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RESUMO

A farinha de insetos é uma fonte promissora, rica em proteina e lipideos, podendo ser
utilizada em substituicdo a proteina animal ou vegetal. No entanto, a falta de enzimas
quitinoliticas no trato gastro intestinal de alguns peixes, necessaria para a quebra de quitina,
ocasiona 0 seu ndo aproveitamento. Visto isso, a aplicagdo da programagédo nutricional se
mostra interessante, uma vez que a exposi¢do durante a fase de desenvolvimento do animal
leva a um estimulo de origem enddgena ou exogena, pode levar a mudangas fisiologicas a
longo prazo. Com base neste conceito, 0 projeto avaliou a capacidade de alevinos de tilapia
em utilizar dietas com alto teor de farinha de insetos sobre o perfil lipidico e o estresse
oxidativo do intestino apos consumir a farinha de tenebrio gigante (TG) durante a larvicultura.
Para a realizacdo do ensaio foi realizada a programacdo nutricional na fase larval com a
presenca ou ndo de TG. Apds 40 dias realizou-se uma biometria, onde os alevinos machos
foram redistribuidos em delineamento fatorial 2 x 3, com ou sem TG na larvicultura e trés
niveis de TG na dieta (0, 150, 300 g/Kg). Os animais foram alimentados por 60 dias. Ao final
foram sacrificados, sendo coletados filé e figado para as analises de &cidos graxos (AG);
plasma para analise de triglicerideos, proteina, n-acetilglucosamina (NAG), colesterol e
proteina total e por fim intestino médio para estresse oxidativo. Quanto ao AG no filé e no
figado, observou-se que a dieta com inclusdo de TG aumentou 0os SAFA e MUFA, ndo sendo
verdadeiro para o PUFA. No figado, assim como os PUFA, os HUFA diminuiram com a
inclusdo de TG. No figado foi possivel visualizar o efeito da programacao, sendo refletido nos
parametros C16:0, C20:4n6, C22:6n3, n3, HUFA, SAFA, relacdo n3/n6 uma diminuigéo e um
aumento sobre C20:3n3 e a relacdo n6/n3, contudo as observacdes se restringem a dieta 0. O
perfil de AG encontrado em ambos tecidos refletiu negativamente no indice de qualidade
nutricional, com a inclusdo de TG. No plasma somente NAG, proteina e triglicerideos foram
significativos a programacdo. O teor de NAG e proteina foram maiores nos peixes submetidos
a programacdo, enquanto os triglicerideos da dieta 0 e 150 g/Kg foram menores, ndo sendo
verdadeiro para dieta 300 g/Kg. OS pardmetros avaliados do estresse oxidativo ndo
demonstraram efeitos significativos. A histopatologia e a inclusdo lipidica no figado nao
foram significativas, exceto pela vacuolizacdo, que foi menor na dieta de inclusdo de 300
g/Kg de TG. Em concluséo, a programacéo nutricional e as dietas foram capazes de interferir
no perfil lipidico, vacuolizacdo do figado e nos parametros plasmaticos. Os resultados de
perfil lipidico encontrados ndo foram capazes de interferir na saide do animal uma vez que a
inclusdo de 300 g/Kg TG levou a diminuicdo da vacuolizacdo no figado. E evidenciamos a
importancia da programacgdo nutricional para a utilizagdo da quitina, demostrando a
possibilidade da inclusdo de farinha de insetos.

Palavra chave: Programacdo nutricional. Insetos. Quitina. Zophabas morios. N-acetil
glucosamina.



ABSTRACT

Insect meal is a promising source, rich in protein, lipids and other nutrients and can be used as
a substitute for animal or vegetable protein. However, the lack of chitinolytic enzymes in the
gastrointestinal tract of some fish, necessary for chitin breakdown, causes the non-utilization
of this raw material. Confronting this, the application of nutritional or metabolic programming
is interesting, since exposure during the animal’s development phase to a stimulus of
endogenous or exogenous origin can lead to long-term structural or functional changes.
Therefore, based on the nutritional programming concept in mammals, this project evaluated
the ability of tilapia fingerlings to use diets with a high content of insect meal on the lipid
profile and intestine oxidative stress after consuming giant mealworm (TG) during
larviculture. To carry out the test, initial preparation in the larval stage with the presence or
not of SW meal was necessary. After 40 days, biometry was performed, with male fingerlings
(3.1 £ 0.08 g average weight) reallocated in groups in a 2x3 factorial design with or without
TG and experimental diets (0, 150 and 300 g/kg TG) fed twice a day for 60 days. After those
60 days, they were euthanized and fillet and liver were collected for fatty acid analysis (FA);
plasma for triglycerides, protein, NAG, cholesterol and total protein analysis and finally, the
midgut for oxidative stress. Regarding FA in fillet and liver, it was observed that the diet with
the TG inclusion increased SAFA and MUFA, this not being true for PUFA. In the liver,
similar to PUFA, HUFA decreased with the TG inclusion. Only in the liver it was possible to
visualize the effect of nutritional programming, this being reflected in the parameters C16:0,
C20:4n6, C22:6n3, n3, HUFA, SAFA, n3/n6 ratio a decrease and an increase over C20:3n3
and n6/n3 ratio, however the observations are restricted to the 0 diet. The FA profile found in
both tissues reflected negatively on the nutritional quality index, with the TG inclusion. In
plasma, only NAG, protein and triglycerides were significant for programming. NAG and
protein content were higher in the fish submitted to programming, while the triglycerides of
the 0 and 150 g/Kg diets were lower, not being true for the 300 g/Kg diet. Catalase, superoxide
dismutase and TBARS were evaluated on oxidative stress, however they did not show
significant effects. The histopathology and lipid inclusion in the liver were not significant,
except for vacuolization, that was lower in the 300 g/Kg TG inclusion diet. In conclusion,
nutritional programming and diets were able to interfere with the lipid profile and liver
vacuolization and plasma parameters. The results for the lipid profile found that the diets were
not able to interfere with the animal’s health since the 300 g/Kg TG inclusion led to a decrease
in vacuolization in the liver. We also highlighted the nutritional programming influence for
the chitin use, demonstrating the possibility of including insect meal in fish feed.

