose ou
glicose para a formacdo de um aditivo alimentar nanotecnolégico conforme
detalhada nos exemplos. Esta racdo contendo as nanoemulsdes podem ser

utilizadas para a alimentacao de peixes como tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus).

[0049] As nanoemulsfes foram produzidas em escala de bancada e caracterizadas

de acordo com a descricdo dos exemplos a seguir.

Exemplo 1: Processo de producéo de nanoemulsdes a base de 6leos
essenciais enriquecidos com vitaminas e sais minerais, adicionada a racao

para Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

[0050] O processo de producdo de nanoemulsdes para um volume final de 10,00
gramas (g) seguiu as seguintes fases. a) Fase aquosa contendo 5,70 g a 8,17 g de
solucdo tampao fosfato; 0,50 g a 2,75 g de polissorbato 80 (tween 80). Ap4s uma
agitacdo suave e constante (500 rpm) por 30 minutos, foi adicionado 0,25 g de
fésforo e 0,3 g de vitamina C sob agitacdo suave e constante (500 rpm) para uma
melhor homogeneizacdo. b) Fase oleosa contendo 0,50 g de 6leo essencial de
Melaleuca alternifélia e Citrus aurantium isolados; 0 a 0,25 g de monooleato de
sorbitano 80 (spam 80); 0,08 g de vitamina D e 0,2 g de vitamina E. Adicionalmente
foi preparada uma mistura contendo 0,04 g de conservante propilparabeno e 1 mL
de alcool etilico absoluto, adicionada 5 minutos apos a fase aquosa ser vertida na
fase oleosa sob agitacao (500 rpm), onde permaneceu por mais 5 minutos para a
evaporacao do alcool. Para a producdo das nanoemulsfes, ambas as fases foram
submetidas a uma agitacdo suave e constante (500 rpm) por 30 minutos, sendo em
seguida, a fase aquosa vertida por gotejamento na fase oleosa sob agitacédo suave e
constante (500 rpm). 5 Minutos depois, foi adicionado o conservante propilparabeno,
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onde permaneceu sob a mesma agitacao (500 rpm) por mais 5 minutos para a
evaporacao do alcool. Ainda, foi aumentada a rotagdo para 700 a 800 rpm para
melhor homogeneizacdo da emulsdo permanecendo por 30 a 45 minutos. Apds a
homogeneizacdo, as nanoemulsdes passaram 5 minutos em repouso. Foram
avaliadas as caracteristicas organolépticas da sua homogeneidade, e 24 horas ap6s
a formulacao, foram submetidas aos testes de estabilidade acelerada.

Exemplo 2. Efeitos da variacdo nos niveis de surfactantes, solucdo tampao,

tempo e velocidade de rotacdo sobre as nanoemulsdes

[0051] Para a determinacdo das concentracdes finais de surfactantes, solugao
tampéo, tempo e velocidade ideal de rotagdo das nanoemulsdes, foram utilizados
niveis variaveis de surfactantes como tween 80, span 80, solucédo tampéo fosfato,
inclusive variacdo no tempo e velocidade de rotacdo com estes respectivos niveis
descritos na Tabela 1. Estas diferentes nanoemulsdes produzidas com os 6leos
essenciais de Melaleuca alternifolia e Citrus aurantium var. dulcis foram
caracterizadas nos exemplos a seguir como indice de cremeacédo, caracteristicas
organolépticas, testes de estabilidade, caracteristicas fisico-quimicas em diferentes
tempos apés a formulagcdo como 0, 24 e 48 h. Ainda as nanoemulsdes foram
adicionadas a ragao comercial extrusada simulando um produto real e ofertadas em

um teste de palatabilidade usando a espécie tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

[0052] Tabela 1. Efeito de diferentes niveis de surfactantes, solucdo tampéao,
variacdo no tempo e velocidade de rotacdo utilizados na producdo de

nanoemulsoes.

A Q S.T T80 S80 V.C V.D V.E P V.R T.R Total
M1 0,5 8,17 0,5 00 03 008 02 025 . . 1000
(M25)  (5%) (81,7%) (5%)  (0%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
M2 0,5 7,92 0,75 00 03 008 02 025 _ . 1000
(M26)  (5%) (79,2%) (7.5%) (0%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
M3 0,5 7,67 1,0 00 03 008 02 025 .. . 1000
(M27)  (5%) (76,7%) (10%) (0%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
M4 0,5 5,92 2,5 025 03 008 02 025 _ . 1000
(M28)  (5%) (59,2%) (25%) (2,5%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
M5 0,5 5,7 275 025 03 008 02 025 _ . 1000
(M29)  (5%) (57%) (27,5%) (2,5%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)

C6 0,5 8,17 0,5 0,0 0,3 0,08 0,2 0,25 800 30 10,00
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(C25) (5%) (81,7%) (5%)  (0%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
c7 0,5 7,92 0,75 00 03 008 02 025 _. . . 1000
(C26) (5%) (79.2%) (7,5%) (0%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
c8 0,5 7,67 1,0 00 03 008 02 025 ., 1000
(C27)  (5%) (76,7%) (10%) (0%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
c9 0,5 5,92 2,5 025 03 008 02 025 _ . 1000
(C28) (5%) (59,2%) (25%) (2,5%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)
C10 05 5,7 275 025 03 008 02 025 _ . 1000
(C29)  (5%) (57%) (27.5%) (2,5%) (3%) (0,8%) (2%) (2,5%) (100%)

Valores apresentados em gramas para grama de emulséo e em % em peso.

Legenda: A = Amostra; M = Melaleuca alternifolia; C = Citrus aurantium; Q = Quantidade em gramas
(9); S.T = Solucédo (g) Tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0; T80 = Tween 80 (g); S80 =Span 80 (g); V =
Vitamina (g); P = Foésforo (g); VR = Velocidade de Rotacdo (rpm); TR = Tempo de Rotagdo em

minutos (min).
Exemplo 3: Determinacédo do indice de cremeacao

[0053] Passados 48 horas apos a producdo das nanoemulsdes, realizou-se o
exame visual das amostras da Tabela 1, para a verificagdo se houve ou nao
separacdo de fases. Foi calculado o indice de cremeacdo utilizando a seguinte
férmula C = 100 x (Vs / Vt), sendo Vs, o volume da fase emulsionada e Vt, o volume
total da amostra (FRANGE; GARCIA, Rev.Cién.Farm. Béasica Apl., 30 (3): 263-271,
2009). As amostras C8, C9 e C10 apresentaram separacao de fases tendo indice de
cremeacao de 50%, M4 e M5 também tiveram leve separacdo de fases com indice
de cremeacdo de 95%, porém as amostras restantes M1, M2, M3, C6 e C7 nédo

apresentaram separacao de fases, tendo indice de cremeacao de 100%.
Exemplo 4: Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

[0054] As nanoemulsbes foram analisadas macroscopicamente e comparadas logo
apos 0, 24 e 48 horas da sua formulacdo. O estudo da estabilidade foi baseado no
método proposto no Guia de Estabilidade sugerido pela Agéncia Nacional de
vigilancia Sanitaria - ANVISA (vol.1, 12 ed., 52p, Brasilia, 2004), onde as amostras
foram submetidas em condicbes que aceleram mudancas possiveis de ocorrer,
permitindo obter informacfes sobre a estabilidade do produto em menor tempo

possivel.
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[0055] As nanoemulsGes foram caracterizadas de acordo com critérios como
aspecto, a) Leitosa, translicida ou apaca; b) homogénea ou heterogénea também
classificado como normal, isto €, sem alteracdo, levemente separado ou separado e,
c) fluida, levemente viscosa ou viscosa. Usando o critério cor, as nanoemulsbes
foram classificadas como normal, ou seja, sem alteracdo, levemente modificada,
modificada ou intensamente modificada. E por dltimo usando o critério odor, as
amostras foram classificadas como normal ou sem alteracdo, levemente modificado,
modificado ou intensamente modificado. Os resultados das analises preliminares
realizadas logo apds a formulagdo sdo apresentados na Tabela 2, demonstraram
que M1, M2, M3, C6 e C7 ficaram estaveis sendo que as amostras M4, M5, C8, C9 e

C10 ficaram levemente viscosas e levemente separadas.

