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RESUMO

USO DE LARVAS DE Tenebrio molitor NA NUTRICAO DO JUNDIA

AUTORA: Joziane Soares de Lima
ORIENTADOR: Rafael Lazzari

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusao de farinha de larvas de
Tenebrio molitor parcialmente desengordurada (TMd) como fonte proteica alternativa em
dietas para juvenis de jundia sob as respostas hematologicas, metabolicas, antioxidantes,
parametros de desempenho, deposicao de nutrientes e atividade das enzimas digestivas. Foram
avaliados quatro niveis de inclusdo de farinha de larvas de 7. molitor em dietas mistas, além de
uma dieta controle sem a inclusdo da farinha. A TMd teve aumento no teor de proteina bruta e
matéria mineral, ¢ uma reducao no teor de gordura. A maioria dos aminoacidos essenciais
presentes na TMd foi superior aos da farinha de peixe e aos do farelo de soja. Os pardmetros de
desempenho nao foram afetados pelos tratamentos testados. Houve aumento na deposicao de
gordura, no HSI, no teor de matéria seca e na matéria mineral dos peixes. A atividade da
protease foi maior no grupo alimentado com 30% de TMd e a lipase teve maior atividade nos
animais alimentados com 40% de TMd. Ocorreu aumento da atividade da tripsina com a
inclusdo de TMd em relagdo a dieta controle. A atividade da quimotripsina ndo foi influenciada.
Apods andlise estatistica foi possivel observar que a inclusio de TMd reduziu todos os
parametros hematologicos, exceto o VCM. A concentragao sérica de aminoacidos aumentou
significativamente, enquanto a de glicose e de triglicerideos séricos reduziram. A concentragao
de amoénia e lactato e a atividade das transaminases foram significativas. Os niveis de
aminoacidos e de glicogénio no tecido hepatico e muscular aumentaram. A proteina teve suas
quantidades reduzidas no plasma, figado e musculo. A atividades das enzimas antioxidantes
aumentou e a produgao de radicais livres diminui nos tecidos dos peixes. Conclui-se que a TMd
pode ser incluida até 40% da dieta dos jundids sem afetar seu desempenho e que para a
manutengao dos parametros sanguineos, melhor atividade de enzimas antioxidantes e reducao
da producdo de radicais livres a TMd deve ser incluida até 30% da dieta em juvenis de jundia.

Palavras-chave: Farinha de insetos. Ingrediente ecofriendly. Peixes. Fonte proteica.



ABSTRACT

USE OF Tenebrio molitor LARVAES IN THE NUTRITION OF SILVER CATFISH

AUTHOR: Joziane Soares de Lima
ADVISOR: Rafael Lazzari

The present study aimed to evaluate the effects of including partially defatted Tenebrio molitor
larvae meal (TMd) as an alternative protein source in diets for juvenile silver catfish on
hematological, metabolic, antioxidant responses, performance parameters, nutrient deposition
and digestive enzyme activity. Four inclusion levels of 7. molitor larvae meal in mixed diets
were evaluated, as well as a control diet without the inclusion of the meal. The TMd had an
increase in crude protein and mineral matter, and a reduction in fat content. Most of the essential
amino acids in TMd were higher than those in fishmeal and soybean meal. Performance
parameters were not affected by the treatments tested. There was an increase in fat deposition,
HSI, dry matter and mineral matter content of the fish. Protease activity was higher in the group
fed 30% TMd and lipase activity was higher in the animals fed 40% TMd. Trypsin activity
increased with the inclusion of TMd compared to the control diet. The chymotrypsin activity
was not influenced. After statistical analysis it was possible to observe that the inclusion of
TMd reduced all hematological parameters except the MCV. The concentration of serum amino
acids increased significantly, while that of serum glucose and triglycerides decreased.
Ammonia and lactate concentration and transaminase activity were significant. The levels of
amino acids and glycogen in liver and muscle tissue increased. Protein was reduced in plasma,
liver and muscle. The activities of antioxidant enzymes increased and free radical production
decreased in fish tissues. It is concluded that TMd can be included up to 40% of the diet in the
fry without affecting their performance and that for the maintenance of the blood parameters,
better activity of antioxidant enzymes and reduction of free radical production TMd should be
included up to 30% of the diet in juvenile silver catfish.

Keywords: Insect meal. Ecofriendly ingredient. Fish. Protein source.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta escrita da seguinte forma: primeiramente estdo apresentados a
INTRODUCAO, os OBJETIVOS ¢ a REVISAO BIBLIOGRAFICA.
A seguir estdo apresentados os resultados, os quais foram separados em dois ARTIGOS. No

final encontra-se o item CONCLUSOES GERALIS sobre o estudo em questio.
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1. INTRODUCAO

Em 2021, a piscicultura brasileira produziu 841 mil toneladas de peixes cultivados, um
crescimento de 4,7% em relagdo ao ano anterior. Entre as regides com grande influéncia no
setor, a piscicultura no Sul do Brasil teve maior expansdo, aproximadamente, 17% nos ultimos
dois anos (PEIXE BR, 2022). Mundialmente, os peixes e frutos do mar constituem a terceira
maior fonte de proteina dietética consumida pelos humanos, ficando atrds somente de cereais e
leite (FAO, 2020). Por apresentarem uma proteina de alta qualidade, sendo fonte importante de
aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais ¢ acidos graxos poli-insaturados, os organismos
aquaticos oferecem uma fonte alimentar mais saudavel do que produtos carneos terrestres
(BOGARD et al., 2015; FAO, 2018; ZHONG et al., 2020).

O uso de fontes proteicas alternativas ¢ priorizado em estudos nutricionais devido ao
alto custo de ragdes com alto teor proteico. Os requisitos em proteina para peixes carnivoros
estdo entre 45 e 55% de proteina bruta (PB), ja para espécies onivoras este valor varia de 35 a
45% de PB (WILSON, 2002). Entre os custos de producdo dentro da piscicultura, mais de 70%
perfazem os custos com a alimentagdo, pois o prego da racdo esta ligado principalmente ao teor
de proteina desta (FERREIRA et al.,, 2013; CNA, 2017). A maior produc¢dao de peixes
aumentard, consequentemente, a demanda quantitativa e qualitativa de racdes, que
normalmente ocorre pela elevacao dos teores proteicos das dietas, quando comparada a outras
espécies produtoras de carne.

Como forma de atender as necessidades nutricionais dos peixes, a farinha de peixe e o
farelo de soja se tornaram as principais fontes de proteina dietética (NOGALES-MERIDA et
al., 2019). A farinha de peixe € utilizada em ragdes aquicolas e na criagdo de animais terrestres,
bem como em ingredientes e suplementos alimentares para consumo humano. Atualmente,
cerca de 70% da farinha de peixe ¢ usada como alimento na aquicultura (OECD/FAOQO, 2019).
A matéria prima utilizada para a obtencao da farinha de peixe ¢ advinda, em maior volume, da
pesca extrativa de peixes pelagicos, principalmente de anchovetas. No entanto, a alta demanda
global por esse ingrediente e a concorréncia com outros setores, como alimentos para animais
de companhia, tem causado a reducdo dos estoques naturais de peixes, levando a escassez de
oferta e a elevacao de pregos (TACON et al., 2010; BOYD et al., 2020).

O farelo de soja ¢ a fonte de proteina vegetal mais utilizada devido ao seu teor elevado
de proteinas e perfil de aminoacidos (GATLIN et al., 2007; FONTES et al., 2019). A soja ¢

uma commodity, cujo preco ¢ vinculado as oscilagdes do dolar, assim, em determinados



14

periodos tem seu custo elevado (CONAB, 2021). Nos ultimos cinco anos, o pre¢o da saca de
60 kg teve uma valorizagdo de 41,91% (CEPEA, 2022). A elevacdo de preco pode trazer
problemas a cadeia produtiva, como atrasos na terminagdo dos animais e redugdo dos indices
de desempenho, devido a necessidade da troca por eventuais substitutos. Além disso, ¢ um
ingrediente competitivo por ser amplamente utilizado na alimentagdo humana e animal,
principalmente na cadeia produtiva da suinocultura e avicultura (BOYD et al., 2020; ABPA,
2021), somado a outras demandas externas. Também estd sujeito ao sub ou
superprocessamento, apresentando fatores antinutricionais que podem causar danos a mucosa
intestinal, interferindo na absor¢ao de nutrientes e no crescimento, ou ainda, acarretando perdas
no valor nutricional que levam a quedas no desempenho dos animais (HERTRAMPF;
PIEDAD-PASCUAL, 2000; HEIKKINEN et al., 2006; GATLIN et al., 2007).

Para garantir o sucesso da expansdo da piscicultura, no campo da nutricdo, sdo
necessarias alternativas viaveis que atendam tanto as exigéncias nutricionais dos peixes quanto
a crescente demanda do mercado consumidor (OECD/FAOQ, 2019). Com isso, ha uma busca
quase incessante por ingredientes e fontes proteicas alternativas em todo o mundo. Neste
contexto, as larvas de certos insetos representam uma fonte alimentar rica em proteinas de alta
qualidade, bem como outros nutrientes benéficos como lipidios, minerais e vitaminas
(RUMPOLD; SCHLUTER, 2013; FAO, 2013). Os insetos nio competem com fontes
alimentares humanas, tém o ciclo de vida curto e possuem a capacidade de aproveitar residuos
vegetais de baixo custo convertendo-os em nutrientes de alta qualidade (IPIFF, 2018;
BERGGREN; JANSSON; LOW, 2019). A produgao em larga escala de larvas de insetos abre
a possibilidade de reduzir os custos das ragdes na piscicultura, alcangando a viabilidade
econdmica na substitui¢do de ingredientes como a farinha de peixe e o farelo de soja (KHAN
et al., 2016), além de ser considerada uma alternativa na busca pela sustentabilidade ambiental

do setor produtivo (LIMA et al., 2021).
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a inclusdo da farinha de larvas de Tenebrio molitor (TMd) parcialmente
desengordurada como fonte proteica alternativa a farinha de peixe em dietas para juvenis de

jundia.

1.1.2  Objetivos Especificos

— Avaliar a composi¢do quimica da farinha de larvas de Tenebrio molitor antes e ap6s o
processo de extracdo de gordura;
— Avaliar a farinha de larvas de Tenebrio molitor (TMd) parcialmente desengordurada em
dietas para juvenis de jundia sobre:
e Parametros de crescimento;
e Indices somaticos, composi¢io corporal e deposi¢do de nutrientes;
e Parametros hematologicos e metabolitos plasmaticos;
e Metabolismo hepéatico e muscular;
e Atividade das enzimas digestivas;

e Atividade de enzimas antioxidantes e indicadores de estresse oxidativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. JUNDIA (Rhamdia quelen)

Pertencente a ordem dos Suliformes, familia Heptapteridae, o jundia (Rhamdia quelen)
(Figura 1) ¢ um bagre de grande importancia ecologica e econdmica no Sul do Brasil
(BALDISSEROTTO; RADUNZ, 2004; BALDISSEROTTO, 2009), estando distribuido desde
o sudeste do México ao centro da Argentina (BALDISSEROTTO, 2010). O jundia ¢ conhecido
por ser um peixe de couro, com coloragdo acinzentada-escura e ventre branco. Ambientes de
aguas mais calmas, sao os seus preferidos. Esta espécie apresenta barbilhdes localizados junto
a boca, os quais possuem receptores gustativos que ajudam na localizagcdo do alimento e na

percepcio da qualidade da 4gua (BALDISSEROTTO; RADUNZ, 2004).

Figura 1. Exemplar de jundia (Rhamdia quelen)

Fonte: Arquivo pessoal.

O cultivo da espécie tem aumentado especialmente nos estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (BARCELLOS et al., 2004). Possui hédbito alimentar onivoro com tendéncia
carnivora, indicada por estudos onde o jundia teve melhor digestao dos ingredientes proteicos
comparado aos energéticos, de modo semelhante ao que ocorre em alguns peixes onivoros e
principalmente carnivoros (OLIVEIRA-FILHO; FRACALOSSI, 2006). Devido ao habito
onivoro e, dependendo da disponibilidade, a espécie tem capacidade para se alimentar de uma
grande variedade de alimentos (GOMIERO; SOUZA; BRAGA, 2007), apresentando potencial
para desfrutar de dietas de diferentes fontes proteicas animais e/ou vegetais (LOUREIRO et al.,
2019). A adaptagdo a uma ampla faixa de temperatura (3 a 32°C), com temperatura de conforto
térmico entre 18 e 23°C (CHIPPARI-GOMES; GOMES; BALDISSEROTTO, 1999;
ESQUIVEL, 2005), demonstra o potencial de producdo da espécie (BALDISSEROTTO;
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RADUNZ NETO, 2005), principalmente no Sul do pais. Apresenta bom desenvolvimento nos
primeiros anos de vida, seu comprimento aproxima-se de 66,5 cm nas fémeas e 52 cm nos
machos. A maturidade sexual ocorre logo no primeiro ano e o periodo reprodutivo compreende
os meses de agosto a margo (GOMES et al., 2000). Quando cultivado em densidades de 2 a 4
peixes/m? pode alcangar de 600 a 800 g em oito meses (BARCELLOS et al., 2004).

Sua carne saborosa, com auséncia de espinhas intramusculares (BARCELLOS, 2004),
baixo teor de gordura e sabor agradavel, tem boa aceitacdo pelos consumidores. Sua boa
adaptacgao a diferentes ambientes, bem como facil indugao a reproducao (DIEMER et al., 2011),
chamam a atencao dos aquicultores. Além disso, na ultima década, o jundia tem sido utilizado
como modelo experimental para o desenvolvimento de novos ingredientes alimentares e de
exigéncias quanto a nutri¢cdo da espécie (LAZZARI et al., 2008, 2010; LOVATTO et al., 2018;
DALCIN et al., 2018; MOMBACH et al., 2019; FREITAS; SILVA; FRACALOSSI, 2021).
Neste contexto, estudos com a inclusao de farinha de insetos na dieta da espécie sdo importantes

para a obtencao de resultados a respeito deste novo ingrediente na alimentag¢ao de peixes.

2.2. BESOURO-DA-FARINHA, Tenebrio molitor

Pertencente a ordem Coleoptera, familia Tenebrionidae, o besouro da espécie Tenebrio
molitor (LINNAEUS, 1758) ¢é nativo da Europa e atualmente esta distribuido pelo mundo todo.
Se alimenta de graos, farinhas e seus subprodutos, sendo suas larvas reconhecidas e comumente

chamadas de larvas da farinha (RAMOS-ELORDUY et al., 2002) (Figura 2).

Figura 2. Exemplar da larva e besouro da espécie Tenebrio molitor

Fonte: Arquivo pessoal.

A fase larval ¢ a mais indicada para uso como alimento, por apresentar menor contetido
de quitina, a qual ¢ indigestivel. Além disso, as larvas da farinha sdo de facil producdo e
possuem um valioso perfil proteico. Por isso, sdo produzidas industrialmente para serem

utilizadas em ragdes de animais de companhia e animais de zooldgico, além de aves, répteis,
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anfibios, pequenos mamiferos e peixes (AGUILAR-MIRANDA et al., 2002; HARDOUIN;
MAHOUX, 2003; VELDKAMP et al., 2012). Outra vantagem da espécie ¢ apresentar ciclo

produtivo curto, aproximadamente 120 dias, para a producao das larvas (Figura 5).

Figura 3. Ciclo de vida do besouro (Tenebrio molitor)

o Ovos o Larva
6Y¢ g
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Fonte: Formatada pela autora no Canva®, com imagens do arquivo pessoal ¢ texto d¢ SUPERIOR HEALTH
COUNCIL (2014).