Keywords: Nutritional programming. Insects. Chitin. Superworm. N-acetyl glucosamine.



Programacdo nutricional com farinha de tenébrio gigante ( Zophobas morio): na alimentacdo
de alevinos de tilapia do nilo
Elaborado por Téfanie VValéacio Fontes e orientado por Profa Dra. Priscila Vieira Rosa

Esta tese trata da busca de novas matérias primas sustentaveis para a formulacdo de
dietas. Nos ultimos anos muito tem se falado da farinha de inseto, no entanto, para sua
utilizacdo, ainda encontramos alguns entraves fisioldgicos nos peixes de producdo como a
falta do sistema quitinolitico. Portanto uma programacdo nutricional foi realizada na fase
larval do animal esperando uma melhor utilizacdo desses ingredientes nas demais fases. Os
animais que sofreram a programacéo nutricional apresentaram maior conteddo plasmatico de
proteina e de N-acetiglucosamina e a alimentacdo de tenébrio gigante em diferentes
percentagens influenciaram nos triglicerideos. As dietas com inclusdo de tenébrio gigante
apresentaram uma maior quantidade acidos graxos saturados e acidos graxos monoinsaturados
e menor poli-insaturados e altamente insaturados. Os acidos graxos presentes no filé e no
figado refletiram o perfil da dieta, com a predominéncia do saturados e monoinsaturadps e
diminuicédo dos poliinsaturados e altamente insaturados. O perfil de acidos graxos, levou a um
maior indice de aterogenicidade e trombogenicidade e menor relacdo Hipocolesterolémicos /
Hipercolesterolémicos. Além disso, observou-se uma diminuicdo da vacuoliza¢do no figado
com a inclusdo de tenébrio gigante.

DIETS
Liver — % Decreased vacuolization
Fillet
AT
> Nutritional quality index
0 gKgZM SAFA © MUFA PUFA
%9150 gKgZM  NUTRITIONAL STIMULUS
o 300 gKg ZM @ NaG
eonprineg, Protein

Triglycerides

RepresentacOes esquematicas: A) Efeitos do uso de farinha de tenébrio gigante em juvenis de tilapia

do Nilo que sofreram a programacéo nutricional na fase de larvicultura.
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1 INTRODUCAO
O questionamento do uso de insetos na alimentacdo animal ndo é

recente. O primeiro relato é encontrado em 1919 com Lindner, no entanto,
somente em 2014 comeca efetivamente seu estudo com BARROSO et al., e
RIDDICK et al. E em julho de 2017, é publicado o regulamento (UE) 2017/893
aprovando o uso de farinha de insetos (FI) como fontes de proteina na

aquicultura.

Sua utilizacdo como ingrediente proteico na formulacdo é promissor,
uma vez que 0s insetos apresentam inumeras vantagens. Do ponto de vista
nutricional, eles sdo ricos em proteinas, com um bom perfil de aminoacidos
essenciais (EAA), dependendo da taxonomia podem exceder a exigéncia
nutricional do peixe assim como os aminoacidos presentes na farinha de peixe
(FONTES et al., 2019), e possuem um bom teor vitaminas, minerais e lipideos
(GASCO etal., 2019).

Contudo tem sido questionada a capacidade de peixes de cativeiros em
utlizarem a FI, por apresentarem uma baixa eficiéncia das enzimas quitinoliticas,
necessarias para guebra da quitina presente nesse alimento (PICCOLLO 2017;
TRAN, HEUZE, MAKKAR 2015). Isso ocorre porque 0s ingredientes vegetais
utilizados nas formulagdes gera uma falta de substratos para a atividade das
enzimas quitinoliticas. No entanto, nem todo sistema de producdo de peixes de
cativeiros estdo isentos de alimento vivo assim como na fase da larvicultura,
estando presente nesse alimento a quitina necessaria para a ativagao das enzimas
quitinoliticas. Dada a importancia do sistema quitinoliticos, a programacao
nutricional pode levar a animais com maior capacidade de utilizacdo de FI. Ou
seja, 0s animais expostos a estimulos alimentares na fase critica de
desenvolvimento, como na larvicultura, pode levar ha uma mudanga s longo
prazo nos processos metabdlicos (HOU & FUIMAN 2020). Portanto o objetivo
do presente trabalho teve como investigar se a programacao nutricional em
larvas de tilapia alimentadas com dietas de tenébrio gigante levou a alteracdo do
perfil lipidico e estresse oxidativo intestinal de alevinos de tilapia do Nilo

alimentados com crescentes niveis de farinha de tenébrio gigante.