[0056] Tabela 2. Caracteristicas organolépticas resultantes dos diferentes niveis de
surfactantes, solucdo tampéao, velocidade e tempo de rotagcdo na producédo das

nanoemulsoées.

Amostra Aspecto Cor Odor

M1 (M25) Leitosa, fluida, homogénea, estavel. Sem alteracdo Sem alteracéo

M2 (M26) Leitosa, fluida, homogénea, estavel. Sem alteracdo Sem alteracéo

M3 (M27) Leitosa, fluida, homogénea, estavel. Sem alteracdo Sem alteracéo

M4 (M28) Transllcida, levemente viscosa, levemente Sem alteracdo Sem alteracéo
separada.

M5 (M29) Translucida, levemente viscosa, levemente Sem alteragdo Sem alteracédo
separada.

C6 (C25) Opaca, fluida, homogénea, estavel. Sem alteracdo Sem alteracao

C7 (C26) Opaca, fluida, homogénea, estavel. Sem alteracdo Sem alteracéo

C8 (C27) Transllcida, levemente viscosa, levemente Sem alteracdo Sem alteracao
separada.

C9 (C28) Translicida, levemente viscosa, levemente Sem alteracdo Sem alteracao
separada.

C10 (C29) Transllcida, levemente viscosa, levemente Sem alteracdo Sem alteracéo
separada.

Legenda: M = Melaleuca alternifolia; C = Citrus aurantium.

Exemplo 5: Teste de estabilidade (centrifugacéao)

[0057] A fim de avaliar a homogeneidade e a estabilidade das nanoemulsdes, as
amostras M1, M2, M3, C6 e C7 foram submetidas ao teste acelerado de
centrifugacdo a 3000 rpm (1210 g) por 30 minutos (ANVISA, v.1, 12 ed., 52p.,
Brasilia, 2004). O teste foi realizado em tubos de ensaio graduado para a centrifuga

modelo CEO1 da Kaci, onde 1 mL de cada amostra acondicionada nos eppendorfs
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foram submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm (1210 g) por 30 minutos. Findo o
processo, as amostras foram deixadas em repouso durante 30 minutos para
posterior avaliagdo macroscoépica da sua estabilidade, onde M1, M2 e M3 ficaram
leitosas, fluidas, homogéneas e sem alteracdo de cor ou odor, as amostras C6 e C7
ficaram opacas, fluidas, homogéneas e sem alteracdo de cor ou odor, sendo todas
consideradas estaveis.

Exemplo 6: Teste de estabilidade (Resfriamento e congelamento)

[0058] ApoOs a formulacdo, as nanoemulsdes foram submetidas a outro teste de
estabilidade gelo/degelo, onde 1 mL das amostras M1, M2, M3, C6 e C7 foram
acondicionadas nos eppendorfs e deixadas na geladeira (Temperatura de 8 °C) e no
freezer (Temperatura de - 20 °C), durante 24 horas. Apds esse periodo, as amostras
descansaram por 4 horas para posterior realizacdo da leitura das caracteristicas
organolépticas, onde as amostras M1, M2, C6 e C7 deixadas no freezer se
mantiveram estaveis, no entanto, M3 ficou levemente separada. As amostras M1,
M2, M3 e C6 deixadas sob refrigeracdo também se mantiveram estaveis, sendo M3

e C7 opacas.
Exemplo 7: Teste de estabilidade (Aquecimento)

[0059] O teste de estabilidade por aquecimento em estufa foi realizado de modo a
acelerar o aparecimento de sinais de instabilidade do produto. Para isso, 1 mL das
amostras M1, M2, C6 e C7 acondicionadas nos eppendorfs foram submetidas ao
aguecimento em estufa a uma temperatura de 37 °C, 40 °C e 50 °C, durante 24
horas. Apds esse tempo, as amostras descansaram por 4 horas para posterior
avaliacdo macroscopica de sua estabilidade. Em 37 °C, as amostras se mantiveram
estaveis sem alteracdo de sua homogeneidade, cor ou odor. Em 40 °C as amostras
M1, M2 e C6 se mantiveram estaveis sem alteracdo de fases, cor ou odor, no
entanto C7 ficou levemente separada. Por fim, em 50 °C as amostras M2 e C6 se
mantiveram estaveis pois ndo houve alteracdo de sua homogeneidade, e M1 ficou

levemente separada.

Exemplo 8: Anélise microscopica
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[0060] A homogeneidade das nanoemulsées também foi avaliada
microscopicamente, onde as amostras M1, M2, C6 e C7 foram diluidas de 1:1 e 2:1
(dgua/amostra) e gotejadas em uma lamina de vidro coberta com uma laminula e
submetidas a um aumento de 1000x em microscépio 6ptico sendo avaliadas a
ocorréncia de agregacdo das vesiculas se as mesmas tivessem o tamanho
micrométrico. Apos avaliacdo, ndo foi observada agregacdes das vesiculas das

emulsoes.
Exemplo 9: Analise das caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsdes

[0061] O tamanho médio das vesiculas, o indice de polidispersdo e o potencial zeta
das nanoemulsées M1, M2, C6 e C7 contendo vitaminas C, D e E, incluido o fésforo
nanoencapsulados foram analisadas utilizando o equipamento ZetaSizer Nano-ZS90
(Malvern). As amostras foram previamente diluidas com agua ultrapura tipo 1 na
propor¢cdo de 1:50 (agua: emulsdo), e as medidas foram realizadas em triplicatas a
25 °C, onde os resultados foram expressos na Tabela 3 e nos gréaficos 1 e 2.

[0062] Tabela 3. Analise das caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsfes

Amostra Tamanho das vesiculas PDI Potencial Zeta
M1 (M25) 162,2+1,5 0,092 + 0,033 -1,90 + 0,16
M2 (M26) 222620 0,079+0,002 -

C6 (C25) 1051+ 2,1 0,218 + 0,013 -1,79 £ 0,23
C7 (C26) 96,8714 0,276 0,008 -

Legenda: M = Melaleuca alternifélia; C = Citrus aurantium.

[0063] Pode-se observar nos resultados que as emulsdes podem ser consideradas
nanoemulsdes ja que apresentaram tamanho inferior a 300 nm. Entretanto houve
variacdo no PDI sendo as melhores emulsées M2 e C6 por apresentarem menor

PDI. A carga (potencial zeta) das emulsdes ficou préximo do neutro.
Exemplo 10: Teste de palatabilidade com os animais

[0064] O teste de palatabilidade foi realizado a fim de mostrar a aceitagdo ou nédo da
racdo pelos animais. Este protocolo foi autorizado pela Comisséo de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco licenca 074/2019. As
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nanoemulsdes produzidas a base de 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia e
Citrus aurantium isolados, enriguecida com vitaminas C, D e E e o fésforo, foi
adicionada a racdo em diferentes niveis 0,5; 0,75 e 1 gramas de emulsdo de ambos
os Oleos isolados. Primeiramente a racdo comercial extrusada foi macerada e as
emulsdes foram previamente diluidas com agua destilada, sendo adicionada a racao
macerada lentamente na propor¢do de 2:1 (ragdo:agua) até formar uma pasta. Apos
uma boa homogeneizagéo, novos pelets foram produzidos e deixados em bandejas
para a secagem durante 48 horas em temperatura ambiente e protegidas da luz
solar. Apos a secagem dos pelets a alimentacédo foi ad libitum 3 vezes ao dia, e
mostrou ser palatavel pois teve uma boa aceitacdo pelos juvenis da espécie tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus).
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REIVINDICACOES

1. “PROCESSO DE PRODUCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ENRIQUECIDOS COM VITAMINAS E SAIS MINERAIS ADICIONADA
A RACAO PARA PEIXES” caracterizado por nanoemulsées agua/dleo (A/O) com
vesiculas de tamanho inferior a 300 nm, formadas pela fase aquosa contendo
solucdo tampdo em pH neutro, polissorbato 80, sais minerais e vitaminas
hidrossoltuveis compreendendo fésforo e vitamina C, sendo esta fase aquosa vertida
em uma fase oleosa sob agitacdo constante contendo O6leos essenciais de
Melaleuca alternifolia e Citrus aurantium, monooleato de sorbitano 80, vitaminas
lipossoluveis compreendendo vitamina D e vitamina E e conservante microbiolégico,
sendo estas nanoemulsdes incorporadas como aditivos alimentares a racdes

comerciais para peixes.