A criagao de insetos em larga escala depende de diversos fatores, principalmente os
fatores relacionados a fisiologia do inseto, como a adaptabilidade a dieta, potencial reprodutivo,
fecundidade e fertilidade (PARRA, 2009; JUNIOR et al., 2018). Os fatores ambientais tais
como temperatura, umidade, estresse, alimentacdo e a presenca de patdogenos também sao
importantes, pois influenciam no crescimento do 7. molitor. A temperatura (ideal 25 a 27°C) e
a umidade relativa (ideal 70%) sdao considerados fatores limitantes para produgdo e
desenvolvimento da espécie (SPANG, 2013; RIBEIRO, 2019).

A dieta padrdo fornecida aos tenebrios tem como base o farelo de trigo, o qual promoveu
o melhor desempenho produtivo (SOUZA; TELES, 2011; MENEZES et al., 2014). A fonte
proteica e lipidica presente nas larvas de insetos depende diretamente da qualidade do substrato
ingerido pelo mesmo (ST-HILAIRE et al., 2007; KROECKEL et al., 2012). Dados de literatura

evidenciaram que larvas de 7. molitor alimentadas com farelo de trigo podem fornecer 56% de
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proteina, 35% de lipideos, 2,6% de cinzas e 6% de fibras (CAVENAGHI et al. 2016). Ja as
larvas desenvolvidas em dieta a base de milho forneceram 32% de proteina, 5,3% de lipideos e
1,3% de cinzas (SANCHEZ; BURGOS, 2014).

O besouro também mostrou que possui habilidade em transformar residuos de baixa
qualidade em alimento de alta qualidade, rico em energia, proteina e gordura, em curto espacgo
de tempo. Além disso, tém capacidade de metabolizar a micotoxina zearalenona produzida por
fungos do género Fusarium, em alfa-zearalenol, sem acumuld-lo em seu organismo, de forma
que ndo acometa os animais que vierem a se alimentar de produtos fabricados a partir de suas
larvas (VILELLA, 2018). As larvas adultas de 7. molitor sao onivoras e também podem se
alimentar de materiais com menor digestibilidade, como penas (RAMOS-ELORDUY et al.,
2002; FINKE, 2002). A composicdo integral das larvas de 7. molitor ¢ rica em proteinas (47-
60%) e lipidios (31-43%) e, seus perfis de aminoacidos e acidos graxos sdo adequados para
inclusdo em alimentos para animais (MAKKAR et al., 2014), e em torno de 5,4% de quitina
(SANKIAN et al., 2018).

ApOs o aparecimento da primeira pupa, entre 8 e 10 semanas de cultivo, as larvas prontas
sdo peneiradas e separadas do substrato e, colocadas em jejum por 24 h para eliminagdo do
conteudo intestinal (SUPERIOR HEALTH COUNCIL, 2014). As larvas poderdo ser utilizadas
vivas, resfriadas, congeladas, desidratadas ou na forma de farinha (RIBEIRO, 2019). Diante da
crescente demanda mundial por fontes proteicas alternativas, os insetos representam uma
alternativa promissora de alimento com potencial de substituir a farinha de peixe na alimentagao
de peixes (RUMPOLD; SCHLUTER, 2013; FAO, 2013), se fazendo necessaria a investigacio

de sua composi¢ao nutricional.

2.3. IMPORTANCIA DA PROTEINA NA NUTRICAO DE PEIXES

Para o bom crescimento dos peixes, ¢ fundamental que se estabeleca uma adequada
qualidade dos nutrientes da dieta através do conteudo adequado de aminodacidos, visando
garantir a presenca dos mesmos nos locais de sintese, otimizando a eficiéncia da proteina
ingerida (RIBEIRO et al., 2012). As proteinas sdo os principais constituintes organicos do
tecido dos peixes, correspondendo de 65 a 75% do total de matéria seca corporal, sendo
responsaveis pela estrutura (musculo, colageno e queratina), regulagdo do metabolismo
(enzimas e hormonios), transporte (hemoglobina) e defesa (anticorpos) (PORTZ; FURUYA,
2013). Proteinas sdo constituidas por 20 aminoacidos, sendo que destes, dez sdo essenciais na

alimenta¢do de peixes: arginina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina,
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treonina, lisina e triptofano (NRC, 2011). O consumo de proteinas pelos peixes tem for fim a
obtenc¢do de aminodcidos, pois a proteina ingerida ¢ digerida, liberando aminoacidos, os quais
sdo absorvidos pelo trato intestinal e distribuidos pelo sangue para todos os 6rgdos e tecidos
(HALVER; HARDY, 2002).

Dietas deficientes em proteina e aminodcidos podem retardar o crescimento,
comprometer a eficiéncia alimentar e gerar depressao do sistema imune, mobilizando a proteina
de alguns tecidos para a manutengao de outras fungdes vitais (OLIVA-TELES, 2012). Por outro
lado, a proteina em excesso sera convertida em energia de armazenamento ou simplesmente
eliminada na forma de nitrogénio amoniacal (amdnia) no ambiente, o que ¢ indesejavel, pois
este € o nutriente mais oneroso da dieta (MILLWARD, 1989). Diferentemente dos carboidratos
e lipideos, os aminoacidos ndo podem ser estocados. Com isso, o catabolismo de proteinas
endogenas e aminoacidos ¢ reduzido ao maximo quando se tem carboidratos e lipideos
dietéticos disponiveis para satisfazer as necessidades energéticas dos peixes (BEITZ, 1996).

Em comparagdo a outras espécies monogastricas, a elevada exigéncia proteica na dieta
de peixes pode ser explicada pelo fato destes apresentarem uma exigéncia comparativamente
inferior em energia, principalmente por ndo precisarem manter a regulagdo da temperatura
corporea. Além disso, peixes sdo mais eficientes em utilizar a proteina como fonte energética,
uma vez que a excrecao de subprodutos do metabolismo dos aminodcidos ¢ feita passivamente
pelas branquias, com reduzido gasto energético (PEZZATO et al., 2004). Dessa forma, caso a
dieta ndo possua quantidades ideais de energia, os peixes irdo utilizar preferencialmente a
degradacao da proteina ingerida na forma de alimento para suprir suas exigéncias energéticas
(PORTZ; FURUYA, 2013).

As exigéncias em aminoacidos essenciais para o jundid sdo: arginina (4,6%), histidina
(1,8%), isoleucina (4,6%), leucina (7,7%), lisina (4,5%), metionina (3,7%), fenilalanina (5,4%),
treonina (4,3%), triptofano (0,8%) e valina (4,6%), através do conceito de proteina ideal,
utilizando-se de regressdo segmentada (MONTES-GIRAO; FRACALOSSI, 2006). A farinha
de peixe ¢ o ingrediente mais utilizado na elaboracdo de dietas para organismos aquaticos,
devido ao excelente perfil de aminoacidos e acidos graxos essenciais, vitaminas € minerais, €
otima palatabilidade (TEIXEIRA et al., 2006; NUNES et al., 2011; LIU et al., 2012). Em maior
proporcao, a farinha de peixes ¢ obtida da pesca extrativa de peixes peldgicos do grupo da
espécie de anchovetas, sendo a quantidade deste ingrediente regulada conforme a pesca desta
espécie (SOARES, 2014). No entanto, a disponibilidade do ingrediente tem se reduzido,
principalmente, devido a demanda global e a concorréncia com outros setores, levando a

escassez de oferta e a elevacdo de precos (TACON et al., 2010; BOYD et al., 2020). Contudo,
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alternativas a redu¢do ou substituicdo da farinha de peixe por fontes de proteina de boa

qualidade nutricional podem ser encontradas com o uso de farinha de larva de insetos.

2.4. FARINHA DE LARVAS DE Tenebrio molitor COMO FONTE PROTEICA

A maior demanda por proteinas de origem animal implica na procura por fontes
proteicas alternativas com potencial para substitui-las em dietas para organismos aquaticos.
Atualmente, o uso da farinha de larvas de insetos vem ganhando destaque entre as fontes com
potencial de utilizacdo na nutri¢do animal. Varias sdo as pesquisas dedicadas a sua utilizacao
como ingrediente alternativo e vidvel a substituicdo das fontes proteicas de origem animal na
nutricdo de peixes.

A caracterizagdo e determinacdo de nutrientes biodisponiveis em ingredientes
alimentares sdo cruciais para a formulagdo adequada de dietas para peixes, como para atender
as exigéncias nutricionais das espécies (BASTO, MATOS; VALENTE, 2020). A
disponibilidade de nutrientes em um ingrediente ¢ geralmente avaliada através dos valores in
vivo do coeficiente de digestibilidade aparente (CDA), que indica a propor¢ao de nutrientes
ingeridos que ndo sdo excretados nas fezes e podem ser utilizados pelo organismo
(GLENCROSS et al., 2007; PICCOLO et al., 2014; BASTO, MATOS; VALENTE, 2020). O
CDA da matéria seca fornece a indicag@o geral da digestibilidade de um ingrediente, refletindo
a fracdo digestivel da matéria organica e inorganica, que sdo altamente variaveis de acordo com
seus carboidratos insoluveis e composi¢cao mineral, respectivamente (NRC, 2011; BASTO,
MATOS; VALENTE, 2020).

A quitina, componente presente no exoesqueleto de insetos, pode afetar a digestibilidade
dos nutrientes dos alimentos, porém, estudos mostram que o efeito depende do nivel de
inclusdo. Piccolo et al. (2017), em estudo com dourada (Sparus aurata) alimentada com 25%
de inclusdao de farinha integral de larvas de 7. molitor na dieta, observaram melhora no
desempenho dos peixes. Os autores sugeriram que a melhoria pode ser atribuida a atividade
prebiotica da quitina em baixas concentracdes (SAKAI et al., 1992; ESTEBAN et al., 2001;
PICCOLO et al., 2017), que aumentou a produ¢do de butirato no ceco (KHEMPAKA et al.,
2011; BOVERA et al., 2016; LOPONTE et al.,, 2016) tendo um efeito positivo no
desenvolvimento intestinal (BOVERA et al., 2016). Fontes et al. (2019), em estudo com
alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), observaram que dietas com 20% de farinhas
integrais de larvas de tenebrio (Tenebrio molitor € Zophobas morio) apresentaram CDA da

matéria seca proximo aos valores relatados por KOPRUCU e OZDEMIR (2005) para farinha
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de peixe e farelo de soja. Sdnchez-Muros et al. (2015) indicaram que a farinha de larvas de 7.
molitor tem uma composi¢do comparavel ao farelo de soja e que a substituicdo parcial da
farinha de peixe ou substituicao total do farelo de soja pela farinha de larvas de 7. molitor ndo
afeta a ingestao alimentar e a digestibilidade proteica in vitro. No estudo de Gasco et al. (2016),
a inclusdo de 25% de farinha integral de larvas de 7. molitor com adi¢do de enzimas exogenas
reduziu a digestibilidade de carboidratos e proteinas. Neste caso, a suplementagdo com enzimas
digestivas pode ter prejudicado a viabilidade da microbiota intestinal, a qual auxilia na atividade
digestiva dos peixes (RINGO et al., 2015).

A diminuicdo da ingestdo voluntaria pela truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
alimentada com dietas contendo farinha integral de larvas de 7. molitor (25 e 50% de inclusdo)
proporcionou a melhora na conversao alimentar, taxa de eficiéncia proteica e taxa de
crescimento especifico (BELFORTI et al., 2015). Como mencionado por Henry et al. (2015), a
farinha integral de larvas de 7. molitor apresenta excesso de lipidios brutos (30 a 35% na MS),
portanto, é necessario um processo de extracao para obter uma composicao alimentar adequada.
Ido et al. (2019) observaram que a inclusdo da farinha de larvas de 7. molitor desengordurada
aumentou o crescimento € a ingestao alimentar de goraz (Pargus major) em comparagao com
a dieta contendo a farinha com a fragao lipidica. Rema et al. (2019) descobriram que a farinha
de larvas de T. molitor desengordurada pode substituir até 100% da farinha de peixe na dieta
de juvenis de truta-arco-iris (O. mykiss), com resultados positivos nos indices de desempenho
e retencao de nutrientes. Basto, Matos e Valente (2020) em estudo com robalo (Dicentrarchus
labrax), avaliaram a digestibilidade da farinha de larvas de insetos (integrais e
desengorduradas): Mosca soldado negro (Hermitia illucens) Larva da farinha (Tenebrio
molitor) e farinha de gafanhoto. Segundo os autores, o processo de extragdo da gordura
proporcionou um aumento no teor de proteina, conforme ja relatado por Teh et al. (2013) e
Choi, Wong e Auh (2017). Devido a elevada digestibilidade da proteina (> 89%) e a elevada
quantidade de aminodcidos essenciais digestiveis, sugere-se que a farinha de larvas de T.
molitor ¢ a fonte de proteina mais promissoras para o robalo europeu, com potencial para
substituir a farinha de peixe (BASTO; MATOS; VALENTE, 2020). Portanto, o método de
extracdo da gordura ¢ importante para garantir maior armazenamento € processamento, uma
vez que o ingrediente ¢ altamente suscetivel a oxidacdo lipidica (GHOSH et al., 2017;

LENAERTS et al., 2018).
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Resumo

Neste estudo foi avaliada a inclusdo da farinha de larvas de Tenebrio molitor parcialmente
desengordurada (TMd) sobre o desempenho, metabolismo plasmatico, glicogénio hepatico e
muscular, e atividade das enzimas digestivas em juvenis de jundia (7,20 £+ 0,12 g). Durante seis
semanas, os peixes foram alimentados com cinco dietas: controle (0% TMd) e quatro niveis de
inclusao de TMd (10, 20, 30 e 40%), até a saciedade aparente. Ao final do periodo experimental
os animais foram pesados, medidos e 6rgdos foram coletados para avaliagdo de indices
somaticos, deposicao de nutrientes, glicogénio hepatico e muscular, e atividade da protease,
lipase, tripsina e quimotripsina, além dos parametros de desempenho. Também foi coletado
uma aliquota de sangue para analises de metabolitos plasmaticos. Os dados foram submetidos
a teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e modelos de regressdao polinomial até terceira ordem
foram testados. Para as varidveis que ndo se enquadraram na regressao polinomial, os dados
foram submetidos 8 ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). A
extracdo de gordura elevou o percentual de proteina e cinzas da TMd. A inclusao de TMd nao
afetou o crescimento dos peixes, no entanto, houve aumento na deposi¢ao de gordura, no HSI,
no teor de matéria seca e cinzas dos peixes. A atividade da protease foi maior no grupo
alimentado com 30% de TMd e a lipase teve maior atividade nos animais alimentados com 40%
de TMd. Ocorreu aumento da atividade da tripsina com a inclusao de TMd em comparagao a
dieta controle. A atividade da quimotripsina nao foi influenciada. Conclui-se que € possivel
incluir até 40% de TMd em dietas praticas para juvenis de jundia, sem afetar o crescimento dos

peixes.

Palavras-chave: farinha desengordurada de insetos; nutrigdo de peixes; fonte proteica

alternativa; desempenho produtivo; enzimas digestivas.
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1. Introducao

Os peixes, diferentemente de outros animais de producdo, possuem alta exigéncia em
aminodcidos, o que leva a necessidade de ragdes com altos teores deste nutriente, sendo um dos
fatores de encarecimento da mesma (Ferreira et al., 2013). Diante da alta exigéncia proteica
desses animais, a farinha de peixe e o farelo de soja se tornaram as principais fontes utilizadas
(Nogales-M¢érida et al., 2019) por possuirem um perfil de nutrientes que se aproxima das
exigéncias nutricionais da maioria das espécies aquaticas cultivadas (NRC, 2011). No entanto,
0 uso destes ingredientes vem se tornando insustentavel de forma econdmica e ambiental.