14
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos geral

Avaliar os efeitos da alimentacdo com farinha de tenébrio gigante da fase
larval para a fase produtiva sobre os aspectos do perfil lipidico e estresse oxidativo
intestinal em alevinos de tilapia do Nilo alimentados com crescentes niveis de farinha

de tenébrio gigante.

2.2 Objetivos especificos

. Avaliar o perfil lipidico do filé e do figado com a inclusdo de tenébrio
gigante.

. Avaliar a histologica e morfométria do figado de animais submetidos a
dieta com incluséo de tenébrio gigante.

. Avaliar o perfil plasmatico dos animais submetidos a dieta com incluséo
de tenébrio gigante.

o Avaliar o estresse oxidativo intestinal dos animais submetidos a dieta

com inclusdo de tenébrio gigante.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fontes proteicas para tilapia

O uso de farinha de peixe para formulagdo de dieta animal mostra-se
insustentavel, devido a reducgdo drastica do estoque pesqueiro, ocasionada por capturas
exacerbada de peixes marinhos, fatores climéaticos como o EI Nino em 2005 (TACON e
METIAN, 2008). No entanto, sua utilizacdo na tilapicultura se concentra na fase da
larvicultura, onde o aporte de proteina de qualidade, disponibilidade de aminoacidos e
acidos graxos se mostra necessario. O habito alimentar da tilapia favorece a substitui¢do
ao longo das fases, fazendo com que o impacto ndo seja tdo sentido ao longo da cadeia
de producdo, uma vez que as formulacdes apresentam uma grande percentagem de

proteina vegetal.

A utilizacdo de proteina de origem vegetal € bem consolidada na aquicultura,
principalmente do farelo de soja (PIAZZON et al., 2017). Na tilapicultura sua inclusao
em dietas gira em torno de 20% a 60% (NG E ROMANO, 2013) Porém, alguns fatores
devem ser analisados, como a presenca fatores antinutricionais (COLLINS, 2014),
levando a uma diminuicgéo da altura das vilosidades presente no intestino, o que diminui
a absorcédo de nutrientes, além de apresentarem um desbalanco aminoacidico (TACON,
1993), principalmente deficiéncia de metionina e lisina quando comparada a farinha de
peixe (FRANCIS et al., 2001) fazendo-se necessario a inclusdo destes aminoécidos na
forma sintética na dieta para prevencdo de deficiéncias no desempenho e na salde
(OLIVA - TELES, 2012).

Outro ponto de extrema importancia a ser mencionado s&o a oscilacdo de preco
tanto da farinha de peixe como a de soja nas Ultimas décadas, o que acarreta num
aumento do preco do produto final. Cerca de 40% a 50% de todos grdos produzidos é
destinado a cadeia produtiva animal (PROFETA 2008), e com 0 aumento do consumo
de proteina animal pela populacdo faz essa percentagem aumentar, ocasionando 0
aumento do produto. Os aumentos nos precos das fontes protéicas utilizadas na cadeia
aquicola estdo relacionados a diversos fatores: (i) aumento/diminuicdo do ingrediente
para o formulado; (ii) condi¢fes climaticas que afetam a captura de peixes usados na

producéo de farinha de peixe (iii) condigdes climéticas que afetam as culturas agricolas;
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e (iv) a maioria das commodities agricolas usadas na piscicultura geralmente séo

usadas na criacdo de outros animais, além do uso na nutrigdo humana.

Por estas razdes, sdo necessarias buscas de outras fontes de nutrientes proteicos
na cadeia produtivo animal. Tais fontes devem conter alto teor protéico, um perfil de
aminoacidos adequado, alta digestibilidade, boa palatabilidade (BARROWS et al.,
2008). Diante destes fatos, o estudo da substituicdo desses ingredientes por farinha de
insetos, se mostra oportuno (MAKKAR et al., 2014).

3.2 Farinha de inseto

Os insetos sdo seres vivos invertebrados que pertencem ao reino Animalia, ao
filo Arthropoda, ao subfilo Hexapoda e a classe Insecta. H& aproximadamente um
milhdo de espécies, embora tenha sido estimado que sua diversidade global é tdo alta
quanto 80 milhdes (ERWIN, 2004).

Os insetos apresentam facilidade de reproduzirem e crescerem, alta eficiéncia de
conversdo alimentar (dois quilos de residuos organicos podem produzir um quilo de
biomassa de inseto) (VAN HUIS et al., 2013; MAKKAR et al., 2014). Possuem habitos
alimentar onivoro e podem ser alimentados com subprodutos (resto de abatedouros,
visceras, resto de restaurantes, remanescentes de cereais, etc.) cuja eliminagdo tem um
custo econémico e ambiental (SANCHEZ, BARROSO E AGUGLIARO, 2014) e
ocupam menos espago no processo de criagdo (RUMPOLD & SCHLUTER, 2015).

3.2.1 Composicao

Segundo VAN HUIS (2013) e FINKE (2002) a maior parte das espécies tem
elevado teor de proteinas, boa fonte de aminoacidos essenciais (altamente disponiveis),
acidos graxos, minerais e vitaminas do complexo B, alem de trazerem beneficios para a
salde (GASCO; FINKE; VAN HUIS 2018).