2. “PROCESSO DE PRODUGCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ENRIQUECIDOS COM VITAMINAS E SAIS MINERAIS ADICIONADA
A RACAO PARA PEIXES”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
conservante microbiolégico usado na preparacdo das nanoemulsdes ser do grupo

dos parabenos.

3. “PROCESSO DE PRODUCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ENRIQUECIDOS COM VITAMINAS E SAIS MINERAIS ADICIONADA
A RACAO PARA PEIXES”, de acordo com a reivindicacéo 1, caracterizado pelas
nanoemulsdes diluidas com &gua, como aditivos alimentares, poderem ser

adicionadas a racGes comerciais para peixes.

4. “PROCESSO DE PRODUGAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ENRIQUECIDOS COM VITAMINAS E SAIS MINERAIS ADICIONADA
A RACAO PARA PEIXES”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelas
nanoemulsdes contendo Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia e Citrus
aurantium poderem ser incorporadas individualmente e associadas a racbes

comerciais para peixes.
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RESUMO

“PROCESSO DE PRODUCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ENRIQUECIDOS COM VITAMINAS E SAIS MINERAIS
ADICIONADA A RACAO PARA PEIXES”

O presente pedido de patente de invencdo descreve o processo de producéao de
uma nanoemulsdo A/O com tamanho de vesiculas inferior a 300 nm contendo
vitaminas hidrossollveis e lipossollveis, e sais minerais nanoencapsulados para ser
adicionada a racdo para tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) como um aditivo
alimentar. A nanoemulsdo produzida contém Oleos essenciais de Melaleuca
alternifélia e de Citrus aurantium isolados, uma solu¢do tampdo em pH neutro,
surfactantes (tween e span 80), conservante do grupo dos parabenos, um &lcool,
vitaminas hidrossoluveis (vitamina C) e lipossoluveis (vitaminas D e E), sais minerais
(fésforo). A nanoemulsdo produzida pelo processo de emulsificagdo sob agitacédo
constante, utiliza materiais biodegradaveis, podendo ser utilizada para encapsulacao

de nutrientes e incorporada na producao de ragédo animal.
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Incorporacdo de nanoemulsdo a base de 6leos essenciais enriquecidos com
vitamina C, D e E, Célcio e Fésforo como aditivo alimentar em racdo para

peixes como tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Resumo

O presente trabalho foi desenvolvido com objetivo de produzir um aditivo alimentar
contendo nanoemulsdo simples agua/dleo essencial (A/OE) enriquecidos com
vitaminas C, D e E, e minerais Calcio e Fosforo para peixes como tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus). Foram utilizados OEs de Melaleuca alternifolia (M) e Citrus
aurantium (C) isolados. Foram realizadas triagens dos niveis de cada componente
da emulsdo, avaliacdo das caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas para
definir a melhor nanoemulséo. Foi realizado teste de palatabilidade e testes com 10
grupos de tilapias, sendo o grupo controle GO (0,0 g), M1, M2, M3, C1, C2, C3,
M1C1, M2C2, e M3C3, com 0,5, 0,75 e 1,0 g de OE respectivamente, para 5 g de
emulsdo e 50 g de racdo. Foi avaliado o comportamento e parametros zootécnicos
dos animais. Foi possivel produzir nanoemulsées com tamanho nanomérico (105,1 +
2,1 para C a 222,6 £ 2,0 nm para M), estaveis e demonstrada a sua palatabilidade
guando adicionada a racdo para tilapia com 100% de consumo pelos animais.
Também foi depositado um pedido de patente. Os resultados dos eventos
comportamentais dos grupos tratados revelaram nao significativos (p > 0,05) ao GO,
demonstrando que dietas suplementadas com OEs n&o apresentaram efeitos toxicos
aos peixes nos niveis testados. O ganho de comprimento, ganho de peso, taxa de

crescimento especifico e taxa de conversdo alimentar ndo foram expressivos em

grupos expostos ao GO (p > 0,05). Houve melhoria na taxa de sobrevivéncia no
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grupo C3 comparado ao GO e aos demais. Com isso conclui-se que, foi possivel
produzir um aditivo alimentar palatavel contendo nanoemulsdo a base de OEs
enriquecidos com vitaminas C, D e E, e minerais Calcio e fosforo, para peixes como

tilapia possivelmente com uso em escala industrial.

Palavras-Chave: Nutricdo Animal, Nanotecnologia, Compostos Fitogénicos

Aquicultura.

1. Introducéo

A piscicultura € uma atividade mundialmente reconhecida e destacada por
altos niveis de producdo de alimento como fonte de proteina animal para a
populacdo humana. Atualmente vem sendo desenvolvida em varios paises como a
China, Equador, india, Chile, entre outros, incluindo o Brasil, este Gltimo consolidado
como o 4° maior produtor do mundo (Peixe BR, 2020). A alta produtividade em
piscicultura requer técnicas de manejo nutricional apropriado, apoiada as inovacdes
tecnoldgicas, com uso de racfes balanceadas ricas em nutrientes como vitaminas
(C, D e E) e sais minerais (Calcio e o Fosforo), para 0 maximo crescimento, com
reducado dos custos de producéo e impactos ambientais (Miranda et al. 2000; Ribeiro
et al. 2012). Nutrientes como a vitamina C e o fosforo, por serem hidrossollveis
facilmente se perdem na agua pelo processo de lixiviagdo, dificultando o seu
aproveitamento pelos peixes, desperdicando a ragdo e aumentando o custo de
producgdo. Por outro lado, excesso de nutrientes perdidos na 4gua pode causar a
eutrofizacdo levando a reducdo do nivel de oxigénio dissolvido e alteracdes das

caracteristicas organolépticas da carne (Toyama et al. 2000).
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Todavia, com o0 avanco cientifico da nanotecnologia, é possivel desenvolver
sistemas de liberacdo controlada (SLCs) nanoestruturados capazes de proteger
principios ativos e transportar até ao local especifico do trato gastrointestinal do
peixe sem alterar as suas propriedades, mas aumentando a estabilidade e
biodisponibilidade do produto (Souza et al. 2014; Alencar et al. 2018).
Nanoemulsbes podem ser utilizadas como SLCs para o encapsulamento de
nutrientes na racdo. As nanoemulsfes sao dispersdes bifasicas de dois liquidos
imisciveis, um disperso no outro em forma de vesiculas agua-em-6leo (A/O) ou 6leo-
em-agua (O/A) estabilizadas por um surfactante anfipatico (Singh et al. 2017). Elas
podem ser preparadas com 6leos essenciais (OES), pois sdo compostos fitogénicos,
biodegradaveis e ndo representam perigo para 0s animais e o meio ambiente (Sutili,
2016, Cunha et al. 2018). Os compostos fitogénicos sao substancias derivadas de
plantas medicinais que compreendem ervas, 0leos essenciais extratos e 6leo-resina,
com efeitos positivos sobre a producédo e saude animal. OEs podem ser utilizados
como alternativas a antibidticos e outros produtos convencionais usados em
piscicultura que para além de mostrarem - se antieconémicos e ecologicamente
prejudiciais (Steverding et al. 2005; Sutili, 2016), podem gerar resisténcia em
bactérias patogénicas para animais, acumulando residuos no musculo e afetando
negativamente a salde humana (Gastalho et al. 2014). OEs de Melaleuca alternifolia
e Citrus aurantium apresentam propriedades parasiticidas (Steverding et al. 2005),
bactericidas, antioxidantes, antimicrobianos, imunoestimulantes, anti-inflamatoérios,
promotores de crescimento, podendo ser usados em piscicultura principalmente em
adicdo com a agua, mas também adicionados na ragdo animal (Aanyu, 2016).