Nos ultimos 30 anos, a pesca marinha extrativista atingiu seus limites sustentaveis,
reduzindo os estoques naturais de muitas espécies de peixes, nao havendo perspectivas realistas
de aumento da produgdo para o futuro (FAO, 2020). As causas sdo atribuidas a efeitos
ambientais como o El Nifio, que em certos periodos pode causar impacto severo limitando a
oferta, mas também a crescente competicdo para o consumo humano direto (Tacon e Metian,
2009) e principalmente para a alimentagdo animal. Isto, elevou o preco e a disputa por esse
ingrediente (Tacon et al., 2010).

A produgdo de graos ¢ ainda mais dependente das condi¢des climéticas, podendo causar
oscilagdes no prego destes insumos e risco de desabastecimento. No caso do farelo de soja,
commoditie que tem o preco atrelado as oscilagdes do doélar, o que leva em determinados
periodos, a elevagdo do custo frente a desvalorizacdo da moeda brasileira (CONAB, 2021).
Além disso, o setor de aquicultura compete com outras cadeias produtivas pela aquisicao de
ingredientes para ragdes, incluindo o setor de alimentos para animais de companhia, que
apresenta franco crescimento e indices lucrativos (Boyd et al., 2020) e ainda, as cadeias de

suinocultura e avicultura (CONAB, 2021).
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Em 2021, a producdo mundial de ragdes para a aquicultura teve um crescimento de
3,7%, com a América Latina liderando essa expansdo (8,9%) (Alltech®, 2022). No ambito
nacional, o Brasil produziu 1,47 milhdes de toneladas, um crescimento de 6,8% no ano de 2020
(SINDIRACOES, 2021). Em 2017, este insumo ja representava entre 65 e 80% dos custos totais
de producdo na aquicultura (CNA, 2017). Na atualidade, ndo se discute se a produgdo aquicola
deve ser conduzida de forma ambientalmente responsavel e sustentavel (Engle e D'Abramo,
2018), isto passou a ser o minimo para a permanéncia e expansao do setor.

Diante desse cenario, a busca por ingredientes alternativos na alimentacdo animal vem
ganhando espaco, a fim de reduzir custos, ter constancia e padrdo de qualidade na oferta, alto
valor nutricional e minimizar disputas com outros mercados. Nesse sentido, os insetos tém
demonstrado alto potencial para serem utilizados em dietas animais, devido seu alto percentual
de proteina e aminoacidos, principalmente na farinha desengordurada (Ido et al., 2019;
Nogales-M¢érida et al., 2019; Hawkey et al., 2021), podendo competir com as atuais fontes de
proteina utilizadas. Além disso, a produgdo de insetos apresenta outras vantagens como: ciclo
produtivo curto e capacidade de transformar residuos e subprodutos vegetais em ingrediente de
alta qualidade nutricional (FAO, 2013; Berggren et al., 2019; Boyd et al., 2020).

A inclusdo da farinha de larvas de 7. molitor desengordurada aumentou o crescimento
e a ingestao alimentar de goraz (Pargus major) em comparagdo com a dieta contendo a farinha
integral Ido et al. (2019). Rema et al. (2019) verificaram que a farinha de larvas de 7. molitor
desengordurada pode substituir até 100% da farinha de peixe na dieta de juvenis de truta-arco-
iris (Oncorhynchus mykiss), com resultados positivos nos indices de desempenho e retencao de
nutrientes. Devido a alta digestibilidade da proteina e dos aminodcidos presentes na farinha de
larvas de T. molitor desengordurada, Basto et al. (2020) sugeriram que esta ¢ a fonte de proteina
mais promissora para o robalo europeu (Dicentrarchus labrax), com potencial para substituir a

farinha de peixe. A viabilidade da substitui¢cdo da farinha de peixe e do farelo de soja nas dietas,
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traz a possibilidade de reduzir custos aliado a producdo de insetos em larga escala, o que ¢
considerado uma alternativa na busca pela sustentabilidade ambiental dos setores produtivos
(Khan et al., 2016; Lima et al., 2021). Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o uso
da farinha de larvas de Tenebrio molitor parcialmente desengordurada na alimentacdo de

juvenis de jundia.

2. Materiais e Métodos

2.1 Producgdo das larvas de Tenebrio molitor

Os besouros foram alojados em bandejas de plastico (55 cm x 30 cm x 10 cm)
estruturadas em uma prateleira ¢ mantidos em ambiente climatizado a 25°C. Inicialmente,
foram separados 300 besouros em cada bandeja para fazer o acasalamento e a postura de ovos,
onde permaneceram por 5 a 7 dias. Apos esse periodo, os besouros foram retirados da bandeja
e colocou-se mais substrato para alimentagao das larvas apos a eclosdao dos ovos. O farelo de
trigo foi utilizado como substrato e a cenoura acrescentada a cada dois dias nas bandejas, serviu
como fonte de dgua. Aproximadamente quatro meses depois (em torno de 120 dias) as larvas
atingiram o ponto de colheita, indicado pela observacao do aparecimento da primeira pupa nas
bandejas. Em seguida, as larvas foram peneiradas para a retirada das fezes e restos de substrato,
e colocadas em jejum durante 24 h antes do abate por congelamento. A metodologia de criagdo
dos besouros e larvas foi adaptada da literatura (Superior Health Council, 2014; Menezes ef al.,
2014; Cavenaghi et al., 2016; Ribeiro, 2019). J4 a metodologia de abate e fabricac¢ao da farinha

foi desenvolvida pelos proprios pesquisadores.
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2.2 Obtengao da farinha de larva desengordurada (TMd)

Diferentes pré-tratamentos antes do fracionamento a seco, como branqueamento,
secagem, extracdo da gordura e condicionamento, foram utilizados para a obtencao da farinha.
As larvas de 7. molitor ndo processadas tém aproximadamente 60 g / 100 g de umidade, bem
como niveis abundantes de bactérias e enzimas, que podem promover a sua rapida
decomposi¢do (Rumpold et al., 2014; Kroncke et al., 2018). O branqueamento, técnica bastante
empregue na alimentacdo humana para garantir um produto livre de contaminacdes bioldgicas,
foi utilizado para encurtar o tempo de secagem e reduzir os processos oxidativos nas larvas, que
por serem ricas em gordura estdo sujeitas ao escurecimento durante a secagem.

As larvas abatidas passaram pelo processo de branqueamento (fervura a 95°C por 10
min), e ap6s foram lavadas em agua corrente. Posteriormente foram secas em estufa de
circulagdo for¢ada de ar a 50°C por 24 h. Depois, trituradas em moinho de facas para a obtencgao
da farinha, que foi desengordurada com solvente hexano numa proporc¢ao de 1:2 (peso/volume).
O material foi submetido a quatro lavagens (por 30 min cada). Amostras de farinha integral e
desengordurada foram analisadas em quadruplicata para os teores de matéria seca, proteina
bruta e matéria mineral, conforme metodologia descrita pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1995). A gordura residual foi extraida e quantificada pelo método de
extracdo a frio (Bligh e Dyer, 1959). Também foi determinado o perfil de aminodcidos através

de cromatografia liquida (Siqueira e Risso Analises Quimicas SS LTDA®).

2.3 Dietas experimentais

Cinco dietas mistas, adaptadas de estudos anteriores com a espécie (Lazzari et al., 2008;
Schneider et al., 2020), foram formuladas para o ensaio experimental (Tabela 1). A
suplementagdo com metionina foi realizada para manter o balangco de aminoacidos das dietas

(Tabela 2). Uma dieta controle contendo farinha de residuo do abate de tilapia, farelo de soja,
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milho moido e farelo de trigo, e quatro dietas experimentais acrescidas de 10, 20, 30 ou 40%
de TMd. Os ingredientes foram pesados individualmente e levados a um misturador automatico,
em seguida foi acrescentada dgua e realizada a peletizacdo (4 mm). Apds peletizadas, as ragdes
foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar por 24 h a temperatura de 50°C. A seguir,
as ragdes foram selecionadas considerando a capacidade de ingestdo dos peixes e
acondicionadas a - 4°C. Foram analisados os teores de matéria seca, proteina bruta e matéria
mineral (AOAC, 1995), extrato etéreo (Bligh e Dyer, 1959), fibra em detergente neutro e fibra
em detergente acido (Van Soest ef al., 1991) de cada ingrediente € em amostras das dietas.
Também foi determinado o perfil de aminoacidos dos ingredientes através de cromatografia

liquida (Siqueira e Risso Analises Quimicas SS LTDA®).

2.4 Ensaio de alimentagdo, criagdo e qualidade da dagua

O estudo foi realizado no Laboratério de Piscicultura do Campus de Palmeira das
Missdes, apos aprovagdo pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (n° 2001171120).
Um total de 440 juvenis de jundid com peso médio inicial de 7,20 + 0,12 g, foram distribuidos
aleatoriamente em 20 tanques de polipropileno (230 L volume util) numa densidade de 0,68
g/l (22 animais/unidade experimental). Cada tanque possuia entrada e saida de agua
individuais, conectadas a um sistema de recirculacao de agua, composto por decantador, dois
filtros biologicos e reservatdrio de agua com capacidade de 1000 L, equipado com sistema de
aquecimento e inje¢ao de ar. Durante 10 dias, os peixes foram aclimatados ao ambiente
experimental, onde receberam ragio comercial (Aqua Line, Supra®, 42% proteina bruta) trés
vezes ao dia até a saciedade aparente, pela observagao do comportamento alimentar dos peixes.
Durante o ensaio de alimentagdo, seis semanas, os peixes receberam as dietas experimentais até

a saciedade aparente, em trés refeigdes diarias (8h30, 13h e 17h30).



30

Diariamente, ap0s a primeira e antes da Gltima refei¢ao do dia (11h00 e 16h00), as fezes
foram retiradas dos tanques através de sifonagem. Durante o periodo experimental, os
parametros de qualidade da 4gua foram monitorados e os seguintes valores obtidos: temperatura
23,74 + 1,21°C; oxigénio dissolvido: 7,13 + 0,41 mg L'!; pH: 7,74 £ 0,22; amdnia total: 0,10 =
0,06 mg L; nitrito: 0,03 + 0,01 mg L™!; dureza: 50,18 + 4,21 mg L' CaCOj3 e alcalinidade:
45,75 £ 7,92 mg L' CaCOs. Todos os pardmetros permaneceram adequados para o cultivo da

espécie (Baldisserotto e Silva, 2004).

2.5 Desempenho produtivo

No inicio e no final do periodo experimental, ap6s jejum de 18 h, os peixes foram
anestesiados com eugenol (50 mg L") (Cunha et al., 2010) e pesados e medidos para a obtencio
dos seguintes parametros:

— Peso final (g);

— Comprimento total (cm);

— Ganho de peso (GP) (g) = peso final — peso inicial;

— Taxa de crescimento especifico (TCE) (%/dia):

TCE= [(in (peso final) — 1n (peso inicial)) /dia] x 100, onde In = logaritmo neperiano;

— Fator de condigdo (FC) = peso/ (comprimento total)® x 100;

— Conversao alimentar aparente (CA) = consumo de racao / ganho de peso

— Consumo de alimento (%/pv)

— Sobrevivéncia (%)

2.6 Indices somaticos, composi¢do corporal e deposi¢do de nutrientes
Os peixes amostrados para andlises de composicao centesimal e aqueles utilizados para

coleta de tecidos foram eutanasiados com sobredose de benzocaina (250 mg L), de acordo
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com a American Veterinary Medical Association (AVMA, 2013). Para os indices somaticos,
foram utilizados oito animais por tratamento para determinar:
— Indice digestivo somatico (DSI): (peso do trato digestivo/peso do peixe inteiro) x100;

Indice hepato-somatico (HSI): (peso do figado/peso do peixe inteiro) x 100;

— Indice de gordura intraperitoneal (IPF): (peso de gordura visceral/peso total) x 100;

Quociente intestinal (QI): comprimento do trato digestivo/comprimento total do
peixe.

Para a andlise da composicdo corporal centesimal foram utilizados oito animais por
tratamento. Os teores de proteina bruta, matéria seca e cinzas foram determinados conforme
metodologias descritas pela AOAC (1995). A gordura foi extraida e quantificada de acordo com
o método descrito por Bligh e Dyer (1959). A reteng¢do de nutrientes foi calculada de acordo
com as seguintes equagoes:

— Deposicao de proteina corporal (g): [Pf x (PBC{/100)] — [Pi x (PBC¥/100)];

— Deposicao de gordura corporal (g): [Pf x (GBCf/100)] — [Pi x (GBCi/100)];

Onde: Pf =peso final; PI = peso inicial; PBCf = proteina corporal final; PBCi = proteina

corporal inicial; GBCf = gordura corporal final; GBCi = gordura corporal inicial.

2.7 Metabolismo plasmatico

Uma aliquota de sangue foi coletada aleatoriamente (oito peixes/tratamento) por pungao
da veia caudal com seringas heparinizadas. Em seguida, foi centrifugada (3500 xg, 10 min a -
4°C) para a obtencdo do plasma, que foi armazenado e refrigerado (- 4°C) para determinacao
das concentracdes de: proteinas por kit colorimétrico da BioTécnica®, glicose e triglicerideos
por kits colorimétricos da Labtest®. Os aminoacidos livres foram quantificados pelo método de

Moore e Stein (1948).
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2.8 Glicogénio hepdtico e muscular
Amostras de figado (100 mg) e musculo (400 mg) foram aquecidas a 100°C com
hidroxido de potassio 30%. Apos, foi adicionado etanol para hidrélise e precipitagdo do

glicogénio, o qual foi determinado apds centrifugagdo a 3500 xg por 15 min (Krisman, 1962).

2.9 Atividade das enzimas digestivas

Ao final do periodo experimental foram coletados o estdmago e o intestino de oito
peixes por tratamento para determinar a atividade da protease acida, lipase, tripsina e
quimotripsina. Os tecidos foram armazenados congelados até o preparo dos homogeneizados
(propor¢do tecido/tampao de 1:20) em homogeneizador tipo Potter. A solugdo de
homogeneizagdo continha Tris 0,02 M/Fosfato de potassio 0,01 M, pH 7,5 em glicerol 50%
(v/v). Os homogeneizados foram centrifugados a 3500 xg por 10 min a - 4°C. No estdmago, foi
determinada a atividade da protease acida usando caseina como substrato de acordo com o
método proposto por Hidalgo ef al. (1999). Nos 10 cm iniciais do intestino delgado foram
determinadas as atividades de tripsina e quimotripsina, conforme Hummel (1959), e lipase, de
acordo com Gawlicka et al. (2000). O teor de proteina nos homogeneizados foi determinado

pelo método de Lowry et al. (1951).

2.10 Desenho experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e
quatro repeti¢coes. Os dados discrepantes foram determinados e quando fora do intervalo (média
+ 1 x SD) foram excluidos, seguindo procedimentos adaptados por Uczay et al. (2019b). O teste
de normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado aos dados. Para todas as variaveis foram testados
modelos lineares e quadraticos de regressdao polinomial. Foram consideradas equagdes com

confiabilidade superior a 70% (r* > 0.70). Para as varidveis que nio se enquadraram na
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regressao polinomial, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0.05). Todas as

andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Analysis System®.