Quanto aos teores de proteinas, observar-se uma ampla variagdo de 9,5% a
77,1% (SANCHEZ, BARROSO E AGUGLIARO, 2014). Tais valores se mostram
pertinentes para uma possivel substituicdo, uma vez que muitas espécies de insetos

excedem os valores de proteina bruta das fontes convencionais, que segundo
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BARROSO (2014) os valores de proteina bruta sdo aproximadamente 73% para a

farinha de peixe e 50% para a farinha de soja.

No entanto, nem todo nitrogénio quantificado se deve a proteina. O alto valor
proteico atribuido a este ingrediente se deve a quitina que estd em seu exoesqueleto,
composto de ligagdes B- (1-4) ligando residuos de N-acetilglucosamina (NAG). O
método de quantificacdo de proteina bruta que se da pelo método de Kjeldahl, quantifica
0 nitrogénio total da amostra, tanto nitrogénio proteico e ndo proteico da amostra
(TSHINYANGU & HENNEBERT, 1996; INCT 2012). Ao final a concentracdo de
nitrogénio total € convertida para proteina pelo fator de conversao 6,25 estabelecida por
JONES em 1931 para a proteina da carne. Estimar o conteudo proteico dos insetos por
esse método acaba superestimando este valor. Visto essa falha metodologica foi
proposto por Janssen et al. (2017) o fator de conversdo de nitrogénio em proteina de
4,76 para as espécies de insetos Tenébrio molitor, Alphitobius diaperinus e Hermetia
illucens. Portanto, ao utilizar o fator de conversdo 4,76 ou realizar a corregéo do valor
descontando a quantidade de quitina presente no alimento, a percentagem desse

nutriente na farinha de inseto tende a cair.

A composicdo aminoacidica é um fator de extrema importancia para qualificar
uma proteina (SANCHEZ, BARROSO E AGUGLIARO, 2014). Mesmo os valores de
proteina sendo corrigidos, 0s insetos sdo ricos em aminoacidos essenciais, podendo
algumas espécies apresentarem deficiéncia em metionina, cistina, histidina, lisina e
treonina (FINKE, 2002; BARROSO et al., 2014). Em seu trabalho HENRY et al. (2015)
mencionam que o perfil aminoacidico do inseto dependera muito de sua ordem
taxonbmica, em seu trabalho ele apresenta um aminograma (FIGURA 1),
correlacionando o requerimento de aminoacidos pelos peixes e a quantidade presente na
soja, na farinha de peixe e nos insetos. Fontes vegetais apresentam uma deficiéncia em
lisina, metionina e leucina (HALL, 1992), que sdo os aminoacidos limitantes mais

frequentes.
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Figura 1- Composicao de aminoacidos essencial disponivel (g/100g proteina) de insetos,
farinha de peixe e farelo de soja correlacionada ao requerimento.
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Quanto ao teor de lipideo e o perfil de acidos graxos, depende da ordem
taxonomica, dieta fornecida e fase de criacdo do inseto (BARROSO et al., 2014).
Insetos acumulam gordura, durante seus estagios imaturos (MANZANO-AGUGLIARO
et al., 2012), apresentando uma maior percentagem de lipideos nesta fase. A
percentagem de lipideos presente nos insetos varia de 8,5% (gafanhotos adultos) a 36%
(larvas de tenébrio) (TRAN, HEUZE, MAKKAR 2015).

Os niveis de lipideos dos insetos sdo superiores ao da farinha de peixe (8,2%) e
farelo de soja (3,0%), o que pode atrapalhar sua inclusdo em uma dieta. Quanto ao seu
perfil de é&cidos graxos, segundo RAMOS-ELORDUY (2008), os insetos contém
maiores quantidades de lipideos poliinsaturadas (PUFAS) n-6 (30%) que a farinha de
peixe (2,5%), mas menor que a farinha de soja (55,4%), niveis baixos de lipideos
poliinsaturados n-3 e contém o dobro de monoinsaturados em relacéo a farinha de peixe
e de soja. Eles apresentam quantidades significativas de acido linoleico (BUKKENS,
1997) e auséncia de acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA)
em espécies de insetos terrestres (EKPO & ONIGBINDE, 2007; FINKE, 2002, 2007;
KATAYAMA et al., 2008), ja os insetos de agua doce tém uma alta propor¢do de EPA

porque ingerem algas, que geralmente contém linolénico.
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Insetos produzidos comercialmente parecem ter maior teor de gordura do que 0s
coletados na natureza (FINKE, 2002,2013; LEASE e WOLF, 2011; OONINCX e
DIERENFELD, 2012). O que é justificado pela diminui¢do de gastos de energia em
cativeiro e a facilidade do consumo de dietas altamente energéticas. Dentro da
somatoria do PUFA o acido graxo acido linoleico (18:2 n-6) e acido linolénico (18:3n-
3) se fazem mais presentes em insetos capturados da natureza (FAST, 1970;
THOMPSON, 1973), enquanto nos comerciais apresentam altos niveis &cido linoleico e
baixos de linolénico. Devido a utilizacdo de dietas ricas em gréos, que possuem baixos
niveis desse acido graxos (DREASSI et al., 2017; FINKE, 2002, 2013; JONES et
al.,1972; OONINCX et al., 2015, 2019).