Diante do exposto, torna-se necessario produzir um aditivo alimentar contendo
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nanoemulsdo simples A/OE enriquecidos com vitaminas C, D e E, e minerais Célcio
e Fésforo para tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).
2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Federal Rural de Pernambuco —
UFRPE, laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal — LECA, biotério
cadastrado na plataforma CIUCA- CONCEA (Conselho Nacional de Experimentacao
Animal), autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRPE
(licenca: 074/2019). Para a producdo de nanoemulsdes foram utilizados materiais
lipofilicos como, OE de Melaleuca alternifolia (M), e OE de Citrus aurantium var. dulci
(C), ambos da Ferquima Industria & Comércio Ltda, vitaminas D (Sanofi-Aventis
Farmacéutica Ltda) e E (Catalent Brasil Ltda). Por outro lado, os materiais
hidrofilicos utilizados foram, solucdo tampéo fosfato a 0,1 M pH 7,4, surfactante
Polissorbato 80 (tween 80) (Quimica Contemporanea Ltda), vitamina C (Quimica
Moderna) e o fosfato de potassio monobasico (Dinamica Brasil). Ainda, foi utilizado
um conservante propilparabeno (Quimica Contemporanea Ltda) e um solvente, o
alcool etilico absoluto (Quimica Moderna).
2.1. Caracterizacdo quimica dos 6leos essencias (OEs)
2.1.1 Produtos quimicos

A caracterizacdo quimica dos OEs foi realizada no Laboratério de Produtos
Naturais Bioativos (LPNBIio) — Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Os produtos quimicos utilizados na identificacdo dos compostos fitogénicos dos OEs
de M e C, foram todos os monoterpenos (a-pineno, B-pineno, limoneno, linalol e 1,8-
cineol), sesquiterpenos (B-cariofileno e a-humuleno) e fenilpropandides (metil

eugenol).
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2.1.2 Cromatografia gasosa GC e GC-MS

As andlises quantitativas de cromatografia gasosa (500 GC, PerkinElmer
Clarus, Shelton, CO, EUA) foram realizadas usando um aparelho equipado com um
detector de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida DB-5
nao polar (30 mx 0,25 mm x 0,25 um) (J & W Scientific). A temperatura do forno foi
programada de 60 a 240 °C a uma taxa de 3 °C min™. As temperaturas do injetor e
do detector eram em 260 °C. O hidrogénio foi usado como o0 gas transportador a
uma taxa de fluxo de 1 mL min™ em modo dividido (1:30). O volume de injecéo foi de
0,5 pL de solucado diluida (1: 100) de 6leo em n-hexano. A quantidade de cada
composto foi calculada a partir das areas dos picos de GC na ordem da eluicdo da
coluna DB-5 e expressa como uma porcentagem relativa da area total dos
cromatogramas. As analises foram realizadas em triplicado.

A analise qualitativa de cromatografia gasosa-espetrometria de massas (GC-
MS) (220-MS IT GC, Varian, Walnut Creek, CA, EUA) foi realizada em um sistema
com detector seletivo de massas, espectrobmetro de massas operando em El 70 eV
com intervalo de varredura de 0,5 S e fragmentos de 40 a 550 Da. equipado com a
mesma coluna e programa de temperatura dos experimentos GC-FID, com 0s
seguintes parametros: gas transportador = hélio; taxa de fluxo = 1 mL min™*; modo de
divisdo (1:30); volume injetado = 1 pL de solucéo diluida (1:100) de 6leo em n-
hexano.
2.1.3 Identificacdo dos compostos fitogénicos presentes nos OEs

A identificacdo dos compostos fitogénicos foi baseada em indices de retencéo
de GC-MS com referéncia a uma série homdloga de C8-C40 n-alcanos calculados

usando a equacdo de Van der Dool; Kratz (1963) e por computador comparando
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com a biblioteca espectral de massa do sistema de dados GC-MS (NIST 11 and
WILEY 11th) e co-injecdo com padrdes auténticos, bem como outros espectros de
massa publicados (Adams, 2007). As porcentagens de area foram obtidas
electronicamente a partir da resposta do GC-FID sem o uso de um padréo interno ou
fatores de correcéo.
2.2 Preparacao das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram identificadas como M1, M2, M3, C1, C2, C3, M1C1,
M2C2 e M3C3 com o mesmo peso de OE 0,5, 0,75 e 1,0 g respectivamente para 5 g
de emulsdo. As nanoemulsbes A/OE, foram preparadas em escala de bancada
utilizando 5,0 a 10,0% (p/p) de OE de M e C; 5,0 a 7,5% (p/p) de Tween® 80; 74,2 a
81,7% (p/p) de solucdo tampao fosfato, sendo fixado os valores de vitamina C (3%),
vitamina D (0,8%), vitamina E (2,0%) e fosforo (2,5%) (Tabela 1) (Miranda et al.
2000). A fase oleosa foi constituida de 5,0 a 10,0% (p/p) de OE de M e C isolados,
5,0 a 7,5% (p/p) de Tween® 80, 0,8% de vitamina D e 2,0% de vitamina E. Por outro
lado, a fase aquosa foi formada por 74,2 a 81,7% (p/p) de solucédo tampéao fosfato,
3% de vitamina C e 2,5% de fosforo (Tabela 1). Os componentes foram mensurados
em uma balanca semi-analitica, AD200. Ambas as fases (oleosa e aquosa) foram
homogeneizadas em simultaneo de forma suave, com auxilio de um agitador
magneético durante 30 minutos a 500 RPM em temperatura ambiente (25 + 2 °C).
Seguidamente e sob agitacdo (500 RPM), a fase aquosa foi vertida na fase oleosa
com auxilio de uma bureta de vidro graduada classe A, que possui uma torneira na
parte inferior, para regular o volume do gotejamento (duragdo: 1 minuto). A bureta foi
fixada verticalmente em um suporte de madeira posicionada sobre o béquer para

permitir o escoamento do fluido. Ap6s 5 minutos em agitacdo para a formacdo da
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nanoemulsdo A/OE, foi adicionada uma mistura contendo 0,4% (p/p) de conservante
propilparabeno dissolvido em 1 mL de alcool etilico absoluto, permanecendo em
agitacdo por mais 5 minutos para a evaporacdo total do alcool. Por fim, a
nanoemulsdo permaneceu sob agitacdo por 45 minutos a uma velocidade de 800
RPM para obtencdo de tamanho nanomérico. Apéds isso, foi realizada a
caracterizagcdo macroscopica para a verificacdo de separacéo de fases.
2.2.1 Anédlise Fisica Macroscopica das Nanoemulsdes

A avaliacdo das caracteristicas organolépticas foram realizadas logo apos 0,
24 e 48 horas da sua formulagéo e comparadas para obtencdo do melhor resultado.
As nanoemusdes foram analisadas acompanhando 3 critérios: |. Aspecto: a) Leitoso,
Transllicido ou Opaco; b) Homogéneo ou Heterogéneo, também classificado como
Normal/ Sem alteracdo, Levemente Separado ou Separado e, c¢) Fluido, Levemente
Viscoso ou Viscoso. Il. Cor: Normal/Sem Alteracdo, Levemente Modificada,
Modificada ou Intensamente Modificada. Ill. Odor: Normal/Sem alteracéao,
Levemente Modificado, Modificado ou Intensamente Modificado (Brasil, 2004;
Frange; Garcia, 2009). As amostras aprovadas passaram para 0s testes de
estabilidade preliminar.
2.2.2 Testes de Estabilidade Preliminar