3. Resultados

3.1 Composi¢ao nutricional da farinha de larvas desengorduradas

Com a extracdo de gordura do material, de forma parcial, obteve-se um aumento de
72,2% no teor de proteina, uma reducao de 65,1% no teor de gordura e 38,8% de aumento no
teor de matéria mineral da TMd (Figura 1). Os aminodcidos apresentaram um perfil mais

elevado na TMd, quando comparado ao farelo de soja e a farinha de peixe (Figura 2).

3.2 Desempenho produtivo
Os parametros indicativos de desempenho (Tabela 3) foram mensurados apds seis
semanas de ensaio e as varidveis testadas nao apresentaram efeito significativo (P > 0.05) para

a inclusdo da TMd na dieta.

3.3 Indices somdticos, composi¢do corporal e deposicdo de nutrientes

O indice hepato-somatico (IHS) (Tabela 4) apresentou diferenca significativa (P < 0.05)
com o aumento da inclusdo da TMd, onde os peixes alimentados com a inclusao de 40% tiveram
o maior IHS. Nao houve diferenca significativa para os demais indices somaticos (P > 0.05). A
composi¢ao corporal foi influenciada pelas dietas testadas (Tabela 5). O aumento da inclusao
de TMd na dieta elevou o teor de matéria seca e gordura corporal dos peixes (P < 0.05). O teor
de proteina bruta e matéria mineral ndo foi afetado pela inclusdo de TMd. A deposi¢ao de
gordura nos peixes aumentou com a inclusdo de TMd (P < 0.05), mas a deposi¢ao de proteina

ndo foi afetada.
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3.4 Metabolismo plasmadtico

A proteina plasmatica teve reducdo nos peixes alimentados com 30% de TMd, em
relacdo aos alimentados com a dieta controle e com 10% de TMd. O nivel de glicose plasmatica
diminuiu no grupo alimentado com 30 e 40% de inclusdo de TMd, comparado aos demais
grupos. A menor concentracdo de triglicerideos plasmatico foi encontrada nos peixes
alimentados com 20% de TMd, seguida dos niveis de 30 e 40%, e a maior concentragdo foi
encontrada nos peixes alimentados com a dieta controle e 10% de TMd (Tabela 6). A
concentragdo de aminoacidos aumentou de forma linear (r> = 0.98, P < 0,0001) proporcional ao

aumentou do nivel de TMd (Figura 3).

3.5 Glicogénio hepdtico e muscular
Os maiores niveis de glicogénio hepatico foram encontrados em peixes alimentados com
40% de TMd quando comparado aos demais grupos. No musculo, a maior concentragdo de

glicogénio foi encontrada nos animais alimentados com 30 e 40% de inclusdo (Figura 4).

3.6 Atividade das enzimas digestivas

A atividade das enzimas digestivas foi afetada significativamente pela inclusao de TMd
na dieta (Tabela 7). A maior atividade da protease foi observada nos peixes alimentados com
30% de TMd na dieta e a menor atividade ocorreu nos animais alimentados com a dieta controle,
quando comparados aos demais peixes. Maior atividade de lipase intestinal foi observada em
peixes alimentados com 40% de TMd na dieta, em relacdo aos demais tratamentos. Os peixes
alimentados com 20, 30 e 40% de TMd apresentaram maior atividade de tripsina, quando
comparados aos animais alimentados com a dieta controle. A atividade da quimotripsina nao

apresentou efeito significativo (P > 0.05).
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4. Discussao

A avaliagdo de fontes proteicas alternativas em dietas para peixes leva em consideragao
a analise de indicadores de desempenho, rendimento e aproveitamento em relacdo a dieta
padrdo. Dessa forma, o novo ingrediente deve proporcionar ganhos superiores ou, no minimo,
iguais, quando comparado as fontes usuais, para ser considerado um potencial substituto. A
extracdo de 6leo, geralmente empregue em graos, ¢ um processo de concentragdo proteica
utilizada para melhorar o teor de proteina presente em ingredientes que possuem alto teor de
lipidios. O presente estudo mostrou que o processo de desengordurar parcialmente a farinha de
larvas de 7. molitor foi eficiente, apesar de ndo extrair a totalidade da gordura, esse processo
proporcionou a TMd um nivel proteico superior a farinha de peixe (66% PB) e ao farelo de soja
(45% PB). O teor de proteina da TMd alcangado em nosso estudo também superou o teor de
proteina presente em farinhas de larvas de 7. molitor utilizadas em estudos anteriores (65-67%
PB), fornecidos pela Guangdong Zehecheng Biotechnology® (Guangzhou, China) e Ynsect®
(Evry, France), respectivamente (Song et al., 2018; Chemello et al., 2020). Todos os
aminoacidos essenciais, exceto cisteina, encontrados na TMd foram superiores aos niveis
presentes no farelo de soja. Os aminoacidos essenciais histidina, treonina, valina, isoleucina,
leucina, fenilalanina e lisina, foram superiores aos achados na farinha de peixe. Ido et al. (2019)
observaram que a inclusdo da TMd aumentou o crescimento e a ingestao alimentar de goraz
(Pargus major) em comparagao com a dieta contendo a farinha com a fragao lipidica. Rema et
al. (2019) descobriram que a TMd pode substituir até 100% da farinha de peixe na dieta de
juvenis de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), com resultados positivos nos indices de
desempenho e retengao de nutrientes. Basto et al. (2020), avaliando a digestibilidade da farinha
de larvas de insetos (integrais e desengorduradas) em estudo com robalo (Dicentrarchus

labrax), sugeriram que a TMd ¢ a fonte de proteina mais promissora para o robalo, com
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potencial para substituir a farinha de peixe. Portanto, o método de extragdo total ou parcial da
gordura ¢ importante para garantir maior armazenamento € processamento, uma vez que o
ingrediente ¢ altamente suscetivel a oxidagao lipidica (Ghosh et al., 2017; Lenaerts et al., 2018).

Tal qual o farelo de soja, 0 aminoacido essencial limitante nas larvas de 7. molitor ¢ a
metionina (Veldkamp e Bosch, 2015). Teores baixos de matéria mineral, célcio e relagdo Ca:P
também foram relatados (Belforti et al., 2015). No presente estudo, visando manter o balanco
de todos os nutrientes necessarios ao desenvolvimento da espécie na fase inicial de crescimento,
as dietas praticas foram ajustadas pela suplementacdo de metionina e adicdo de calcério
calcitico como fonte de calcio. Montes-Girao e Fracalossi (2006) definiram a exigéncia em
lisina para o jundid através do conceito de proteina ideal, considerando a composi¢ao corporal
em aminoacidos em relagdo a exigéncia em lisina determinada em ensaio de dose resposta.
Segundo o estudo, o requerimento de lisina para alevinos de jundid fica entre 4,5 ¢ 5,1% da
proteina bruta da dieta, o equivalente a uma relacao Lis: Met entre 1,48 e 1,68 em uma dieta
com 33% de PB. Em nosso estudo, as dietas experimentais mantiveram uma relagdo Lis: Met
de 1,26, sem considerar a proteina dietética, mas com base na melhor resposta obtida por
Schneider et al. (2020) em estudo sobre a influéncia da redugdo proteica e suplementacao
aminoacidica na dieta de juvenis de jundia. De acordo com o estudo, a dieta com 34% PB e
suplementagdo de lisina e metionina proporcionou melhor desempenho (ganho de peso 37,13
g), composicao corporal, estado hematoquimico e morfometria intestinal para os peixes. No
presente estudo, os jundids alimentados durante seis semanas com a inclusdo de TMd nas dietas
apresentaram resultados superiores, confirmados pelo ganho de peso médio de 31,61 g e uma
conversao alimentar aparente < 1,02, quando comparados a estudos anteriores com fontes
proteicas para juvenis da espécie Rhamdia quelen. Dalcin et al. (2018), utilizando 25 e 50% de
inclusdo de concentrado proteico de arroz em dietas para alevinos de jundia (peso médio inicial

3,56 g) durante 30 dias, obtiveram aumento na conversao alimentar (2,57) e redugdo no ganho
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de peso (5,71 g) dos peixes na inclusdo de 50% comparado ao grupo controle. O mesmo foi
relatado no estudo de Loureiro ef al. (2019) com a inclusdo de concentrado proteico de farelo
de arroz (0, 10, 15, 20 e 30%) na dieta de jundias. A inclusdo de farelo de soja hidrolisado (0,
5,10, 15 e 20%) na dieta de juvenis de jundia (6,42 g) resultou em um ganho de peso médio de
21,87g em 60 dias e a conversao alimentar aparente ndo baixou de 1,31 (Uczay et al., 2019a).
Com base nos resultados encontrados em nosso estudo, podemos observar que as dietas
experimentais conseguiram atender os requerimentos de lisina sem necessidade de
suplementagdo. Sabe-se que a correta relacdo entre os aminodcidos da dieta pode proporcionar
o melhor desenvolvimento dos animais, porém, a menor relagdo Lis: Met das dietas
experimentais ndo foi suficiente para afetar o desempenho dos jundias.

O ganho em matéria seca ¢ importante do ponto de vista de rendimento, o que evidencia
a formacao de tecido muscular e crescimento dos animais. Quando trabalhamos com animais
jovens, a deposicao de gordura torna-se importante como reserva energética para o crescimento
dos animais, uma vez que os lipidios sdo constituintes das membranas celulares e estdo
presentes em compostos do tecido cerebral e nervoso. Rema et al. (2019) observou que a
inclusdo de farinha de larvas de 7. molitor desengordurada (5, 7,5, 15 e 25%) na dieta ndo
influenciou nos teores de umidade, proteina, gordura, matéria mineral, fésforo e energia do
corpo inteiro de trutas-arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Autores que trabalharam com (25 e
50%) e (8, 16, 24 e 32%) de inclusdo da farinha integral de larvas de 7. molitor ndo observaram
alteragcdo na composicao centesimal de juvenis de “European sea bass” (Dicentrarchus labrax
L.) e juvenis de “Rockfish” (Sebastes schlegeli), respectivamente (Gasco et al., 2016; Khosravi
et al., 2018). No entanto, o aumento na deposi¢ao de gordura corporal dos jundias pode estar
atrelado a disturbios no metabolismo hepatico responsavel pelo aumento no indice hepato

somatico (IHS) dos peixes alimentados com niveis crescentes de inclusdao da TMd na dieta.
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Chemello et al. (2020) utilizando a farinha de larvas de 7. molitor parcialmente
desengordurada (inclusdo de 25, 50 e 100%) na dieta de trutas-arco-iris (O. mykiss), observaram
aumento no IHS dos peixes alimentados com 100% de inclusdo, comparado a dieta controle,
no entanto, os valores de IHS permaneceram abaixo de 2%. Em estudo com tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentadas com farinha integral de larvas de 7. molitor (inclusdo de
5, 10, 15 ¢ 20%) em sistema de biofloco, os autores constataram aumento no IHS com o
aumento do nivel de inclusdo da farinha, onde nas inclusoes de 10, 15 e 20% o valor do IHS
ficou acima de 2% (Tubin et al., 2020). Sankian et al. (2018) em estudo com juvenis de
“Mandarin fish” (Siniperca scherzeri) ndo encontraram diferenca significativa para o IHS em
peixes alimentados com dietas contendo farinha integral de larvas de 7. molitor (inclusdo de
10, 20 e 30%). Segundo Munshi e Dutta (1996), valores padrdes de IHS ficam entre 1 e 2%.
Quando se excede esse valor, pode ser indicativo de alteragdes metabolicas, principalmente,
ligadas ao metabolismo de lipidios e carboidratos da dieta. As alteragdes metabodlicas
responsaveis pelo aumento do IHS em peixes podem ser provenientes da baixa relacio CHO:L
das dietas. Quando nao ocorre o fornecimento de carboidratos na dieta outros nutrientes sao
catabolizados para satisfazer a demanda energética corporal, ¢ também para gerar
intermediarios metabolicos para a sintese de compostos importantes para o crescimento €
multiplicagdo celular (Barroso et al., 2001). A sintese de glicose a partir de compostos nao
glicidicos ¢ também chamada de gliconeogénese, ocorre no figado e atende as necessidades de
glicose do organismo em situagdes onde o carboidrato dietético ndo € suficiente para manter a
homeostasia glicémica (Silveira et al., 2009).

No presente estudo, observou-se que com o aumento nos niveis de inclusdo da TMd
ocorreu a diminui¢ao na relagdo CHO:L das dietas experimentais. Moro et al. (2010) avaliando
a melhor relacido CHO:L em dietas para alevinos de jundia (Rhamdia quelen), observaram que

dietas com uma alta relagdo CHO:L causaram a reducao no IHS dos peixes, € que uma relagao
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CHO:L maior que 4,62 resultou na diminui¢do da concentragdo do glicogénio hepatico. Em
nosso estudo, o contrario ocorreu, onde os peixes alimentados com a inclusdo de TMd na dieta
apresentaram aumento no IHS, principalmente a partir da inclusdo de 10%, onde a dieta ficou
com uma relagdo CHO:L igual a 2,27, resultando no aumento das concentragdes de glicogénio
hepatico e muscular (Figura 4). Além disso, observou-se a redugdo da glicose plasmatica e dos
precursores energéticos, como proteina e triglicerideos, os quais estdo relacionados com
alteracdes nas reservas energéticas. Em estudos anteriores, também foi observada reduc¢io no
triglicerideo plasmatico em juvenis de “Rockfish” (Sebastes schlegeli) e juvenis de “Pearl
Gentian grouper” (E. lanceolatus x E. fuscoguttatus) alimentados com farinha integral de larvas
de T. molitor (8, 16, 24 e 32%) e (2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5%) de inclusdo, respectivamente
(Khosravi et al., 2018; Song et al., 2018). Segundo os autores, a diminui¢ao da glicose sérica
pode indicar uma melhor captagdo deste composto, resultando em melhoria na eficiéncia
alimentar e desempenho dos peixes. A farinha de larvas de 7. molitor nas inclusdes de 10, 20 e
30% para juvenis de “Mandarin fish” (Siniperca scherzeri) e 5, 10, 15 e 20% para tilapia do
Nilo (O. niloticus) nao causou alteragao das variaveis plasmaticas (Sankian et al., 2018; Tubin
et al., 2020). De acordo com os nossos resultados, acredita-se que para manter a homeostase
glicémica, devido a baixa relagdo CHO:L das dietas, os peixes acabaram utilizando compostos
nao glicidicos, como os aminoacidos, para realizar gliconeogénese. Isto €, resultou em aumento
das concentracdes de glicogénio no figado € no musculo, e na deposicao de gordura corporal.
O aumento na atividade das enzimas proteoliticas pode ser explicado pela tentativa do
organismo de aumentar a digestibilidade da proteina ingerida (Lovatto et al., 2017), podendo
ser uma resposta fisioldgica adaptativa do peixe a ma qualidade da dieta ou a presenca de fatores
antinutricionais (Lundstedt ef al., 2004) como a quitina, por exemplo (Ringe et al., 2012). A
morfologia do sistema digestivo do jundia remete ao sistema digestivo de um carnivoro, com