Muitos trabalhos mencionam a possibilidade da inclusdo de residuos de peixes
nas dietas de insetos para modular o perfil de &cidos graxos. ST-HILAIRE et al., (2007)
utilizaram uma mistura de 50:50 de esterco de vaca e residuos de peixe na alimentagdo
de larvas de black soldier fly. Ao final observaram um aumento no nivel de &cidos
graxos n-3 de 0,2% para 2% e de 20 para 31% de lipideos. SEALEY et al., (2011)
alimentaram dois grupos de pupa de black soldier fly com esterco de vaca, sendo que no
ultimo més um grupo foi suplementado com 25 e 50% de residuos de peixe. O grupo
suplementado apresentou maior quantidade de EPA e DHA, demostrando que os insetos
podem incorporar EPA e DHA provindos da dieta. Resultados semelhantes foram
encontrados por ST-HILAIRE et al. (2007) onde a alimentacdo de pupa de black soldier
fly com 22% de residuo de peixes por 24 horas resultou em efeito substancial na
quantidade de EPA e DHA. DRAGOJLOVIC et al (2022) suplementou zophobas morio
(TG) e tenébrio molitor (TM) com linhaca. Resultando numa menor concentracdo de
SAFA e MUFA e maior de PUFA para TM e para TG menor de SAFA e maior de
MUFA e PUFA. A percentagem de &cido graxo linoleico foi menor enquanto de

linolénico foi maior, ocasionando uma diminuicdo na relagdo n6/n3.

Ja o conteudo de cinzas dos insetos € geralmente baixo, exceto para as larvas de
black soldier fly para as quais valores maiores que 15% foram relatados. De forma
geral, os niveis de céalcio e potassio da farinha de inseto séo inferiores quando
comparado aos da farinha de peixe (DEFOLIART, 1992; FINKE, 2002; BANJO et al.,
2006, SCHABEL, 2010 e RUMPOLD & SCHLUTER, 2013). RAMOS - ELORDUY et
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al., (2002) suplementando larvas de insetos com diferentes residuos organicos

observaram diferengas na composicdo de vitaminas e minerais das larvas.

3.2.2 Degradacao da quitina

A degradacéo da quitina é catalisada por um sistema de enzimas quitinoliticas
presente no organismo, divididas em N-acetilglucosaminidases (exoquitinase) e
quitinases (endoquitinase) (FIGURA 2). As endoquitinases (EC 3.2.1.14) catalisam a
quebra de ligag¢des -1,4 de NAG liberando produtos quitobiose, oligdmeros de NAG e
uma pequena quantidade NAG. Outra enzima que degrada a quitina é a lisozima (EC
3.2.1.17), no entanto ela tem baixo poder de hidrdlise para quebrar internamente a
quitina. As exoquitinases (EC 3.2.1.52) catalisam os dimeros e trimeros de NAG a partir
da porcdo ndo-redutora da quitina (KROGDAHL et al., 2005). Dois subgrupos
enzimaticos estdo presentes nesse grupo: quitobiosidase (EC 3.2.1.29) e 1,4 B-N-
acetilglucosaminidase/quitobiase (EC 3.2.1.30). A quitobiosidase hidrolisa a quitina em
dimeros de NAG (quitobiose) (TRONSMO & HARMAN, 1993; COHEN-KUPIEC &
CHET, 1998; BENEDITO FILHO et al, 2002). E a 14 B-N-
acetilglucosaminidase/quitobiase hidrolisam os produtos originados pela endoquitinase
e quitobiosidase em mondmeros de NAG (HORSCH et al., 1997).

Figura 2 - Acdo das enzimas quitinoliticas na cadeia de quitina
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O NAG gerado pela quebra da quitina é um substrato oxidavel, que gera fonte de
carbono e nitrogénio. Entretanto, para peixes na literatura ha uma controvérsia quanto a
capacidade de quebra da quitina. RUST (2002) E PICCOLLO (2017) mencionam que a
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quitina ndo é digerivel por animais monogastricos, devido a uma reduzida atividade
enzimatica. Contudo, TRAN, HEUZE, MAKKAR (2015) menciona que a atividade de
quitinase tem sido observada em Vvérias espécies de peixes marinhos. Estando presente
em varios oOrgaos e tecidos, como no trato digestivo, participando do metabolismo de
carboidratos, independentemente dos habitos alimentares (JEUNIAUX 1993 e
KROGDAHL et al., 2005).

ROTTA (2003) menciona que peixes que se alimentam de insetos ou crustaceos
contém uma grande concentracdo de quitinases em seu suco pancreatico, o que € de se
esperar quando o0 peixe esta em seu habitat natural (HOWE et al., 2014; WHITLEY &
BOLLENS, 2014).

Em mamiferos, LEE et al., (2011) e KOCH et al., (2015) observaram a presenca
de duas quitinases, a quitotriosidase (Chitl) e a quitinase acida ("Chia"; nome
alternativo: quitinase acida de mamiferos, AMCase). A Chia pode funcionar como uma
glicosidase resistente a protease em condi¢bes de estbmago e intestino, degradando
substratos de quitina em dimero de NAG, uma fonte de carbono, nitrogénio e energia
(OHNO et al., 2016; TABATA et al.,, 2017a). TABATA et al., (2018) em estudos,
observaram que bovinos e cdes apresentam baixos niveis de expressdo do mRNA de

Chia, enquanto suinos e aves expressam guantidades excessivas.