Apos a formulacdo, as nanoemulsdes foram submetidas ao teste de
centrifugacdo no LECA, realizado em tubos de ensaio graduado para a centrifuga
CEO1 Kacil, usando 1 mL de cada amostra acondicionada nos eppendorfs e
submetidas em condi¢des de temperatura, tempo e velocidade padronizados, 3000
RPM (1210 g) por 30 minutos (Brasil, 2004; Viegas; Mendez, 2013). Aditivamente,

outras amostras foram submetidas ao teste de resfriamento e congelamento em
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temperaturas de (8 °C) na geladeira e (— 20 °C) no freezer durante 24 horas. Outras
ainda, foram submetidas ao teste de aquecimento em estufa realizado em
temperaturas de 37, 40 e 50 °C por um periodo de 24 horas (Brasil, 2004). ApGs
todos os testes de estabilidade preliminar, as amostras foram observadas
visualmente quanto a modificacdes passiveis de ocorrer, como separacdo de fases
(2.2.1) (Viegas; Mendez, 2013). Ainda, as amostras foram diluidas na proporcao de
1:1 e 2:1 (agua/amostra), gotejadas em uma lamina de vidro para a avaliacéo
microscopica, em um microscopio optico. As amostras aprovadas seguiram para a
caracterizacgao fisico-quimica.
2.2.3 Andlise fisico-quimica das nanoemulsdes

Analise fisico-quimica foi realizada em Laboratérios Associados em Rede de
Nanotecnologia (LARnano) — Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O
tamanho médio das particulas (nm), o indice de polidispersidade (PDI) e o potencial
zeta (mV) das nanoemulsdes, foram avaliados por espectroscopia de correlacao de
fétons padrdo (PCS) em um angulo fixo de 90° a 25 °C, usando o Zetasizer Nano ZS
(Malvern, UK) (Cadena et al. 2013). Amostras previamente diluidas com &gua
ultrapura tipo 1 com taxa de 1:50 (agua: emulséo), foram colocadas em cubeta zeta,
e as medidas foram realizadas em triplicado a uma temperatura de 25 °C.
2.3 Producdao do aditivo alimentar

Racgdo comercial extrusada com 32% de Proteina Bruta, granulometria entre 4
e 6 mm (NUTRANE NUTRICAO ANIMAL LTDA) (Tabela 2), triturada em um
liquidificador de poténcia 1000 W na velocidade de 200 W, em seguida peneirada
com uma peneira pléastica foi utilizada como base para producdo do aditivo

alimentar. Para isso, no teste de palatabilidade, as hanoemulsdes preparadas foram
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previamente diluidas com agua destilada e adicionada a racdo macerada
lentamente, na proporcdo de 2:1 (racdo: agua) até formar uma pasta,
adicionalmente, durante a homogeneizacao foi incorporada 2,5% de célcio na racao
(este néo foi incluido na emulséo devido a sua baixa solubilidade em agua causando
separacdo de fases). Seguidamente, apdés uma homogeneizacdo, novos pelets
foram produzidos manualmente utilizando pipetas de pasteur e deixados em
bandejas para a secagem durante 48 horas em temperatura ambiente (25 + 2 °C) e
protegidas da luz solar. Para a experimentacado, as nanoemulsdes preparadas foram
incorporadas na racdo em pod, a uma taxa de 5:50 (emulséo: racdo), juntamente com
2,5% de calcio (Miranda et al. 2000). Ap6és uma homogeneizacdo, a racao foi
colocada em placas devidamente identificadas para a desidratacdo em temperatura
ambiente por um periodo de 24 horas. Posteriormente foi acondicionada em sacos
plasticos e conservada em geladeira para uso na alimentacdo dos alevinos. Para
evitar o0 manuseio frequente das dietas armazenadas sob refrigeracdo, quantidades
suficientes para o uso em 6 dias eram armazenadas em eppendorfs (com uma
refeicdo em cada), e estes guardados em potes plasticos e mantidos sob
refrigeracao.
2.4 Animais

Juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (peso 11,5 g) utilizados no
teste de palatabilidade foram adquiridos na Estacao de Aquicultura Continental Johei
Koike da UFRPE e aclimatados por 15 dias. Larvas (idade: 2 dias) utilizadas no teste
experimental foram obtidas na fazenda Piscicultura Vale da Mina, situada em

Paulista — Pernambuco. Imediatamente a sua chegada foram aclimatadas por 60
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minutos. ApGs 0 povoamento no aquario grande de 80 L, permaneceram por 3 dias
para melhor aclimatacdo e monitoramento da saude dos animais.
2.4.1 Teste de palatabilidade

O teste de palatabilidade com juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
(peso 11,5 g) foi realizado a fim de provar a aceitacdo ou ndo do aditivo alimentar
pelos peixes, pois quanto maior a palatabilidade, mais facil € o consumo do
alimento. Para isso, a racdo comercial extrusada com 32% de proteina bruta
(NUTRANE NUTRICAO ANIMAL LTDA) contendo nanoemulsdes foi ofertada 3
vezes ao dia, no total de 2 dias. Durante o teste, ndo foi ofertada outro tipo de racao.
2.4.2 Administracédo do aditivo alimentar

Os animais foram separados em 10 grupos e acondicionados em 10 aquarios
de acrilico de 10 L com 20 animais em cada, temperatura média 25 + 2 °C, pH 7,0 e
aeracdo constante, onde permaneceram em aclimatacdo por 15 dias para melhor
adaptacdo as novas condicfes de vida, sendo monitorado a saude, a oxigenacéo e
o nivel de amodnia. A troca parcial da agua (4 L) foi realizada 2 vezes por semana
através de uma sifonagem. Antes da manutencéo era verificada o nivel de aménia
nos aquarios utilizando kits comerciais da Alcon Labtest. A agua utilizada nesse
procedimento era preparada com adicdo de tiossulfato de sodio para reducédo do
cloro, e hidréxido de cloro para a manutencdo do pH em 7,0 £ 0,5, sendo este
parametro verificado com auxilio de uma fita phmetro. Durante o periodo de
aclimatacao, os peixes foram arragcoados 4 vezes ao dia (8h, 10h, 12h e 14h) (Baba,
et al. 2016) com ragdo controle (racdo sem nanoemulsdo). Os alevinos nao
apresentaram algum sinal de doenca durante esse periodo, sendo posteriormente

submetidos a primeira biometria utilizando image J para comprimento inicial (1,32 *
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0,13 cm), e pesados em uma balanca semi-analitica para obtencdo do peso inicial
(0,053 £ 0,022 g). A mortalidade foi verificada diariamente, e individuos mortos eram
retirados com auxilio de uma peneira plastica e registrados para analise de
sobrevivéncia final. Na primeira quinzena, as racdes contendo nanoemulsdes foram
ofertadas aos animais 4 vezes ao dia em horarios fixos para que habituassem a hora
da refeicdo (8, 10, 12 e 14 h) (Baba et al. 2016), e na segunda quinzena foi
aumentado o numero de vezes passando para 5 vezes ao dia (8, 10, 12 14 e 16 h).
A quantidade de racao fornecida foi calculada 20% do peso vivo (Mainardes-Pinto, et
al. 2000), sendo o0 peso da emulsdo ndo contabilizado neste célculo garantindo a
mesma quantidade de proteina (32%) e mesmo grau de pureza da racdo sem
nanoemulséo.
2.5 Comportamento Animal

Durante o periodo experimental foram avaliados os comportamentos dos
peixes utilizando o etograma modificado (Tabela 3) de Silva et al. (2018), e método
Ad libitum de Altmman, (1974). O etograma foi construido a partir das observacdes
realizadas pelo método de scan sampling (Altmman, 1974), para 3 categorias
comportamentais, Alimentacao, Social (agonistico) e Locomocao (Tabela 3). Essas
observacdes foram realizadas por 10 dias, 2 vezes na semana durante 30 dias de
exposicdo. A coleta de dados comportamentais pelo método de varredura
instantanea foi efetuada durante 30 minutos, 1 minuto de observacéo e 1 minuto de
intervalo a uma distancia de 2,5 m, para néo influenciar na exibicdo comportamental.
2.6 Desempenho Zootécnico