intestino relativamente curto, porém, sem a presenca de secos piloricos, sugerindo que a espécie
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se beneficia de ingredientes nutricionalmente mais concentrados (Rodrigues et al., 2012;
Gominho-Rosa et al., 2015). Nesse caso, o estudo da atividade das enzimas tripsina e
quimotripsina sdo empregados como indicadores da qualidade proteica da dieta fornecida,
como também da eficiéncia de conversao alimentar (Sunde et al., 2004; Thongprajukaew et al.,
2013; Loureiro et al., 2019). Geralmente, a digestdo dos nutrientes de insetos ¢ afetada pela
quitina, mas estudos mostram que o efeito depende do nivel de inclusdo (Piccolo et al., 2014).
Em achados anteriores, sugeriu-se que a quitina em baixos niveis na dieta, pode atuar como um
prebidtico, aumentando seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas no
trato gastrointestinal (Olsen et al., 2006), melhorando consequentemente a satde do hospedeiro
e promovendo a funcao digestiva (Suzer et al., 2008; Munir ef al., 2016). A quitina € o principal
componente do exoesqueleto dos insetos, na qual a proteina se liga reduzindo a digestibilidade
do nitrogénio (Lima et al., 2021). Assim, a quitina ndo digerida pode afetar o uso de nutrientes,
sendo conhecida por absorver lipidios e bile no trato gastrointestinal, diminuindo a digestao e
absor¢ao de lipidios (Tharanathan e Kittur, 2003). Lazzari et al. (2010) em estudo sobre a
utilizacao de fontes proteicas para o jundid, observaram que a atividade das enzimas digestivas
dos peixes variou com a composicao da dieta, e que ocorreu uma diminui¢do na atividade da
tripsina e quimotripsina em dietas sem ingredientes de origem animal. At¢ o momento nao
foram realizados estudos sobre a atividade das enzimas digestivas em jundias alimentados com
farinha das larvas do inseto 7. molitor. Dessa forma, observamos em nosso estudo que o
aumento na atividade das enzimas proteoliticas pode estar relacionada a diminuicao de fatores
antinutricionais, pela diminuigao de fontes vegetais e o aumento da inclusao da TMd nas dietas,
que possibilitou maior biodisponibilidade de nutrientes para os peixes. Além disso, os jundias
apresentaram bom desenvolvimento e conseguiram formar reserva energética demonstrando
que ocorreu digestao dos lipidios da dieta, evidenciado pelo aumento da atividade da lipase

intestinal dos peixes alimentados com dietas contendo TMd.
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Em recente meta-andlise, Hua (2021) indicou que os efeitos da inclusdo de farinha de
insetos no crescimento dos peixes foram influenciados pelo equilibrio nutricional da dieta. O
autor observou que em dietas desbalanceadas o aumento nos niveis de farinha de insetos teve
efeito negativo na taxa de crescimento. No entanto, quando as dietas com inclusdo de insetos
estavam balanceadas, ndo houve efeito adverso no crescimento dos peixes. Assim, para um
melhor diagnostico sobre o uso da TMd, sugere-se, em estudos futuros, ter maior atengcdo com
o balango das dietas. Em nosso estudo, a relagdio CHO:L das dietas ficou desbalanceada,
provocando alteragdes no metabolismo dos peixes que ndo correspondem a inclusdo da farinha
das larvas de T. molitor. Isto €, a inclusao da TMd e o teor de gordura remanescente presente
nesta ndo foram responsaveis pelos disturbios metabolicos, uma vez que ndo afetou o

crescimento e o desempenho dos peixes.

5. Conclusao
E possivel incluir a farinha de larvas de Tenebrio molitor parcialmente desengordurada
(TMd) até o nivel de 40% em dietas praticas para juvenis de jundia sem afetar o desempenho

dos peixes.
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Tabelas

Tabela 1. Formulacdo e composi¢do centesimal das dietas experimentais

Niveis de inclusao (% dieta)

Ingredientes

0 10 20 30 40
Farelo de soja 30,0 24,0 19,0 14,0 4,5
T™d' - 10 20 30 40
Farinha de peixe? 30,33 23,82 16,30 9,28 4,30
Farelo de trigo 13,0 14,0 14,0 14,0 17,5
Milho moido 18,5 21,0 21,0 21,0 21,0
Oleo de soja 4,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Mistura vitaminica e mineral® 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Calcario calcitico (33% Ca) 0,50 0,50 3,0 5,0 6,0
Cloreto de sodio 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
DL-Metionina 98% 1,17 1,18 1,20 1,22 1,20
Total 100 100 100 100 100

Nutrientes analisados

Matéria seca 94,54 94,36 93,85 94,33 94,14
Proteina bruta 38,86 39,79 39,29 39,58 39,24
Lipidios 8,53 8,45 9,22 9,53 10,89
Matéria mineral 11,78 10,08 11,22 12,20 12,33
Extrato livre de nitrogénio 22,93 19,17 13,55 8,74 2,35
Calcio* 2,73 2,23 2,48 2,61 2,56
Fosforo* 1,68 1,98 2,23 2,50 2,86
Energia calculada (kcal/kg)® 3133 3097 3018 2959 2920

! TMd: farinha de larvas de T. molitor parcialmente desengordurada

2 Farinha de residuo de abate de Tilapia

3 Composigdo (unidade/kg de mistura): acido folico 370 mg; 4cido pantoténico 3900 mg; biotina 40 mg; cobalto
58 mg; cobre 740 mg; colina 75 g; ferro 7500 mg; inositol 10 g; iodo 43 mg; manganés 7800 mg; niacina 8800
mg; selénio 38 mg; vitamina A 780.000 IU; vitamina B1 1400 mg; vitamina B12 1900 pg; vitamina B2 1450 mg;
vitamina B6 1400 mg; vitamina C 19.5 g; vitamina D3 160.000 IU; vitamina E 14.800 IU; vitamina K3 475 mg;
zinco 1400 mg.

4 Calculado de acordo com a Tabela Brasileira de Aves e Suinos (Rostagno, 2017).

3 Energia digestivel, calculada de acordo com a andlise de ingredientes = [(proteina bruta x 5640 x 0,9) + (lipidios
x 9510 x 0,85) + (extrato livre de nitrogénio x 4110 x 0,50)] (Jobling, 1983).



Tabela 2. Composicdo dos aminoacidos da dieta

. ‘ - Niveis de inclusao (% dieta)
Aminoacidos essenciais

0 10 20 30 40
Lisina 2,27 2,25 2,22 2,21 2,16
Metionina 1,79 1,78 1,76 1,75 1,72
Treonina 1,50 1,52 1,52 1,54 1,53
Valina 1,49 1,64 1,78 1,93 2,06
Isoleucina 1,35 1,41 1,46 1,52 1,55
Leucina 2,44 2,54 2,61 2,69 2,72
Fenilalanina 1,61 1,61 1,60 1,60 1,56
Histidina 0,75 0,83 0,91 0,99 1,05
Arginina 2,62 2,51 2,37 2,26 2,12
Aminoacidos nio-essenciais!
Acido aspartico 3,44 3,41 3,36 3,34 3,20
Acido glutimico 5,68 5,53 532 5,14 4,84
Hidroxiprolina 0,94 0,74 0,51 0,30 0,15
Serina 1,81 1,85 1,87 1,90 1,89
Cistina 0,53 0,52 0,50 0,49 0,47
Alanina 2,26 2,35 2,39 2,46 2,55
Glicina 3,40 3,14 2,79 2,49 2,30
Prolina 2,51 2,47 2,37 2,30 2,26
Tirosina 1,09 1,45 1,81 2,17 2,51

! Célculo com base na composi¢do dos ingredientes da dieta (% dieta).
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Tabela 3. Desempenho de crescimento de jundias (peso corporal inicial 7,20 + 0,12 g) alimentados com dietas experimentais contendo diferentes

niveis de inclusdo de TMd

Variaveis

Niveis de inclusdo (% dieta)

EPM Valor P
0 10 20 30 40
Peso final (g) 39,40 38,65 39,20 38,48 38,91 1,74 NS
Ganho de peso (g) 32,21 31,57 31,97 31,23 31,67 1,71 NS
Comprimento total (cm) 15,52 15,43 15,67 15,35 15,37 0,23 NS
Taxa de crescimento especifico (%) 4,25 4,24 4,22 4,17 4,20 0,11 NS
Fator de condicao 1,05 1,05 1,02 1,06 1,07 0,02 NS
Consumo de alimento (%/pv) 3,39 3,40 3,33 3,14 3,52 0,15 NS
Conversao alimentar aparente 0,97 0,93 0,97 0,92 1,02 0,05 NS
Sobrevivéncia (%) 98,86 94,32 100 100 98,86 3,01 NS

EPM = erro padrdo da média. NS = ndo significativo (P > 0,05).
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Tabela 4. Indices somaticos de jundiés alimentados com dietas contendo diferentes niveis de inclusio de TMd

Niveis de inclusdo (% dieta)

Variaveis (%) EPM Valor P
0 10 20 30 40

Rendimento de carcaca 84,89 85,47 84,73 84,34 84,35 1,96 NS

Indice digestivo somatico 5,84 5,74 5,83 5,48 5,22 1,03 NS

Indice hepato somaético 1,92° 2,24 2,228 2,272 2,592 0,31 0,003

Gordura intraperitoneal 2,24 2,37 2,84 2,97 3,25 1,43 NS

Quociente intestinal 1,44 1,29 1,19 1,26 1,27 0,18 NS

a b ¢ Valores dentro de uma linha seguidos de letras diferentes representam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). EPM = erro padrio da média. NS = ndo

significativo (P > 0,05).



Tabela 5. Composicao corporal e deposi¢ao de nutrientes de jundias alimentados com dietas contendo diferentes niveis de inclusdao de TMd

Variaveis (%)

Niveis de inclusdo (% dieta)

EPM Valor P
0 10 20 30 40

Matéria seca 25,56 25,61 2539° 26,19° 26,88 0,38  0,0005
Proteina bruta 13,61 13,18 13,51 13,26 13,68 0,43 NS
Gordura 5,57° 4,68° 6,32  6,24° 9,53% 1,32 0,0017
Matéria mineral 4,05 4,17 3,63 3,80 3,70 0,30 NS
Deposi¢ao de proteina 428 4,17 4,20 4,10 4,50 0,27 NS
Deposi¢io de gordura 1,70° 1,38 1,93*  1,90> 3,33* 036 0,0001
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ab.¢Valores dentro de uma linha seguidos de letras diferentes representam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). EPM = erro padrio da média. NS = ndo

significativo (P > 0,05).



Tabela 6. Parametros plasmaticos de jundias alimentados com dietas contendo diferentes niveis de inclusao de TMd

Niveis de inclusao (% dieta)

Variaveis EPM Valor P
0 10 20 30 40

Proteina (g dL™") 3,228 3,18? 2,852 2,73b 2,85% 0,28 0,008

Glicose (mg dL™") 78,37° 83,28% 79,43% 67,91° 67,33° 3,97 0,0001

Triglicerideos (mg dL™") 772,43? 820,38° 538,02¢ 618,63° 643,33° 27,75 0,0001
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ab.¢Valores dentro de uma linha seguidos de letras diferentes representam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). EPM = erro padrio da média. NS = ndo

significativo (P > 0,05).
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Tabela 7. Atividade das enzimas digestivas em jundids alimentados com dietas contendo

diferentes niveis de inclusdo de TMd

Niveis de inclusao (% dieta)

Variaveis EPM Valor P
0 10 20 30 40

Protease' 49,00° 78,07° 61,15  9882% 77,66 11,23  0,0001

Lipase? 4,18% 3,820 4,67% 4,13 516 0,67 0,03

Tripsina’® 3,940 4,33 488 4,87* 483 0,44 0,001

Quimotripsina®* 3,41 3,10 3,54 3,27 3,82 0,51 NS

4 b c¢Valores dentro de uma linha seguidos de letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (P < 0,05). 1. pg tirosina/min/mg de proteina. 2. pmol nitrofenol meristato/min/mg de proteina. 3. pmol
TAME/min/mg de proteina. 4. mmol BTEE/min/mg de proteina. EPM = erro padrdo da média. NS = ndo
significativo (P > 0,05).
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Legenda de figuras
Figura 1. Composi¢@o quimica da farinha de larvas integral e farinha de larvas desengordurada

em % da matéria seca.

Figura 2. Composi¢do de aminodcidos essenciais presente na farinha de peixe (66% PB), farelo

de soja (45% PB) e na farinha de larvas de 7. molitor parcialmente desengordurada (70% PB).

Figura 3. Concentracdo de aminoacidos no plasma de juvenis de jundid (Rhamdia quelen)

alimentados com dietas contendo diferentes niveis de inclusao de TMd: 0, 10, 20, 30 ¢ 40%.

Figura 4. Concentragdo de glicogénio no figado (4A) e no musculo (4B) de juvenis de jundia
(Rhamdia quelen) alimentados com dietas contendo diferentes niveis de inclusao de TMd: 0,
10, 20, 30 e 40%. Letras diferentes na figura representam diferenca significativa pelo teste de

Tukey (P <0,05).
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RESUMO

O presente estudo avaliou a influéncia da dieta com inclusdo de farinha de larvas de
Tenebrio molitor parcialmente desengordurada (TMd) sobre os parametros hematoldgicos,
metabolicos e oxidativos de juvenis de jundid. Foram utilizados 440 animais (7,20 £+ 0,12g),
alimentados durante seis semanas com cinco dietas: controle ¢ TMd (10, 20, 30 ¢ 40%), até¢ a
saciedade aparente. Ao final do ensaio bioldgico foi realizada a coleta de sangue, figado e
musculo para analises posteriores. Apos analise estatistica foi possivel observar que a inclusao
de TMd reduziu todos os parametros hematologicos, exceto o VCM. A concentracdo de amonia
e lactato, e a atividade das transaminases foram significativas. Os niveis de aminoacidos no
tecido hepatico e muscular aumentaram. A proteina teve suas quantidades reduzidas no plasma,
figado e musculo. Nas inclusdes entre 20 e 40% de TMd na dieta houve um aumento da
atividade das enzimas antioxidantes no figado dos jundids, porém, no musculo ocorreu a
diminuicdo dessas enzimas. O mesmo foi observado para a produgdo de radicais livres. No
tecido hepatico ocorreu diminui¢ao da concentragao de TBARS e ti6is totais, porém, no tecido
muscular ocorreu o aumento dos radicais livres. Conclui-se que a TMd pode ser utilizada em
dietas praticas para juvenis de jundia até 30% de inclusdo sem prejudicar os parametros

hematoldgicos e a atividade antioxidante nos tecidos.
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INTRODUCAO

A aquicultura vem se expandindo rapidamente nos Ultimos anos em comparacdo com
outros setores de produgdo de alimentos de origem animal (Sabo-Attwood et al., 2021). O
aumento da demanda de pescado pelos consumidores e o esgotamento da pesca de captura,
tornard a aquicultura a principal fonte de pescado para o consumo humano até 2030 (FAO,
2016; Stankus, 2021). Em 2021, o Brasil produziu 841 mil toneladas de peixes cultivados, um
crescimento de 4,7% em relagdo ao ano anterior (Peixe BR, 2022). Com grande influéncia no
setor, a piscicultura da Regido Sul cresceu aproximadamente 17% nos ultimos dois anos,
mantendo a lideranga na producgdo de peixes (Peixe BR, 2022).

O jundia (Rhamdia quelen) ¢ uma espécie nativa, com potencial para a piscicultura
continental, por ser de facil manejo, ter rapido crescimento, possuir carne com auséncia de
espinhas intramusculares, baixo teor de gordura e sabor agradavel, com boa aceitagcdo pelos
consumidores (Barcellos, 2004; Baldisserotto et al., 2010). Além disso, apresenta tolerancia e
apetite mesmo nas épocas mais frias do ano (Junior, Silva & Rocha, 2015). No estado do Rio
Grande do Sul, o jundia esta entre as espécies mais produzidas e comercializadas na forma
jovem pelos produtores, onde ocupa o terceiro lugar com 3.735 mil toneladas de alevinos
comercializados anualmente (Relatorio Piscicultura RS, 2020).