Nos suinos a expressdo mais elevada de “CHIA/AMCase” se faz presente no
estobmago (TABATA et al., 2017b). DRIEMEYER (2016) em leitdes Large White e
Landrace criados de 10 a 28 dias de idade, alimentados com uma dieta suplementada de
Hermetia illucens, observou que a substituicdo ndo afetou no crescimento dos animais.
Em aves apesar da alta expresséo de mRNA de Chia (TABATA et al., 2018), a
atividade de quitinase encontrada no proventriculo (SUZUKI et al., 2002), limitou a
digestibilidade da quitina (HOSSAIN & BLAIR, 2007), principalmente em aves jovens
(NDAIYA & EKO, 2009). Tal fato se deve ao tipo de criagéo, os insetos fazem parte da
dieta natural das aves, mas uma vez que houve modificacdo na criacdo colocando-as em
galpéo cimentando (aves de corte) ou mesmo em gaiolas de postura elas acabam por néo

capturar insetos perdendo ou tendo baixa capacidade de aproveitamento da quitina.

FONTES et al., (2019) avaliaram o coeficiente de digestibilidade aparente

(CDA); duas espécies de baratas (Nauphoeta cinerea e Gromphadorhina portentosa),
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uma espécie de grilo (Gryllus assimilis) e duas espécies de tenebrio (Zophobas morio e
Tenébrio molitor) para alevinos de til&pia do nilo. Os CDA’s para quitina foram 59,8;
69,6; 76,2; 73,6 e 81.3% respectivamente. KOPRUCU & OZDEMIR (2005) analisaram
a digestibilidade de quitina das farinhas de crustaceos Gammarus kischineffensis e
Astacus leptodactylus em tilapia do nilo. Os CDA encontrados para esses alimentos
foram 71,5% e 69, 3% respectivamente. OLSEN et al., (2006) em salmé&o (Salmo salar),
substituiu de 0 a 100% da farinha de peixe por farinha de krill na dieta, resultando em 0;
13; 19,7; 38,4 e 40% de digestibilidade de quitina.

Os resultados de digestibilidade da quitina nos mostram uma visdo quanto ao
metabolismo e absor¢do da quitina. O CDA de quitina encontrado na tilapia do nilo
pelos autores FONTES et al., (2019) e KOPRUCU & OZDEMIR (2005), pressupdem a
existéncia das enzimas quitinoliticas o que € confirmado por MOLINARI et al., (2007).
No entanto, espécies de peixes com CDA de quitina reduzidos, a quitina acaba por se
tornar um dissipador de energia. Além disso, a quitina ndo digerida pode afetar na
utilizacdo de nutrientes, uma vez que ela é um polissacarideo ndo amilaceo insoltuvel em
agua (KROGDAMHL et al. 2005). Sabe-se que a absorcdo de nutrientes depende da taxa
em que 0s nutrientes estdo em contato com o epitélio. A quitina influéncia na motilidade
do trato gastrointestinal, afetando a absorcdo de nutrientes, ou seja, ela diminui o tempo
de retencdo do alimento (ZHANG et al., 2014), consequentemente hd um aumento na
taxa de passagem, resultando em um decréscimo nos CDA dos nutrientes,
principalmente de lipideos, proteina e matéria seca (SHIAU & YU 1999; OLSEN et al.,
2006; KROECKEL et al.,, 2012; BELGHIT et al., 2018; PICCOLO et al., 2017;
BELFORTI et al., 2015; FONTES et al., 2019)

A organizacdo da quitina na matriz também influencia no CDA, causando
reducdo do acesso de quitinases ou proteinases aos seus substratos, impedindo a quebra
de proteinas (KRAMER et al., 1995) a absorcdo de proteinas e lipideos pelo intestino
(TANAKA et al., 1997; ZHANG et al., 2014), o que leva a redugédo do aproveitamento
dos nutrientes. FINKE et al., (2007), mencionam uma variacdo na digestibilidade de
proteinas / AAs de insetos, pois esta depende de quanto dos AAs esta ligado a quitina,

presente principalmente nas cuticulas de insetos adultos (BECKER & YU, 2013).

BELLUCO et al., (2013), mencionam que a remoc¢do da quitina melhora a
qualidade da farinha de inseto. Ao realizar a remocdo da quitina da farinha de inseto,
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FINKE et al., (1989) observaram um aumento na digestibilidade dos nutrientes para
ratos, sendo que a alimentacdo com farinha de grilo (Acheta domesticus) tiveram
valores de digestibilidade iguais ou superiores a proteina de soja.

No entanto apesar de trabalhos anteriores mencionarem uma possivel reducdo de
digestibilidade dos nutrientes devido a quitina, alguns trabalhos atuais vém mostrando
adequados coeficientes. RENNA et al., (2017), MAGALHAES et al., (2017) e LOCK et
al., (2016) analisaram o uso de Hermetia illucens em truta arco-iris, robalo europeu e
salmao do atlantico respectivamente. RENNA et al., (2017) relataram CDA de matéria
seca de 79% e proteina bruta 91% com 25% de inclusdo. Enquanto, MAGALHAES et
al.,, (2017) e LOCK (2016) os CDA’s estudados ndo foram afetados pela inclus&o.
Utilizando Gryllus bimaculatus em bagre africano, TAUFEK et al., (2016), os CDA’s
foram maiores que do grupo controle, assim como os achados por GASCO et al., (2016)
com 25% de inclusdo de Tenébrio molitor. FONTES et al., (2019) apresentaram altos
coeficientes de digestibilidade de matéria seca, proteina, lipideos, energia na

alimentacéo de tilapia com Tenébrio molitor e Zophas morios.