Ao final do experimento (30 dias), os animais foram eutanasiados através do

banho de imersdo com uma solucdo alcodlica anestésica (Eugenol 300 mg/L
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dissolvidos em 1 mL de &lcool absoluto) (Vidal et al.,, 2008). Os animais foram
contabilizados e mensurados utilizando um paquimetro analitico. A taxa de
sobrevivéncia foi calculada usando a férmula, S (%) = (numero final de peixes /
namero inicial de peixes) * 100. O comprimento total foi mensurado da extremidade
anterior da boca do peixe até a extremidade posterior da cauda, utilizando um
paquimetro inox (Tods club comércio de ferram. util. Ltda). Para o ganho de
comprimento foi calculado com a seguinte formula GC = (comprimento final do peixe
- comprimento inicial do peixe). Para a determinacédo do peso final utilizou - se uma
balanca semi-analitica. O ganho de peso foi calculado com a férmula, GP (peso final
do peixe - peso inicial do peixe) (Melo, 2015). Para a taxa de crescimento especifico
foi usada a férmula, TCE (g/dia) = 100* ((peso final do peixe - peso inicial do
peixe)/dias experimentais). A taxa de conversdo alimentar foi calculada com a
férmula, TCA = consumo de ragéo / ganho de peso (Baba et al. 2016).
2.7 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados em forma de média e desvio padrdo sendo
submetidos a testes de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados normais referentes
aos dados comportamentais foram analisados por one-way ANOVA, quando
signifcativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Para os dados néo
paramétricos, os resultados foram comparados pelo teste de Kruskal Wallis. Em
todos os casos, foi considerado um nivel de significancia de p < 0,05.
3. Resultados e Discusséao
3.1 Andlise GC e GC-MS dos OEsdeMe C

A Tabela 4 e Figura 1, mostra os compostos fitogénicos dos OEs de M e C,

analisadas por GC e GC-MS, e as respectivas porcentagens. As andlises feitas para
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ambos, identificaram 26 compostos fitogénicos representados por mono e
sesquiterpenos, sendo identificados 16 no OE de M, o que representou 98,29% da
sua composicao total, e ainda, 16 no OE de C, representando 97,52%. Os principais
compostos fitogénicos detectados foram, o terpinen-4-ol (45,92%) em Melaleuca
alternifolia e limoneno (75,15%) em Citrus aurantium. Estes, irdo determinar as
propriedades quimicas de cada OE.
3.2 Andlise Fisica Macroscopica das nanoemulsdes

As nanoemulsdes produzidas com OEs de Melaleuca alternifolia e Citrus
aurantium, foram analisadas macroscopicamente em relacdo ao seu aspecto, cor e
odor. As nanoemulsdes de M1, apresentaram um aspecto leitoso, fluido e
homogéneo, por outro lado, as produzidas com OE de C1, apresentaram um
aspecto opaco, fluido e homogéneo. Portanto, as amostras seguiram aos testes de
estabilidade preliminar.
3.3 Testes de Estabilidade Preliminar

Para confirmar a homogeneidade e a estabilidade das nanoemulsbes, as
amostras foram submetidas aos testes de estabilidade preliminar. Segundo Anvisa,
(2004), é essencial que as amostras passem por condicfes que aceleram mudancas
passiveis de ocorrer, permitindo obter informacdes sobre a estabilidade do produto
em menos tempo possivel. Comumente as amostras foram submetidas a
centrifugacédo, aquecimento em estufas, ciclos alternados de resfriamento e
aquecimento. No presente trabalho, as nanoemustes de M e C, foram submetidas
as condicbes de estresse descritas acima, onde M1 permaneceu com aspecto

leitoso, fluido e homogéneo e C1 com aspecto opaco, fluido e homogéneo. Ambas
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as emulsdes permaneceram estaveis e homogéneas, sem alteracdes de sua cor e
odor, sendo posteriormente submetidas a analise fisico-quimica.
3.4 Analise Fisico-Quimica

Conforme os resultados obtidos no zetasizer, a analise fisico - quimica
revelou que as amostras M1 e C1, foram consideradas melhores nanoemulsées em
relacdo as outras amostras, pois apresentaram tamanhos de particulas inferiores a
300 nm (Melaleuca alternifolia = 222,6 = 2,0 e Citrus aurantium = 105,1 + 2,1), menor
PDI (0,079 + 0,002 e 0,218 * 0,013 respectivamente), sendo o valor da carga
potencial zeta préximo ao neutro.
3.5 Manejo dos Animais

Durante o periodo experimental (30 dias), a 4gua dos aquarios apresentou
uma faixa de pH 7,0 + 0,5 sendo considerado normal para a espécie em questédo. O
nivel de amonia toxica foi de 0,001 £ 0,000 ppm em todos os grupos, encontrando -
se dentro da faixa de conforto. Em relacdo ao teste de palatabilidade realizado em
juvenis, demostrou que a dieta foi palatavel pois teve uma boa aceitacdo pelos
animais, ndo sendo verificado sobras de racdo nos aquarios. Cunha et al. (2018),
enfatizou o uso de emulsbes produzidas com OEs, pois ajudam a melhorar a
palatabilidade da racdo e aumentar a sobrevivéncia dos peixes gracas as suas
propriedades.
3.6 Comportamento Animal

Nos dados obtidos a partir do método ad libitum (Altmann, 1974) para a
elaboracdo do etograma, foram identificados 13 padrbes comportamentais
agrupados em 3 categorias: Alimentagdo, Social e Locomoc¢édo observados na

Tabela 5, onde inclusive as médias dos eventos foram resumidas. Os resultados dos
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grupos tratados nao foram significativos (p > 0,05) comparado ao controle, sendo
satisfatorios pois indicam que os OEs de M e C nos niveis testados néo interferiram
nos eventos comportamentais, indicando que o produto ndo apresenta toxicidade
para a espécie em analise utilizando o comportamento como indicador de saude dos
animais, sendo também utilizado para estudos de fisiologia (Snowdon, 1999), e para
compreender as interacdes entre eles e com 0 meio ambiente. A tilapia sendo uma
espécie territorialista, ela briga pelo espaco definindo hierarquias no grupo, podendo
existir peixes dominantes os que tém vantagens sobre os outros, e submissos 0s
gue estdo em posicao inferior, de acordo com sua capacidade de competir com
outros individuos do grupo. Esses confrontos agonisticos podem estressar 0s peixes
e resultar em crescimento heterogéneo, que segundo Correia et al. (2018), podem
ser minimizados com adocéo de dietas contendo OE de M.
3.7 Desempenho Zootécnico

Os resultados dos parametros zootécnicos dos alevinos de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) ao final de 30 dias de exposi¢cdo, sdo apresentados na
Tabela 6. O ganho de comprimento (GC), ganho de peso (GP), taxa de crescimento
especifico (TCE) e a taxa de conversao alimentar (TCA), ndo foram significativos (p>
0,05) em grupos alimentados com dietas experimentais contendo OE de M e C
comparado ao grupo controle. Estes resultados indicaram que o0s parametros
zootécnicos dos peixes ndo foram afetados pelos niveis formulados dos OEs em
comparacao ao controle. Resultados semelhantes foram encontrados por Baba et al.
(2016), onde o desempenho de crescimento de Oreochromis mossambicus néo foi
significativo em peixes alimentados com dieta contendo OE citrico comparado ao

controle, mesmo entre 0s grupos experimentais. Estudos anteriores revelaram um
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aumento no desempenho zootécnico quando OEs citricos sdo incluidos nas dietas
de O. mossambicus (Acar et al. 2015) e Truta arco-ires (Gultepe, 2018), este Ultimo
com piora na taxa de conversdo alimentar. Diferencas nos potenciais de
crescimento, podem estar relacionadas com a concentracdo do ativo do proéprio
fitogénico e do seu nivel de inclusdo. A porcentagem do limoneno do OE citrico
utilizado no presente trabalho foi de 75,15%, ao passo que nos estudos citados foi
de 94,74%. Segundo Steverding et al. (2005), o OE de M ¢ eficaz em tratar doencas
principalmente quando adicionado na agua, promovendo o crescimento dos animais.
No entanto seu efeito quando adicionado em dietas de peixes é escasso. Em
relacdo ao sinergismo dos Oleos, resultados semelhantes foram relatados por
Aanyu, (2016), combinando o limoneno (400 ppm) e timol (500 ppm) onde nao foram
relatados efeitos sinérgicos sobre o crescimento de juvenis de tilapia-do-Nilo, porém
guando os mesmos sdo usados de forma isolada, promove o0 crescimento desses
animais. Pesquisas sugerem que combinacdes de diferentes OEs tenham um maior
aumento do crescimento do que quando utilizado isoladamente em dietas. Porém
considerando mudancas na concentracdo dos compostos fitogénicos fica dificil
realizar uma comparacado direta dos resultados. Diferencas nas concentracées dos
compostos fitogénicos em diferentes trabalhos, sdo explicadas pelo facto de o
material ser extraido em diferentes partes da planta, ou espécie, periodo de colheita,
estagio de desenvolvimento, tempo de armazenamento forma de processamento e 0
processo de extracdo (Aanyu et al. 2018). Diante disso, os possiveis beneficios da
dieta com nanoemulsfes de OEs estdo concentrados nos parametros bioquimicos e