A produgdo de formas jovens na piscicultura ¢ de extrema importancia, pois possui alta
correlagdo com as fases subsequentes, que influenciam no sucesso da produgao de pescado.
Animais jovens possuem exigéncias elevadas em relacdo a quantidade, qualidade e
disponibilidade de nutrientes fornecidos pelas dietas (Souza et al., 2014; Santos & Meurer,
2020). Assim como os demais setores de produgdo animal, a piscicultura foi diretamente afetada
pela elevagao do preco dos insumos e matérias-primas para alimentacdo, commodities, cujo

preco € regulado pelo dolar e enfrentaram problemas de abastecimento ao longo do ano



66

(CONAB, 2021; Peixe BR, 2022). A busca por ingredientes alternativos ao uso da farinha de
peixe e do farelo de soja se faz necessaria independente do cenario econdmico, politico e social,
visando diminuir custos, ter oferta constante e padrdo de qualidade, além de alto valor
nutricional.

Fontes alimentares advindas de insetos sdo a tendéncia mundial de alimentagdo. Nos
ultimos anos, um numero crescente de ensaios alimentares vem sendo realizados usando
farinhas de insetos para substituir, de forma parcial, a farinha de peixe na aquicultura (Rios et
al. 2021; Alfiko et al., 2022). O Tenebrio molitor esta entre as espécies de insetos mais
estudadas no mundo atualmente, o qual desperta o interesse pelo valor nutricional de suas
larvas, com alto percentual proteico (47-60%) e lipidico (31-43%), além de minerais e
vitaminas (Liu et al., 2005; Rumpold et al., 2014). Em termos de qualidade nutricional, a farinha
de larvas de 7. molitor apresenta um perfil de aminoacidos balanceado e o conteudo de alguns
aminoacidos indispensaveis ¢ maior (em % de proteina) do que em plantas terrestres, e
ligeiramente menor do que na farinha de peixe (Li, Zhao & Liu, 2013; Nogales-M¢érida et al.,
2019; Terova et al., 2021). Outros estudos realizaram a extracao da gordura presente na farinha
da larva do T. molitor aumentando, assim, o percentual de proteina e aminoacidos deste produto
(Ido et al., 2019; Rema et al., 2019).

Alguns autores, relataram a melhoria de indicadores imunolégicos em peixes
alimentados com a farinha de larvas de 7. molitor integral (Ngo & Kim, 2014; Su et al., 2017),
principalmente com espécies carnivoras, no entanto, poucos estudos foram realizados com
onivoras, como o jundia. No entanto, alguns parametros, referente ao uso de larvas de 7. molitor
na nutricao de peixes, ainda nao foram esclarecidos e o presente trabalho pode auxiliar nessa
questdo. Assim, o objetivo foi avaliar os efeitos da inclusao da farinha da larva de Tenebrio
molitor parcialmente desengordurada (TMd) sobre os parametros hematoldgicos, metabolicos

e oxidativos em juvenis de jundias.



67

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Piscicultura da Universidade Federal
de Santa Maria, Campus de Palmeira das Missoes, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O
protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da

UFSM (n°2001171120).

DIETAS EXPERIMENTAIS

Cinco dietas praticas, adaptadas de Lazzari et al. (2008) e Schneider et al. (2020), foram
formuladas com farinha de larvas de Tenebrio molitor parcialmente desengordurada (TMd)
(Tabela 1): uma dieta controle contendo farinha de peixe e farelo de soja (controle, 0% de TMd)
e quatro dietas contendo TMd (10, 20, 30 e 40%). As dietas experimentais foram produzidas
considerando o percentual de proteina bruta, bem como o perfil de aminoacidos obtidos nas
fontes utilizadas (Tabela 2). Os ingredientes foram combinados usando misturador horizontal.
Durante o processo, 6leo e agua foram adicionados aos ingredientes e, entdo foram peletizadas

(4 mm). Os pellets foram secos a 50°C por 24 h e armazenados em freezer a - 4°C.

ANIMAIS, ALIMENTACAO E COLETA DE TECIDOS

Os animais foram adquiridos da piscicultura Nossa Senhora Aparecida®, municipio de
[jui, Rio Grande do Sul. Inicialmente, os peixes ficaram 10 dias em aclimatag@o e receberam
ragdo comercial (Aqua Line, Supra®, 42% proteina bruta). Durante a biometria inicial, 440
juvenis de jundia (7,20 + 0,12 g) foram distribuidos aleatoriamente em 20 tanques de
polipropileno (230 L volume 1til), alojando 22 animais por unidade experimental (densidade =
0,68 g/L). O ensaio foi realizado em sistema de recirculacdo de &gua, composto por um
decantador, dois filtros biologicos e um reservatorio de dgua com capacidade de 1000 L,

equipado com sistema de aquecimento e inje¢ao de oxigénio, e tanques com entrada e saida de



68

agua individuais. Durante o experimento, os peixes foram alimentados com as dietas até a
saciedade aparente, definida através da observagao da recusa alimentar dos peixes pelo tratador,
em trés refeicdes diarias (8h30, 13h00 e 17h30) durante seis semanas. Ao final do periodo
experimental, para a coleta de tecidos, os animais foram eutanasiados com sobredose de
benzocaina (250 mg L!), de acordo com a American Veterinary Medical Association (AVMA,

2013).

QUALIDADE DA AGUA

Os residuos fecais foram retirados dos tanques por sifonagens diarias (11h00 e 16h00).
Durante o periodo experimental, os parametros de qualidade da 4gua foram monitorados e
mantidos da seguinte forma: temperatura de 23,74 + 1,21°C; oxigénio dissolvido: 7,13 +
0,41mg L'!; pH: 7,74 + 0,22; amonia total: 0,10 + 0,06 mg L!; nitrito: 0,03 + 0,01 mg L™!;
dureza: 50,18 + 4,21 mg L' CaCOs e alcalinidade: 45,75 + 7,92 mg L' CaCO;. Todos os

parametros permaneceram adequados para o cultivo de jundias (Baldisserotto & Silva, 2004).

ANALISES HEMATOLOGICAS

Duas aliquotas de sangue foram coletadas aleatoriamente (oito peixes/tratamento) por
punc¢do da veia caudal com seringas heparinizadas. Em seguida, foi realizado o eritrograma
através da contagem de eritrocitos em camara de Neubauer, hematocrito em centrifuga de
hematdcrito e a hemoglobina determinada por analise colorimétrica (Labtest®™) para calculo dos
indices eritrocitarios: volume corpuscular médio (VCM): [(hematocrito*10) /niimero de
eritrocitos]; hemoglobina corpuscular média (HCM): [(hemoglobina*10) /numero de
eritrocitos]; concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM): [(hemoglobina*100)

/hematdcrito].
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METABOLISMO NO TECIDO HEPATICO E MUSCULAR

Amostras de figado (100 mg) e musculo (400 mg) foram aquecidas a 100°C com
hidroxido de potéssio 30% para estimar o teor de proteina (Bradford, 1976). Em uma fracao foi
adicionado etanol para hidrolise e precipitacdo do glicogénio, o qual foi determinado apos
centrifugacdo a 3500 xg por 15 min (Krisman, 1962). As amostras de figado (25 mg) e mtsculo
(50 mg) foram homogeneizadas em acido tricloroacético 10%, centrifugadas (3500 xg, 10 min);
e o sobrenadante foi utilizado para a dosagem de glicose (kit colorimétrico Enzymatic-Trinder),
acido latico (Harrower & Brown, 1972) e amdnia (Verdouw et al., 1978). Homogeneizados de
figado (50 mg) e musculo (250 mg) foram preparados com tampao fosfato de potéassio (pH 7,5),
centrifugados (3500 xg por 10 min) para posterior dosagem de aminoacidos (Moore & Stein,
1948), atividade da aspartato aminotransferase (AST) e da alanina aminotransferase (ALT) por
kits adquiridos da Labtest® (Reitman & Frankel, 1957). Todas as absorbancias foram

comparadas com as das solugdes padrao.

ANALISES ENZIMATICAS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

Amostras de figado (50 mg) e musculo (250 mg) foram homogeneizadas com tampao
fosfato de potassio TFK (pH 7,5) e centrifugadas a 3500 xg por 10 min. A fracao sobrenadante
foi armazenada congelada para medicdes subsequentes da peroxidagdo lipidica através da
medida das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), segundo Buege & Aust
(1978), niveis de tidis totais, como descrito por Ellman (1959), atividade da superdxido
dismutase (SOD) e da catalase (CAT), de acordo com Misra & Fridovich (1972) e Aebi (1984),
respectivamente. A proteina da amostra foi determinada pelo método do biureto (Gornall,
Bardawill & David, 1949) e os valores de SOD foram expressos em U/mg ou g de proteina. Os
demais parametros foram expressos da seguinte forma: CAT (mmol H>O»/min/g de tecido),

tidis totais (umol SH/g de tecido) e TBARS (umol MDA/g de tecido).
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados discrepantes foram determinados e quando fora do intervalo (média =+ 1 x SD)
foram excluidos, seguindo metodologia adaptada de Uczay et al. (2019b). Em seguida, foi
aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos 8 ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). Todas as andlises estatisticas foram

realizadas no software Statistical Analysis System®.

RESULTADOS

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

As dietas experimentais influenciaram todos os parametros hematoldgicos (P < 0,05)
(Tabela 3). A inclusdo da TMd nas dietas diminuiu o nimero de eritrocitos e o hematocrito,
com os menores valores para os peixes alimentados com 40% de inclusdo. O grupo alimentado
com 40% de inclusdo de TMd ficou com os menores valores de hemoglobina e CHCM
comparado ao grupo alimentado com 10% de inclusdo. A HCM apresentou maior concentragao
nos peixes alimentados com 10% de inclusdo da TMd em relagdo ao grupo controle. O VCM
aumentou conforme aumentou o nivel de inclusdo da TMd, onde seu maior valor ficou no grupo

alimentado com 40% de inclusao comparado ao grupo controle.

METABOLISMO HEPATICO E MUSCULAR

Todas as variaveis do metabolismo hepatico e muscular foram afetadas (P < 0,05) pela
inclusdo de TMd (Tabela 5). A presenca de amonia no figado foi menor no grupo alimentado
com 20 e 40% de inclusdao de TMd. No musculo, a maior concentragao de amonia foi encontrada
no grupo alimentado com 20% de TMd. A glicose hepatica foi maior nos peixes que receberam

a dieta com 20 e 40% de TMd. No musculo, a maior concentracdo de glicose foi nos peixes do
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grupo controle e os valores reduziram com o aumento da inclusdo de TMd. As menores
concentragdes de lactato no figado foram encontradas nos peixes alimentados com 10 e 30% de
inclusao de TMd. O lactato muscular foi encontrado em menores concentragdes nos peixes
alimentados com 40% de TMd. O grupo alimentado com a dieta controle tiveram as maiores
concentragdes de proteina no figado e no musculo, em relacdo aos demais grupos. A maior
concentracdo de aminoacidos no figado foi encontrada nos peixes alimentados com 40% de
TMd. No musculo, a maior concentra¢do de aminoacidos foi encontrada no grupo alimentado
com 10 e 40% de TMd. Os peixes alimentados com 10, 20 e 30% de inclusdo de TMd
apresentaram a maior atividade hepatica da AST comparado aos demais grupos. No musculo,
a maior atividade da AST foi encontrada em 0 e 40% de inclusdo comparado ao grupo
alimentado com 10% de TMd. No figado, a maior atividade da ALT foi observada em animais
alimentados com as dietas 0, 10, 20 e 30% de inclusdo. Os peixes, alimentados com a dieta
controle apresentaram a menor atividade da ALT muscular comparado aos peixes alimentados

com 10 e 40% de TMd, que apresentaram a maior atividade desta enzima.

ANALISES ENZIMATICAS E DE ESTRESSE OXIDATIVO

A atividade da SOD no figado foi maior nos peixes alimentados com 20% de inclusao
de TMd. No musculo, a atividade da SOD teve um efeito linear decrescente, onde os menores
niveis foram encontrados nos animais alimentados com 30 e 40% de TMd. A menor atividade
da CAT no figado foi observada nos peixes alimentados com 40% de TMd. No musculo, os
peixes alimentados com 40% de TMd apresentaram a maior atividade de CAT. A concentragao
de ti6is no figado foi menor nos peixes alimentados com 40% de TMd em relagdo a dieta
controle, ndo diferindo dos demais grupos. No musculo, a maior concentracao de tidis foi
encontrada nos animais alimentados com 40% de inclusdo, comparado aos animais alimentados

com a dieta controle e com 10, 20 e 30% de TMd. Os peixes alimentados com as dietas 0 e 10%
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de inclusdo apresentaram a maior concentragdo de TBARS no figado, comparado aos
alimentados com 20 ¢ 30% de TMd. A maior concentragdo de TBARS no musculo foi
identificada nos animais alimentados com 20% de inclusdo em relagao aos animais alimentados

com 10 e 30% de TMd.

DISCUSSAO

A inclusdo da farinha de larvas de Tenmebrio molitor em dietas para o jundia
proporcionou alteragdes nos parametros hematologicos, metabolicos e resposta antioxidante
dos peixes. O conhecimento dos parametros hematoldgicos pode facilitar o entendimento do
estado de satide dos peixes em resposta as mudancas relacionadas a nutri¢cdo, qualidade da dgua
e doengas (Fazio, 2019). Segundo Tavares-Dias et al. (2002), valores referéncia de eritrocitos
para o jundia ficam entre 1,55 e 2,92 106uL'1, hematocrito, entre 17 e 24%, hemoglobina, 4,95
29,09 g dL!, MCHC, entre 20,24 ¢ 35,91 g dL"' e VCM, entre 87,82 e 219,35 fL. No presente
estudo, a diminui¢do no nimero de eritrécitos, a medida que aumentou o nivel de inclusao de
TMd, fez com que as células aumentassem seu volume como forma de compensar a captagdo e
transporte de oxigénio, frente também a redug¢do da hemoglobina, principal responsavel pelo
transporte de oxigénio no sangue (Tavares-Dias & Moraes, 2004). A hemoglobina ficou abaixo
dos valores apresentados por Tavares-Dias et al. (2002) nas inclusdes de 20, 30 e 40% e, para
o MCHC, o valor foi inferior apenas na inclusao de 40%. No entanto, os valores eritrocitarios
encontrados em nosso estudo corroboram com os achados em estudos anteriores com a espécie
(Uczay et al., 2019; Schneider et al., 2020), os quais nao afetaram o desempenho dos peixes.
Tubin et al. (2020), em estudo com tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), ndo identificaram
alteragdes nos parametros hematoldgicos dos peixes alimentados com a inclusdo de farinha de

T. molitor integral na dieta. Isto demonstra que a variagdo nos parametros hematoldgicos, como
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tamanho e volume de hemacias, pode ser identificada para a mesma espécie em ambientes ou
condi¢des diferentes, induzindo adaptacao fisioldgica (Campbell & Murru, 1990).