Apesar dos trabalhos citados ndo terem avaliado o comprimento relativo do
intestino, OM et al., (2003), cita um aumento no comprimento relativo do intestino em
animais que consome quitina. O comprimento relativo do intestino é um indicador do
uso diversificado de alimentos e nutrientes, melhorando o desempenho. Segundo ZAKI
et al., (2015) em robalo dietas com quitina resultaram em aumento no comprimento das
vilosidades e microvilosidades. Os dois achados implicam em melhor digestibilidade

dos nutrientes.

Da mesma forma que a degradacdo da quitina é controvérsia, sua utilizacdo em
peixes principalmente em tilapia do nilo ainda ndo é bem elucidada, muito pouco se
sabe sobre sua rota metabdlica. Apds sua degradacdo pelas enzimas quitinoliticas
(FIGURA 3), os monémeros de NAG sdo captados pelos enterdcitos por difusao
facilitada. A glicose presente no mondémero da molécula de NAG ¢ direcionada a
intermediarios glicoliticos, ap6s a fosforilacdo do NAG-6-fosfato, seguido pela
desacetilacdo em glicosamina 6-fosfato e finalmente desaminagdo / isomerizacdo em
frutose 6-fosfato e amdnia (KROGDAHL et al., 2005; GOES-NETO et al.,2010).
Portanto, a quitina digestivel foi convertida em glicose, sendo usada em forma de

energia (BAYISSA et al., 2021), afetando positivamente no desempenho dos animais
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(YILDIRIM-AKSOY et al., 2020; FAWOLE et al., 2020; MUIN et al., 2022,

USHAKOVA et al., 2018; MELENCHON et al., 2022).

Figura 3 - Quebra da quitina a glicose.
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3.2.3 Farinha de insetos na satde animal

A farinha de insetos contém compostos bioativos (por exemplo, quitina, acidos

graxos e peptideos antimicrobiano, que tém sido investigados quanto ao seu potencial

na salde animal (VELDKAMP et al., 2022).

A proteina da farinha de inseto tem atividades antimicrobianas, mais de 150

proteinas de insetos com atividade antimicrobiana foram estudadas (GASCO; FINKE;

VAN HUIS 2018), com isso as proteinas de insetos podem ser uma fonte promissora de



26

peptideos antimicrobianos visando a substituicdo alternativa aos antibidticos. Suino em
desmame alimentados de larva de Tenébrio molitor, Zophoba morios e Musca
domestica tiveram uma reducdo na diarreia, 0S autores sugerem que os resultados se

devem ao efeito peptidico antimicrobiano das refei¢Bes de insetos (JI et al., 2016).

Alguns &cidos graxos presentes na farinha de inseto trazem beneficios a salde
do animal. Segundo LIEBERMAN et al., (2006) o acido laurico tem profunda atividade
antiviral e antibacteriana. Os 4&cidos graxos de cadeia média tém efeitos
antimicrobianos, enquanto o &cido laurico € particularmente ativo contra bactérias
gram-positivas (DIERICK et al., 2002; SKRIVANOVA et al., 2005). SPRANGHERS et
al., (2018) demonstrou em in vitro que a gordura da pré-pupa da black soldier fly (0,58
g C12: 0/100 ml) suprimia o crescimento de lactobacilos, com os efeitos antibacterianos

mais substanciais contra infec¢des por estreptococcos D em suinos.

Quanto a quitina, os autores LEE et al., 2008; ESTEBAN et al., (2001); SAKAI
et al., (1992) e KONO et al., (1987) relatam que sua incorporacdo em dietas de peixes,
aumentaram a atividade do sistema imune inato. A suplementacdo de 1% de quitina ou
quitosana nas dietas de garoupa aumenta a resposta imune e oferece resisténcia a
infeccdes do parasita protozoario Philasterides dicentrarchi (HARIKRISHNAN et al.,
2012; ZHANG et al., 2012). Melhora a resposta imune no pompano (LIN et al., 2012),
bem como em dourada alimentada com Musca domestica (IDO et al., 2015). Em
alevinos de robalo europeus alimentados com Tenébrio molitor aumentaram a atividade
lisozima (HENRY et al., 2018), bem como em carpa preta apos a ingestdo de Musca
domestica (YIXIANG et al., 2013). A lisozima é um elemento de defesa, que causa a
hidrolise de NAG, constituintes da camada peptideoglicana da parede celular bacteriana
(EL-ASHRAM; AFIFI; SAKR 2017). Portanto, a suplementagdo com quitina ou
alimentos que em sua composi¢do tenham a quitina (Exemplo: farinha de insetos) na
dieta, aumenta a atividade de lisozima, devido ao aumento de substrato. Devido a essa
propriedade, os produtos com quitina podem ser considerados imunoestimulantes
inespecificos. Os animais apresentaram também uma resisténcia a infeccdo por
Edwardsiella tarda (IDO et al., 2015), reducdo da mortalidade por Aeromonas
hydrophila (YIXIANG et al., 2013). CHENG et al.,, (2014), utilizando NAG,

observaram uma diminui¢cdo na mortalidade em tilapias infectadas por Streptococcus



27

iniae. Ou seja, 0 mondmero obtido a partir da hidrélise da quitina é capaz de modular a

imunidade inata.