fisiol6gicos dos animais (Baba et al. 2016; Valladao, 2018, Shah; Mraz, 2020).
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A taxa de sobrevivéncia foi maior (90%) em grupo alimentado com 1,0% de
OE de Citrus aurantium comparado ao GO, e aos demais grupos, sendo considerado
normal de acordo com Marengoni et al. (2013) e Brito; Silva, (2014). As mortes
verificadas nos aquarios (10 a 25% de mortalidade) foram devido ao canibalismo
que € tipico da espécie em estudo, principalmente nas fases pds-larvas e
alevinagem, sendo consideradas normais de acordo com Shalaby et al. (2006).
Kubitza, (2009), recomenda o consumo de 4 a 6 refeicbes ao dia e préximo a
saciedade para minimizar potenciais perdas de alevinos por canibalismo, e isso foi
feito em nosso experimento. Além de que, Acar et al. 2015, recomenda dietas
contendo OEs para reducdo das taxas de mortalidade. Provavelmente o maior
beneficio do uso de nanoemulsGes de OEs incorporadas a racbes como aditivos
alimentares seja 0 aumento na sobrevivéncia dos animais.
4. Concluséo

Perante os resultados obtidos no presente trabalho conclui-se que, foi
possivel produzir nanoemulsdes simples A/O estaveis a base de 6leos essenciais de
Melaleuca alternifolia e Citrus aurantium, com vitaminas C, D e E, minerais Calcio e
fésforo encapsulados, e realizar a avaliacdo da sua estabilidade. Foi possivel
produzir um aditivo alimentar, que se mostrou palatavel pois teve uma boa aceitacéo
pela espécie tilapia. Os parametros comportamentais ndo foram significativos em
todos os tratamentos demonstrando que, dietas suplementadas com estes OEs nao
revelaram efeitos toxicos aos peixes nas condigbes testadas. Parametros
zootécnicos revelaram que os OEs de M e C aumentaram as taxas de sobrevivéncia
dos animais. Diante disso, recomendamos o0 uso do aditivo nanotecnolégico em

escala industrial.
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Tabela 1. Componentes utilizados na producédo das nanoemulsdes.
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Oleo

Qnt.

S.T.

T. 80

V. C.

V. D.

V. E.

P.

V. R.

T.R.

Total

M1
M2
M3
C1
C2
C3
M1C1
M2C2
M3C3

0,50 (5,0%)
0,75 (7,5%)
1,00 (10,0%)
0,50 (5,0%)
0,75 (7,5%)
1,00 (10,0%)
0,50 (5,0%)
0,75 (7,5%)
1,00 (10,0%)

7,92 (79,2%)
7,67 (76,7%)
7,42 (74,2%)
8,17 (81,7%)
7,92 (79,2%)
7,67 (76,7%)
7,92 (79,2%)
7,67 (76,7%)
7,42 (74,2%)

0,75 (7,5%)
0,75 (7,5%)
0,75 (7,5%)
0,50 (5,0%)
0,50 (5,0%)
0,50 (5,0%)
0,75 (7,5%)
0,75 (7,5%)
0,75 (7,5%)

0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)
0,30 (3,0%)

0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)
0,08 (0,8%)

0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)
0,20 (2,0%)

0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)
0,25 (2,5%)

800
800
800
800
800
800
800
800
800

45
45
45
45
45
45
45
45
45

10 (100%)
10 (100%)
10 (100%)
10 (100%)
10 (100%)
10 (100%)
10 (100%)
10 (100%)
10 (100%)

Valores apresentados em gramas para grama de emulsdo e em % em peso. Legenda: M = Melaleuca alternifélia; C = Citrus aurantium; Qnt = Quantidade em
gramas (g); S.T. = Solucao (g) Tampao fosfato 0,1 M pH 7,0; T.80 = Tween 80 (g); V = Vitamina (g); P = Fésforo (g); V.R.= Velocidade de Rota¢cdo (RPM);

TR = Tempo de Rotagdo em minutos (min).

Tabela 2. Nutrientes da ragdo (Nutrane Nutricdo Animal Ltda).

Niveis de nutrientes por Kilo de racéo

Proteina Bruta

Calcio

Fosforo
Vitamina C
Vitamina D
Vitamina E

320,00 g

25-35,00 g

99
0,29

840,00 UI

33,60 g
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Tabela 3. Etograma modificado de Silva et al. (2018), dos alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus).

Evento Sigla Descricdo
Categoria Alimentacéo
. O peixe nada no fundo do aquario proximo ao substrato e posiciona-se
Forragear em baixo FE . . :
de forma vertical procurando particulas de alimento no substrato.
Forragear no Filtro = O animal nada préximo ao filtro procu_rando particulas de racdo presas
sobre o filtro.
Procurar PR O peixe se aproxima a !amlna d'agua, e nada sobre a parede do
aquario procurando alimento.
O individuo nada em direcéo ao alimento que se encontra na lamina
d'agua e usando um movimento rapido com a boca faz apreenséo do
Capturar CA . . . > -
alimento na superficie e volta rapidamente ao corpo d'agua, repetindo
mais vezes.
Categoria Social
O individuo agressor ericava as barbatanas dorsais podendo provocar
o afastamento do oponente no local ou ataque nas laterais do corpo, e
Afugentar AF ) : ) )
estabelecimento da hierarquia dentro do grupo social.
O animal nada seguindo o0 oponente, acompanhando o seu trajeto,
Perseguir PE enquanto o outro foge em submissdo ao perseguidor, podendo ou ndo
haver contato entre ambos.
Fuair FU O peixe perseguido se afasta do oponente que o persegue ou ataca,
9 podendo ficar isolado em um pequeno espaco.
Categoria Locomoc¢éao
O peixe movimenta lentamente a nadadeira caudal permitindo o seu
Nadar Lento NL .
deslocamento de maneira lenta.
O peixe movimenta rapidamente a sua nadadeira caudal fazendo com
Nadar Réapido NR que se desloque o mais rapido possivel no corpo d'agua.
Ato em que dois ou mais peixes nadam na mesma direcdo, exibindo o
Nadar Junto NJ P Py ~
comportamento de cardume que € tipico da espécie em questao.
Submergir SuU O animal nada em direcéo ao substrato.
. O animal nada em dire¢éo a superficie da lamina d"agua podendo
Emergir EM . . . : LS
ingerir particulas de alimento ou ar atmosférico.
Parado PA O individuo simplesmente permanece parado.
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Tabela 4. Compostos fitogénicos dos 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia e Citrus aurantium

var. Dulci.
Composto IR* IR® M. alternifolia C.aurantium var. dulcis
a-Thujene 922 924 - 0,18
a-Pinene 928 932 2,07 1,11
Sabinene 970 969 - 0,47
B-Pinene 976 974 0,88 1,96
Myrcene 990 988 0,55 0,13
iso-Sylvestrene 1010 1007 1,56 -
a-Terpinene 1015 1014 12,78 -
Limonene 1026 1024 - 75,15
1,8-Cineole 1027 1026 11,32 -
B-Z-Ocimene 1031 1032 3,70 0,37
y-Terpinene 1055 1054 7,90 0,63
Terpinolene 1089 1086 1,66 -
Linalool 1099 1095 - 0,43
Terpinen-4-ol 1180 1174 45,92 0,28
a-Terpineol 1188 1186 5,41 -
y-Terpineol 1198 1199 0,35 -
cis-B-Terpineol 1144 1140 - 3,30
Citronellal 1149 1148 1,00 1,85
Menthol 1167 1167 - 7,44
E-isocitral 1173 1177 - 0,47
iso-Menthol 1200 1197 -
Citronellol 1226 1223 - 0,95
Pulegone 1235 1233 0,81 -
B-Caryophyllene 1419 1417 1,26 -
a-Humulene 1455 1452 1,12 -
3-Bisabolene 1770 1768 - 2,80
Total 98,29 97,52