Alteragdes na composicao da dieta podem causar alteragdes metabolicas que aparecem
em Orgaos como figado, por meio da determinagdo de indicadores relacionados ao metabolismo
proteico e energético (Pretto et al., 2020). O figado ¢ responsavel pela sintese de metabolitos,
incluindo proteinas e aminoacidos (Mozanzadeh et al, 2018) provenientes da digestdo e, as
enzimas aspartato amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT) estdo envolvidas
neste processo. Geralmente, o aumento na concentragdo dessas enzimas pode indicar uma
utilizagdo ineficiente da proteina (Pretto et al., 2020), assim como lesdo hepatica (Lin, Mao &
Cai, 1990; Mohieldein, Hyder & Hansan, 2013; Song et al., 2018). A investigacdo de
parametros metabolicos em peixes alimentados com TMd ¢ deficiente, no entanto, alguns
estudos utilizando a farinha de larva de 7. molitor integral, encontraram aumento na atividade
das transaminases séricas em juvenis de “Pearl Gentian grouper” (Song et al., 2018), ja para
juvenis de “Rockfish” ndo houve mudanca na atividade destas enzimas (Khosravi et al., 2018).
Em nosso estudo, considerando o figado como 6rgao onde ocorre a massiva metaboliza¢ao dos
nutrientes provindos da dieta, os peixes alimentados com 40% de inclusdao da TMd tiveram a
menor atividade das transaminases. Contudo, mais estudos precisam ser realizados para
desvendar melhor a atividade desses indicadores.

As enzimas sdo a primeira linha do mecanismo de defesa antioxidante contra a agao das
espécies reativas (Deng et al., 2015), sendo essenciais para a manutencdo do sistema
imunologico dos peixes (Song et al., 2018). Em nosso estudo, observamos que em inclusdes
entre 20 e 40% de TMd na dieta houve um aumento da atividade das enzimas antioxidantes no
figado dos jundids, porém, no musculo ocorreu a diminui¢do dessas enzimas. O mesmo foi
observado para a producao de radicais livres. No tecido hepatico observamos a diminui¢ao da

concentracdo de TBARS e tidis totais, porém, no tecido muscular ocorreu o aumento dos
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radicais livres. Em estudos anteriores, com a utilizagdo da farinha integral de larvas de T.
molitor (inclusdo 21 e 43%) em substitui¢do a farinha de peixe na dieta de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), os autores observaram reducdo da atividade da SOD no figado, mas a
CAT ndo teve alteracdo (Sanchez-Muros et al., 2016). Em juvenis de “Pearl Gentian grouper”
(E. lanceolatus x E. fuscoguttatus) ocorreu reducdo da SOD no figado, em relagdo ao grupo
controle e ao alimentado com 10% (Song et al., 2018). Sankian et al. (2018) ndo identificaram
alteracdao na SOD e na peroxidac¢ao lipidica em juvenis de Mandarin fish (Siniperca scherzeri)
alimentados com farinha de larvas de 7. molitor integral. Os resultados encontrados por Su et
al., (2017) para peroxidacao lipidica e atividade da SOD, sugerem que a farinha da larva de 7.
molitor na dieta pode melhorar as fun¢des antioxidantes do bagre amarelo (Pelteobagrus
fulvidraco). Ainda neste estudo, os autores concluiram que o nivel de inclusdo de pelo menos
18% melhorou a resposta imune e a resisténcia, sem efeito negativo no crescimento dos peixes.
O aumento da capacidade antioxidante com a inclusdo de insetos na dieta pode ser devido ao
seu teor de quitina ou a presenca de outros compostos bioativos (Ngo & Kim, 2014), pois essas
substancias podem ter atividade imunoestimulantes (Henry et al., 2018). No presente estudo
nao foi avaliado o teor de quitina da TMd, no entanto, sugere-se que novos estudos facam essa
avaliacdo, visto que a presenca de quitina poderia influenciar no combate a peroxidagdo
lipidica. Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel inferir que niveis de até 30% de TMd na
dieta de juvenis de jundida levaram a uma maior atividade antioxidante e a reducdo da

peroxidacao lipidica nos tecidos.

CONCLUSAO
Conclui-se que a farinha de larvas de Tenebrio molitor parcialmente desengordurada

(TMd) pode ser incluida até o nivel de 30% em dietas praticas para juvenis de jundid sem
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prejudicar os parametros hematoldgicos, melhorando a atividade antioxidante e reduzindo a

producao de radicais livres nos tecidos.
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Tabela 1. Formulagdo e composi¢ao centesimal das dietas experimentais

Ingredientes

Farelo de soja
T™d'

Farinha de peixe?
Farelo de trigo
Milho moido
Oleo de soja
Mistura vitaminica e mineral’
Calcario calcitico (33% Ca)
Cloreto de sodio
DL-Metionina 98%
Total

Matéria seca
Proteina bruta
Lipidios
Cinzas
Extrato livre de nitrogénio
Calcio*

Fosforo*

Energia digestivel (kcal/kg)’

TMd (% dieta)

0 10 20
30,0 24,0 19,0
- 10 20
30,33 23,82 16,30
13,0 14,0 14,0
18,5 21,0 21,0
4,0 3,0 3,0
2,0 2,0 2,0
0,50 0,50 3,0
0,50 0,50 0,50
1,17 1,18 1,20
100 100 100

Nutriente analisado (%)

94,54 94,36 93,85
38,86 39,79 39,29
8,53 8,45 9,22
11,78 10,08 11,22
22,93 19,17 13,55

2,73 2,23 2,48
1,68 1,98 2,23
3133 3097 3018

! TMd: farinha de larvas de T. molitor parcialmente desengordurada

2 Farinha de residuo de abate de Tilapia

3 Composigdo (unidade/kg de mistura): dcido félico 370 mg; 4dcido pantoténico 3900 mg; biotina 40 mg; cobalto
58 mg; cobre 740 mg; colina 75 g; ferro 7500 mg; inositol 10 g; iodo 43 mg; manganés 7800 mg; niacina 8800
mg; selénio 38 mg; vitamina A 780.000 IU; vitamina B1 1400 mg; vitamina B12 1900 pg; vitamina B2 1450 mg;

vitamina B6 1400 mg; vitamina C 19.5 g; vitamina D3 160.000 IU; vitamina E 14.800 IU; vitamina K3 475 mg;

zinco 1400 mg.

4 Calculado de acordo com a Tabela Brasileira de Aves e Suinos (Rostagno, 2017).

3 Energia digestivel, calculada de acordo com a andlise de ingredientes = [(proteina bruta x 5640 x 0.9) + (lipidios

x 9510 x 0.85) + (extrato livre de nitrogénio x 4110 x 0.50)] (Jobling, 1983).

30
14,0
30
9,28
14,0
21,0
3,0
2,0
5,0
0,50
1,22
100

94,33
39,58
9,53
12,20
8,74
2,61
2,50
2959

40
4,5
40
4,30
17,5
21,0
3,0
2,0
6,0
0,50
1,20
100

94,14
39,24
10,89
12,33
2,35
2,56
2,86
2920



Tabela II. Composi¢do dos aminoacidos da dieta

TMd (% dieta)
Aminoacidos essenciais!

0 10 20 30 40
Lisina 2,27 2,25 2,22 2,21 2,16
Metionina 1,79 1,78 1,76 1,75 1,72
Treonina 1,50 1,52 1,52 1,54 1,53
Valina 1,49 1,64 1,78 1,93 2,06
Isoleucina 1,35 1,41 1,46 1,52 1,55
Leucina 2,44 2,54 2,61 2,69 2,72
Fenilalanina 1,61 1,61 1,60 1,60 1,56
Histidina 0,75 0,83 0,91 0,99 1,05
Arginina 2,62 2,51 2,37 2,26 2,12

Aminoacidos nio-essenciais'

Acido aspartico 3,44 3.41 3,36 3,34 3,20
Acido glutamico 5,68 5,53 5,32 5,14 4,84
Hidroxiprolina 0,94 0,74 0,51 0,30 0,15
Serina 1,81 1,85 1,87 1,90 1,89
Cistina 0,53 0,52 0,50 0,49 0,47
Alanina 2,26 2,35 2,39 2,46 2,55
Glicina 3,40 3,14 2,79 2,49 2,30
Prolina 2,51 2,47 2,37 2,30 2,26
Tirosina 1,09 1,45 1,81 2,17 2,51

! Calculado com base na composigdo dos ingredientes da dieta.
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Tabela III. Valores eritrocitarios de jundias (Rhamdia quelen) alimentados com diferentes niveis de inclusao de TMd na dieta

TMd (%)

Parametros 0 10 20 30 40 EPM Valor P
Eritrocitos (10° uL ™) 2,73% 2,30% 1,972 1,89% 1,60° 0,38 0,002
Hemoglobina (g dL ™) 5,38% 5,67 4,75° 4,69° 3,50° 0,53 0,0001
Hematocrito (%) 24,07° 23,50° 22,062 22,35% 18,90 2,18 0,005
VCM (11) 90,78° 108,032 104,462 110,35%® 128,63% 18,09 0,002
HCM (pg) 20,30° 28,49° 26,28 23,09 23,128 4,68 0,004
CHCM (g dL”) 22,38° 25,35% 21,99° 21,49° 18,70¢ 1,49 0,0001

ab.¢] etras diferentes na tabela representam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). Abreviaturas: VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina
corpuscular média; CHCM = concentragdo média de hemoglobina corpuscular. EPM = erro padrdo das médias.



Tabela I'V. Parametros hepaticos e musculares de jundids (Rhamdia quelen) alimentados com diferentes niveis de inclusao de TMd na dieta

Parametros

Figado
Amonia (umol/g tecido)
Glicose (mg/g tecido)
Lactato (umol/g tecido)

Proteina (mg/g tecido)
Aminoacidos (umol/g de tecido)
Aspartato aminotransferase (U/mg tecido)
Alanina aminotransferase (U/mg tecido)
Musculo
Ambnia (umol/g tecido)

Glicose (mg/g tecido)

Lactato (umol/g tecido)

Proteina (mg/g tecido)
Aminodcidos (umol/g de tecido)
Aspartato aminotransferase (U/mg tecido)

Alanina aminotransferase (U/mg tecido)

a5 ¢ etras diferentes na tabela representam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). EPM = erro padrio da média.

32,44°
1,23¢
5,40°
56,67
34,084
35,41°
4,63

3,50°
0,44
7,66°
35,76°
19,53¢
7,67
1,93°

10

32,08°
1,24
4,57°
50,84°
38,66°
39,05°
427°

4,39°
0,36°
7,20°
32,52°
36,23°
6,61°
2,50°

TMd (%)

20

30,48
1,61
5,74

49,88°

33,28°

40,34
4,10

5,200
0,31°
9,212
33,66°
18,24¢
7,26%
2,33®

30

32,73%
1,34
4,54°

42,10°

36,32

40,68°

4,61

4,47°
0,25°
9,63
29,95¢
28,11°
6,85%
2,112

40

30,47°
1,56
5,53¢
38,109
54,74°
34,140
3,15°

3,42¢
0,19¢
0,90°
32,20°
35,112
7,59
2,40°

EPM

0,57
0,06
0,21
1,32
0,34
1,79
0,37

0,29
0,03
0,39
1,51
2,55
0,53
0,23

Valor P

0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001

0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,004
0,002
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Tabela V. Determinagdo da atividade das enzimas antioxidantes e dos indicadores de estresse oxidativo em jundids (Rhamdia quelen) alimentados

com diferentes niveis de inclusdo de TMd na dieta

Parametros TMd (%) EPM Valor P
0 10 20 30 40
Figado
Superoxido dismutase (U SOD/g proteina) 2,39¢ 2,75¢ 7,58° 2,38° 4,47° 0,42 0,0001
Catalase (mmol H>O2/min/g tecido) 5,572 5,172 4,81% 5,102 3,64° 0,49 0,0001
Tiois totais (umol SH/g tecido) 4,81° 4,69% 4,75% 4,65% 4,05° 0,52 0,04
TBARS (umol MDA/g tecido) 0,10° 0,09° 0,06° 0,07 0,09 0,01 0,0001
Misculo
Superoxido dismutase (U SOD/mg proteina) 2,252 1,60° 1,94° 0,644 0,50¢ 0,11 0,0001
Catalase (mmol H>O2/min/g tecido) 0,04° 0,03° 0,04° 0,03° 0,05° 0,01 0,003
Tibis totais (umol SH/g tecido) 1,06 1,04° 1,05° 1,12% 1,20% 0,08 0,0007
TBARS (umol MDA/g tecido) 0,012 0,01° 0,02? 0,01° 0,012 0,001 0,006

a5 ¢ etras diferentes na tabela representam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). Abreviaturas: TBARS = substéncias reativas ao acido tiobarbitirico. EPM =
erro padrao da média.
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5. CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que a farinha de larvas de 7. molitor parcialmente desengordurada (TMd)
pode ser empregada na nutri¢do do jundid na fase inicial de cultivo e que dietas praticas para a
espécie podem garantir desempenho superior, quando comparado a utilizagdo de ingredientes
vegetais. Além disso, a utilizagdo da TMd se mostrou benéfica para a promocao da satde dos
peixes, reduzindo a producdo de radicais livres e aumentando a atividade de enzimas
antioxidantes nos tecidos hepatico e muscular dos peixes. Frente a busca por fontes alternativas
de proteina na aquicultura, o presente estudo confirma a possibilidade de utiliza¢ao de farinha
de insetos, ampliando as opg¢des de ingredientes ecofriendly, permitindo melhores respostas na

promogao do bem estar e crescimento dos peixes.
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of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes
in the Reference list.

Artwork: Electronic artwork: General points: Make sure you use uniform lettering and sizing of your original
artwork. Embed the used fonts if the application provides that option. Aim to use the following fonts in your
illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that look similar. Number the illustrations
according to their sequence in the text. Use a logical naming convention for your artwork files. Provide captions
to illustrations separately. Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version. Submit
each illustration as a separate file. Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired
color vision

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats: 1f your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the application used other than Microsoft Office,
when your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats
(note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS
(or PDF): Vector drawings, embed all used fonts. TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones),
keep to a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not: Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have
a low number of pixels and limited set of colors; Supply files that are too low in resolution; Submit graphics that
are disproportionately large for the content.




99

Color artwork: Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color
figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color online (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed
version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after
receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions: Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure.
A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in
the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics: Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further under Electronic
artwork.

Tables: Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant
text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their
appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure
that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using
vertical rules and shading in table cells.

References: Citation in text: Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references
are included in the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include
a substitution of the publication date with either "Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a
reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links: Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef
and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please
be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example
of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B.,
Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be
in the same style as all other references in the paper.

Web references: As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed.
Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also
be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired,
or can be included in the reference list.

Data references: This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue: Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software: Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the
format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use reference management software,
please ensure that you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information on
how to remove field codes from different reference management software.

Reference formatting: There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be
in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/ book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the article number or
pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according
to the following examples:

Reference style: Text: All citations in the text should refer to:
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1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed either first alphabetically,
then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or, as demonstrated (Jones,
1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ...'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More
than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed
after the year of publication.

Examples: Reference to a journal publication: Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of
writing a scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number: Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018.
The art of writing a scientific article. Heliyon. 19, €00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book: Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book: Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version
of your article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Reference to a website: Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset: [dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Reference to software: Coon, E., Berndt, M., Jan, A., Svyatsky, D., Atchley, A., Kikinzon, E., Harp, D., Manzini,
G., Shelef, E., Lipnikov, K., Garimella, R., Xu, C., Moulton, D., Karra, S., Painter, S., Jafarov, E., & Molins, S.,
2020. Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version 0.88). Zenodo. https://doi.org/10.5281/
zenodo.3727209.

Journal Abbreviations Source: Define abbreviations that are not standard in this field at their first occurrence in
the article: in the abstract but also in the main text after it. Ensure consistency of abbreviations throughout the
article.

Video: Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to
include links to these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by
referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your
video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our recommended file formats with
a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published
online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate

image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more
detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions
of the article that refer to this content.

Data visualization: Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data visualization
options and how to include them with your article.

Supplementary material: Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published
with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article and supply a
concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material
during any stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a
previous version. Please switch off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

Research data: This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data refers to the
results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data
reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and
other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement about the
availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are
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encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References" section for more
information about data citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other
relevant research materials, visit the research data page.