% Indices de retencéo calculados a partir dos tempos de retencdo em relacdo aos de uma série de n-
alcanos em uma coluna capilar DB-5 de 30m. ® fndices de retencao linear da literatura. IR = indice de
retencdo, DP = desvio padrdo, MS = espectro de massa, IC = co-injegcdo com padrbes auténticos.
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Tabela 5. Eventos comportamentais de tilapia-do-Nilo durante 30 dias experimentais. Eventos exibidos: FE — Forragear em baixo; FF — Forragear no filtro;
PR - Procurar; CA - Capturar; AF — Afugentar; PE - Perseguir; FU - Fugir; NL - Nadar lento; NR - Nadar rapido; NJ - Nadar junto; SU — Submergir; EM —
Emergir; PA — Parado. Os grupos experimentais foram comparados por one-way ANOVA (F(9,99) > 0,05) ndao havendo diferenca significativa entre os grupos

experimentais.

Grupos experimentais

Numero de Eventos GO M1 M2 M3 C1 Cc2 C3 M1C1 M2C2 M3C3
FE 1354+199 148,0+21,1 141,2+20,0 1344+17,1 138,3+15,7 1455+99 1447+13,7 1426+10,9 139,1+130 140,2+138
FF 28,0+12,3 34,6 £10,2 36,3+12,6 32,7+11,7 33,5+10,6 32,7 +£10,5 32,1 +£10,7 35,7+£13,0 35,3+8,0 42,0 £14,0
PR 195+94 18,8 £6,0 16,4 +4,0 20,5+8,5 18,4 +£5,6 18,8+7,0 19,1+£8,7 17,0+£6,1 17,1+£8,9 158 +£5,6
CA 0,6+1,6 05+1,1 0,1+0,3 0,2+04 0,2+0,6 0,3+1,0 08x1,1 0,6+1,1 0,7+x1,1 0,2+0,6
AF 25+24 1,7+1,6 25+24 1,4+16 22+23 1,2+1.3 1,7+1.4 25+28 1,8+1,8 2824
PE 2,8+3,1 1,2+14 25+22 1,3+£15 19+17 16+£17 3,3+£3,0 16+1,8 1,6 £1,7 28121
FU 51+44 28+19 5757 21+19 43+4,0 29+25 43+44 44+40 32+28 48+42
NL 46,1 +£13,1 429179 51,1 +£14,3 46,7 £ 10,8 42,0+£9,7 37,3+£12,4 41,8 +10,7 38,2+5,8 43,4+9,2 41,8+ 8,6
NR 9,4+59 74+44 6,4+5,3 9,0+4,7 76 +£59 10,3+4,8 8,9+5,2 7,8+3,3 6,5+45 8,6 6,4
NJ 1,6 +2,6 0,4+1,3 0,2+0,6 1,2+1,7 10£14 2,027 2,027 0,0+£0,0 1,6 +3,0 06+14
SuU 6,6 +59 58+6,0 35+3.1 4,1+38 46+45 1,7+18 3,8+4,0 58+4,0 29+1,7 4,0+3,8
EM 9,2+3,8 11,2+£5,0 75%5,6 78+3,1 8,2+3,7 8,7+6,7 7,339 8,2+42 79142 7,747
PA 9,2+3,3 11,2+6,4 13,1+8,7 10,1+48 10,8+45 13,0+8,8 13,7+9,3 11,6 +8,5 10,4+ 6,3 9,2+3,7

Tabela 6. Parametros zootécnicos: Ganho de Comprimento GC (cm), Ganho de Peso GP (g), Taxa de Crescimento Especifico TCE (%), Taxa de Conversao
Alimentar (TCA) e Sobrevivéncia S (%) de tildpia-do-Nilo expostos a niveis crescentes de emulsdes durante 30 dias. Os grupos experimentais foram

comparados pelo teste de Kruskal Wallis obtendo p > 0.05.

Parédmetros Controle M1 M2 M3 C1 c2 C3 M1C1 M2C2 M3C3
GC (cm) 1,7+0,9 0,2+0,6 1,4+0,8 1,3+0,6 15+0,7 1,4+0,5 1,4+0,8 1,4+0,5 1,3+0,5 1,4+0,7
GP (9) 0,5+0,5 0,3+0,3 04+04 0,3+0,3 0,3+0,3 0,3+0,3 0,404 0,3+0,2 0,4+0,3 0,3+0,26
TCE (%) 1,715 0,9+0,9 1,2+1,.3 1,0+0,9 1,1+0,8 1,1+£1.1 1,3+14 1,007 1,008 1,9+19
TCA 41,1 +439 93,0+ 1254 153,8 £ 328,5 56,4 +43 62,2+ 70,1 66,4 +117 77,0+£91,0 84,3+1276 33,7+185 39,8+359
S (%) 75 80 75 80 80 85 90 80 75 75
Legenda: M = Oleo Essencial de Melaleuca alternifélia; C = Oleo Essencial de Citrus aurantium.
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Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial das cascas de Citrus aurantium e
Melaleuca alternifolia.
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7. Consideracdes Finais

O presente trabalho descreve o processo de obtencéo de um aditivo alimentar
contendo nanoemulsdo simples agua/éleo essencial (A/OE) enriquecido com
vitaminas C, D e E, e minerais Calcio e Fosforo para tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). Com isso, conclui-se que:

v" Nanoemulsfes estaveis a base de 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia
e Citrus aurantium enriquecidos com vitaminas e sais minerais foram
produzidas.

v A nanoemulsdo foi caracterizada segundo a estabilidade, tamanho das
particulas, caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas, e indice de
polidispersao, indicando que M1 e C1 foram as melhores comparando as
demais.

v" Um aditivo alimentar contendo a nanoemulséao foi produzido com comprovada
palatabilidade para a espécie Oreochromis niloticus, com 100% de consumo
pelos animais.

v’ Parametros comportamentais nao foram significativos, mostrando-se
satisfatorios pois indicam que os OEs de M e C nas quantidades formuladas
nao interferiram nos eventos comportamentais.

v' Os parametros zootécnicos foram pouco afetados nas condi¢bes estudadas
destacando 0 aumento de sobrevivéncia nos grupos contendo a
nenoemulséo.

v" Foi possivel depositar um pedido de patente do aditivo alimentar contendo

nanoemulsao.
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8. APENDICES - PRODUCOES

8.1 PATENTES

1. PROCESSO DE PRODUCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ENRIQUECIDOS COM VITAMINAS E SAIS MINERAIS ADICIONADA

A RACAO PARA PEIXES, BR 10 2020 004277 7 - Data de depdsito: 03/03/2020.

2. PROCESSO DE OBTENCAO DE UM ADITIVO ALIMENTAR A BASE DE
NANOEMULSAO PARA A ENCAPSULACAO DE TESTOSTERONA COM USO NA
REVERSAO SEXUAL DE PEIXES - BR 10 2020 004629 2 - Data de depoésito:

06/03/2020.

3. PROCESSO DE PRODUCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS CONTENDO LEVODOPA ENCAPSULADA - BR 10 2020 024914 —

Data de deposito: 07/12/2020.

8.2. Outras informacdes:
Participei em cursos de curta duracao ofertados pela UFGD, ESCON, UFPE, Liga
Académica de Doencas Parasitarias e Zoonoses - UFMT, IFCE, Webinarios

ofertados pela UFG e UFAL, UFJ, e Workshops promovidos pela UFRPE.
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8.3 Licenca CEUA N° 074/2019 - para realizar testes experimentais com 0s animais.