Data linking: If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly
to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with relevant
repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding of the research
described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link your dataset to
your article by providing the relevant information in the submission system. For more information, visit the
database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published article on
ScienceDirect. In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).
Mendeley Data: This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your manuscript in
a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading your manuscript, you will
have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and
directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief: You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data
into a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that ensures that your data are
actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and made publicly available to all upon publication
(watch this video describing the benefits of publishing your data in Data in Brief). You are encouraged to submit
your data article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of your manuscript.
If your research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where
it will be editorially reviewed, published open access and linked to your research article on ScienceDirect. Please
note an open access fee is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief
website. Please use this template to write your Data in Brief data article.

Online proof correction: To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us
with their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in
addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-
based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections,
eliminating the potential introduction of errors. If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits
on the PDF version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF. We will do everything possible to get your article published
quickly and accurately. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent
back to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

Offprints: The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for sharing the
article via any communication channel, including email and social media. For an extra charge, paper offprints can
be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding
and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have
published their article gold open access do not receive a Share Link as their final published version of the article
is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.
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ANEXO C — Normas da revista Anais da Academia Brasileira de Ciéncias

Tipos de artigos
Revisdes: sao publicadas apenas por meio de convite, tendo ainda que passar pelo processo de revisao por pares.

Contudo, uma proposta de revisdo pode ser enviada por e-mail para a Assessoria de publicacdes
(aabc@abc.org.br). O e-mail deve conter os tdpicos e autores da revisdo proposta, bem como o abstract, area dos
AABC na qual o artigo se encaixa e a justificativa pela qual este topico seria de particular interesse a area.

Os AABC permitem que os autores depositem preprints de seus artigos em servidores de preprint tais como, mas
ndo limitados a, ArXiv.org e bioRxiv.org. Contudo, autores devem atualizar os registros informando que o artigo
foi aceito/publicado pelos AABC.

Cartas ao editor: cartas ao editor (Letters to the Editor) estardo sujeitas a edi¢do e revisdo, ndo podendo conter
material que tenha sido submetido ou publicado em outro periddico. Cartas que venham a se referir a um artigo
publicado nos AABC nao podem exceder 250 palavras (ndo contando com referéncias) e devem ser recebidas em
até 4 semanas apods a publicacdo online do artigo. Cartas ndo relacionadas a um artigo publicados pelos AABC
ndo podem exceder 500 palavras (ndo contando com referéncias). Uma carta ndo pode ter mais de dez referéncias,
além de uma figura ou tabela.

Artigos: sempre que possivel, artigos devem estar subdivididos nas seguintes partes: 1. Pagina de
rosto; 2. Resumo (em pagina separada, 200 palavras ou menos, sem abreviagdes); 3. Introdugdo; 4. Materiais e
Meétodos; 5. Resultados; 6. Discussdo; 7. Agradecimentos, se aplicavel; 8. Contribuigdes dos autores (se o artigo
tiver mais de um autor); 9. Referéncias; 10. Legendas de figuras e tabelas, se aplicavel. Artigos de algumas areas,
como por exemplo Ciéncias Matematicas, devem seguir seu formato padrio. Em alguns casos, pode ser
aconselhavel omitir a segdo (4) e juntar as partes (5) e (6). Quando aplicavel, a segdo Materiais e Métodos deve
indicar o Comité de Etica que avaliou os procedimentos para estudos em seres humanos ou as normas seguidas
para tratamentos experimentais em animais.

Short communications: procuram relatar uma importante e concisa contribuicio para pesquisa, a qual
progrediu para o estagio em que os resultados devem ser tornados publicos para outros pesquisadores do mesmo
campo. Uma short communication também deve possuir Abstract (100 palavras ou menos, neste caso), uma
pequena introdugdo (até 200 palavras) e ndo pode exceder 1500 palavras. Tabelas e Figuras podem ser incluidas
no texto, mas este deve ser proporcionalmente reduzido. Este tipo de publicacio nos AABC deve conter
contribuigdes extremamente relevantes, sendo um tipo de artigo com alta competigdo.

Apos recebimento e primeira triagem editorial, artigos serdo avaliados por pelo menos dois revisores, sendo eles
de institui¢des educacionais ¢/ou de pesquisa tanto nacionais quanto internacionais, desde que comprovada sua
produgdo cientifica. Apds possiveis corregdes e sugestdes, o artigo pode ser aceito ou recusado, considerando os
pareceres recebidos.

Noés utilizamos o programa integrado Crossref Similarity Check para detectar possiveis plagios.

Os AABC nao possuem taxas de submissdo, avaliacao e publicagdo de artigos.

Preparaciao de manuscritos: todas as se¢cdes do manuscrito devem possuir espagamento duplo. Apods o aceite,
nenhuma mudanga sera feita no artigo, de modo que as provas de prelo precisem apenas de correcdes em erros
tipograficos. Lembramos que o envio de artigos ¢ feito exclusivamente pelos autores através do nosso sistema de
gerenciamento de artigos.

Tamanho do artigo: os artigos podem ser de qualquer tamanho necessario para a apresentagao e discussdo concisa
dos dados, mas mantendo-se conciso ¢ cuidadosamente preparado tanto em termos de impacto quanto de
legibilidade. No entanto, artigos ndo devem exceder 50 paginas, incluindo todos os itens (figuras, tabelas,
referéncias, etc.), a menos que possua autorizagao prévia do Editor-Chefe.

Pagina de rosto: a pagina de rosto do artigo deve apresentar os seguintes itens: 1. Titulo do artigo com até 150
caracteres, sem abreviagdes ¢ com a tentativa de manter o interesse amplo da comunidade cientifica; 2. Nomes
completos de todos os autores. Utilize numeros sobrescritos para indicar a filiacdo de cada autor. 3. Enderegos
profissionais € ORCID de todos os autores, incluindo institui¢do, departamento, rua, nimero, CEP, cidade, estado
e pais; 4. Key words (de 4 a 6 em ordem alfabética e separadas por virgulas); 5. Running title (versdo resumida —
e ndo abreviada - do titulo com até 50 caracteres, incluindo espagos); 6. Secdo dos AABC a qual o artigo
pertence; 7. Nome, endereco, telefone e e-mail do autor para correspondéncia, a quem serdo enviadas as
mensagens mais relevantes do processo de avaliagdo. Este autor ou autora deve ser indicado com um asterisco
apos seu nome

Nao cumprir com qualquer dos requisitos acima fara com que o artigo seja devolvido (unsubmitted) para corre¢des.
Resumo: deve conter até 200 palavras e apresentar as principais descobertas do artigo, incluindo uma breve
introdu¢do, os objetivos do trabalho e uma conclusio baseada nas presentes descobertas. Caso os autores estejam
submetendo uma revisdo convidada/autorizada, o abstract deve abordar o principal tema da revisdo e explicitar a
contribuigdo de tal revisdo a area. O abstract ndo deve possuir titulos nem citagdes/referéncias.

Texto do manuscrito: todo o texto deve ser escrito com espagamento duplo utilizando a fonte Times New Roman
tamanho 12 ou equivalente, desde que mantida a legibilidade. Por favor, organize seu texto nas seguintes partes
sempre que possivel: 1. Pagina de rosto; 2. Abstract (em pagina separada, 200 palavras ou menos, sem
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abreviagdes); 3. Introducdo; 4. Materiais e  Métodos; 5. Resultados; 6. Discussdo; 7. Agradecimentos,  se
aplicavel; 8. Contribui¢do dos autores (se o artigo tiver mais de um autor); 9. Referéncias; 10. Legendas de figuras
e tabelas, se aplicavel.

Artigos de algumas areas, como por exemplo Ciéncias Matematicas, devem seguir seu formato padrdo. Em alguns
casos, pode ser aconselhdvel omitir a se¢do (4) e juntar as partes (5) e (6). Quando aplicavel, a se¢do Materiais e
Métodos deve indicar o Comité de Etica que avaliou os procedimentos para estudos em seres humanos ou as
normas seguidas para tratamentos experimentais em animais.

Todos os procedimentos devem ser detalhadamente descritos. Utilize inglés norte-americano para escrever o texto.
Nomenclaturas da area de Quimica devem ser fornecidos de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC). Cepas de organismos também devem estar identificadas. Informe nomes de fornecedores de
reagentes e/ou equipamentos. Utilize unidades e simbolos de acordo com o Bureau International des Poids et
Mesures (SI) sempre que possivel.

Agradecimentos: devem ser incluidos ao fim do texto, antes das referéncias. Agradecimentos pessoais devem
preceder nomes de instituigdes e agéncias. De forma ideal, notas de rodapé devem ser evitadas, mas, quando
necessario, devem estar numeradas. Agradecimentos a financiamentos, subsidios, bolsas de estudo e dividas com
outros colegas, bem como mengdes a origem do artigo (como uma tese, por exemplo), devem estar nesta secgao.
Favor incluir o nome completo da agéncia de fomento, pais e nimero do projeto (se aplicavel).

Abreviacdes: devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no texto, exceto por abreviagdes padrio e oficiais.
Unidades e seus simbolos devem estar em conformidade com as aprovadas pelo Bureau International des Poids et
Mesures (SI).

Legendas de figuras: esta informacdo deve ser fornecida ao fim do manuscrito, ap6s as referéncias. Todas as
figuras devem conter legenda. A legenda deve possuir uma sentenca introdutdria que descreve as principais
descobertas. Todas as divisdes na figura devem ser identificadas com letras mintisculas, quando aplicavel (1a, 2a,
2b, 3c, 3d, etc.). Quando for o caso da utilizagdo de barras de erro, favor informar se um nimero que vem apos o
simbolo = ¢ um Standard Error Of Mean (SEM) ou standard deviation of mean (SD). Deve ser informado na
legenda se o resultado apresentado representa N experimentos individuais.

Tabelas: cada tabela deve possuir um pequeno titulo acima da mesma. Notas abaixo das tabelas também podem
ser utilizadas. Tabelas devem ser citadas no artigo em algarismos romanos (Table I, Table II, Tables IV and V,
etc.). Tabelas devem ser submetidas separadamente em arquivos editaveis, preferencialmente .doc ou .docx.
Figuras: so serdo aceitas figuras de alta qualidade (minimo de 300 dpi). Todas as ilustragdes serdo consideradas
figuras, incluindo desenhos, graficos, mapas, fotografias, esquemas, etc. Seu posicionamento tentativo deve ser
indicado, assim como todas as figuras devem ser citadas com seu respectivo nimero ao longo do texto. Figuras
devem ser enviadas de acordo com as seguintes especificagdes: 1. Desenhos e ilustragdes devem estar em formato
.PS/.EPS ou .CDR (PostScript ou Corel Draw) e nunca inseridas no texto; 2. Imagens ou figuras em escala de
cinza devem estar em formato .TIF e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve ser enviada em arquivo
separado; 4. Figuras devem, a principio, ser submetidas no tamanho em que se espera que estejam publicadas no
periodico, ou seja, largura de 8cm (uma coluna) ou 16,2cm (duas colunas), com a altura maxima de cada figura e
respectiva legenda sendo menor ou igual a 22cm.

As legendas das figuras devem ser enviadas com espagamento duplo em pagina separada. Cada dimensdo linear
dos menores caracteres e simbolos ndo pode ser menor que 2mm apo6s redugdo. Figuras coloridas sdo aceitas tanto
como figuras em preto e branco. No entanto, 5 figuras em p/b sdo sem custo aos autores, enquanto cada figura
colorida na versdo impressa serd cobrada dos autores, com a comunicag¢do sendo feita durante a fase de producao
(ap6s o processo de avaliagdo). De modo a padronizar a contagem e cobranca de figuras preto e branco, tabelas
que ocupem dois tergos da pagina ou que tenham mais que 12 colunas ou 24 colunas serdo consideradas figuras
p/b. Manuscritos de Matematica, Fisica ou Quimica podem ser redigidos em TEX, AMS-TEX ou LaTeX, desde
que o arquivo.BIB seja enviado junto. Manuscritos sem féormulas podem ser enviados em .RTF ou doc/docx para
Windows.

Referéncias: os autores sdo responsaveis pela exatiddo das referéncias, bem como suas respectivas citagdes.
Artigos publicados ou ainda ‘In press’ podem ser incluidos. Comunicagdes pessoais (Smith, personal
communication) devem ser autorizadas por escritos pelos envolvidos. Referéncias a teses, abstracts de encontros
(nfo publicados em jornais indexados) e manuscritos em preparagdo ou apenas submetidos, mas ndo ainda aceitos,
devem ser citados no texto no formato (Smith et al., unpublished data) e NAO devem ser incluidos na lista de
referéncias.

Referéncias devem ser citadas no texto no formato a seguir sem a aspa simples, ‘Smith 2004°, ‘Smith & Wesson
2005’ ou, quando ha 3 ou mais autores, ‘Smith et al. 2006°. Quando houver dois ou mais artigos cujo nome do
primeiro autor e ano de publicacdo sdo idénticos, as referéncias devem ser diferenciadas por letras mintsculas,
como em ‘Smith 2004a', ‘Smith 2004b’, etc.

As referéncias devem ser listadas alfabeticamente de acordo com o nome do primeiro autor, sempre na ordem
SOBRENOME XY, sendo X ¢ Y as iniciais. Se ha mais de 10 autores na referéncia, usar SOBRENOME XY ET
AL., sem listar os demais autores. Referéncias devem conter também o titulo do artigo. Os nomes dos peridodicos
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devem estar abreviados sem itdlico, pontos ou virgulas. Para as abreviagdes corretas, verifique listas das maiores
bases de dados nas quais o periddico esta indexado, ou consulte a World List of Scientific Periodicals. A abreviagao
a ser usada em referéncias dos Anais da Academia Brasileira de Ciéncias ¢ An Acad Bras Cienc. Os seguintes
exemplos devem servir de guias para sua lista de referéncias em nossa revista:

Referéncias:

ALBE-FESSARD D, CONDES-LARA M, SANDERSON P & LEVANTE A. 1984a. Tentative explanation of the
special role played by the areas of paleospinothalamic projection in patients with deafferentation pain syndromes.
Adv Pain Res Ther 6: 167-182.

ALBE-FESSARD D, SANDERSON P, CONDES-LARA M, DELAND-SHEER E, GIUFFRIDA R & CESARO
P. 1984b. Utilisation de la depression envahissante de Ledo pour 1’étude de relations entre structures centrales. An
Acad Bras Cienc 56: 371-383.

KNOWLES RG & MONCADA S. 1994. Nitric oxide synthases in mammals. Biochem J 298: 249-258.

PINTO ID & SANGUINETTI YT. 1984. Mesozoic Ostracode Genus Theriosynoecum Branson, 1936 and validity
of related Genera. An Acad Bras Cienc 56: 207-215.

Livros e capitulos de livros

DAVIES M. 1947. An outline of the development of Science. Thinker's Library, n. 120. London: Watts, 214 p.
PREHN RT. 1964. Role of immunity in biology of cancer. In: NATIONAL CANCER CONFERENCE, 5.,
Philadelphia. Proceedings ..., Philadelphia: J. B. Lippincott, p. 97-104.

UYTENBOGAARDT W & BURKE EAIJ. 1971. Tables for microscopic identification of minerals, 2nd ed.,
Amsterdam: Elsevier, 430 p.

WOODY RW. 1974. Studies of theoretical circular dichroism of polipeptides: contributions of B-turns. In:
BLOUTS ER ET AL. (Eds), Peptides, polypeptides and proteins, New York: J Wiley & Sons, New York, USA,
p- 338-350.
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