O trato gastrointestinal também influéncia a satde do animal. Sabemos que a
dieta consegue modular a microbiota intestinal nos peixes e manter as comunidades
microbianas intestinais ideais, sendo de grande importancia para a pratica da
aquicultura, pois pode afetar a vulnerabilidade dos peixes as doencas (GHANBARI et
al.,, 2015). A quitina que ndo foi degradada e absorvida, no intestino pode ser
fermentada pela microbiota, atuando como um prebioético, tendo grande importancia no
trato gastrointestinal que tem sido proposto como um dos principais locais de infecgdo
em peixes (BIRKBECK & RING@, 2005). Este processo pode induzir a producdo de
acidos organicos, reduzindo o pH intestinal e minimizando a prevaléncia de patdgenos
intestinais (QIN et al., 2014). A quitina é capaz de reduzir o crescimento de patdgenos,
melhorando o crescimento da microbiota intestinal benéfica, com efeitos positivos no
desempenho e na satde (KARLSEN et al., 2017). Como demonstrado em truta arco-iris
alimentadas com H. illucens um aumento da incidéncia de bactérias benéficas do género
Carnobacterium (BRUNI et al., 2018), bem como abundancia de bactérias do acido
latico, que € um indicador potencial de melhoria da sadde intestinal, quando alimentadas
com larvas de H. illucens ou prepupae (HUYBEN et al. 2019). Os autores ainda
mencionam um aumento de bactérias Firmicutes e Actinobacteria com uma redugdo em
Proteobacteria. QIN et al., (2014) trabalhando com tilapias hibridas observaram que a
suplementacdo com quito-oligossacarideos (quitina hidrolisada) altera o ecossistema
microbiano, melhorando o estado de salde da tilapia, uma vez que houve uma

diminuicdo na mortalidade por Aeromonas hydrophila.

Nos parametros sanguineos, a quitina possui propriedades hipolipidémicas e
hipocolesterolémicas (KOIDE, 1998), ela contém altos niveis de quitosana
(MAGALHAES et al., 2017), que tem capacidade de se ligar aos &cidos biliares e
acidos graxos livres (GASCO et al., 2018). Ocorrendo assim, uma possivel reducéo nos
niveis plasméticos de colesterol e triglicerideos em peixes (MAGALHAES et al., 2017;
LI et al., 2017), através da interrupcdo da circulacdo entero-hepatica da bile,
dificultando a digestéo e absor¢do normais da lipidios pelo trato intestinal e dificultando
a biossintese de AG nos hepatécitos (KHOUSHAB E YAMABHAI 2010). Estudos

encontraram uma reducdo no colesterol plasmatico em peixes alimentados com farinha



28

de insetos (MAGALHAES et al., 2017; SANKIAN, et al. 2018; MASTORAKI et al.,
2020; BASTO et al., 2020), bem como em triglicerideos ( FAWOLE et al., 2020;
MIKOLAIJCZAK et al.,, 2020; BASTO et al., 2020). Os autores FEMI et al., 2020;
MASTORAKI et al., 2020; BELGHIT et al., 2019 observaram também uma diminuicao
na glicose plasmatica. Contudo, o nivel de glicose estd associado a resposta ao estresse
(ROQUE et al., 2010). USHAKOVA et al., (2018) e MASTORAKI et al., (2020)
relatam valores de glicose aumentada. Ainda no trabalho de MASTORAKI et al.,
(2020), observa-se que o maior nivel de glicose reduziu o desempenho dos animais, 0

que denota que 0s animais estavam possivelmente sobre estresse.

Apesar dos grandes beneficios demostrados pelo uso da farinha de inseto seu
preco ainda ndo € atraente para 0s produtores da cadeia animal. Os precos variam de
acordo com a espécie e o alto valor agregado se deve a elevada necessidade de trabalho
manual. Os produtores de insetos estdo atualmente otimizando e aumentando a
producdo, o que afetard os precos (GASCO; FINKE; VAN HUIS 2018). E seu uso para
0 desenvolvimento zootécnico ainda é controverso, uma vez que nem todos 0S peixes
apresentam a capacidade quitinolitica e 0s que apresentam muitas vezes a presenca
dessas enzimas € baixa devido a falta de substrato. Contudo, devido a grande variedade
de insetos existente, a espécie Zophas morios pertencente a ordem Coleoptera, merece

um destaque na alimentacao.

3.2.4 Tenébrio Gigante

O Tenébrio gigante (TG) ou Zophas morios (ZM) é amplamente utilizado na
alimentacdo de animais de cativeiro, principalmente espécies insetivoras, devido ao facil
cultivo e o valor nutricional de suas larvas (SCHULTE, 1996), ele é considerado praga

de farinaceos.

JABIR, RAZAK E VIKINESWARY (2012a) determinaram a composi¢éo
bromatologica dessa ordem, achando 92,49% de matéria seca 47,43% de proteina bruta,
40,01% de extrato etéreo e 3,54% de cinzas. BARROSO et al., (2013) encontraram
53,5% de proteina bruta, 38% extrato etéreo e 2,5% de cinzas e FINKE (2002) 46,8%;
42%; 2,4% respectivamente. Essa diferenca pode ocorrer devido ao tipo de alimentagéo

fornecido e ao estagio de desenvolvimento do animal.
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No ensaio de digestibilidade de FONTES et al. (2019) é possivel visualizar que a
TG tem coeficiente de digestibilidade tdo bom quantos ao da farinha de peixe e de soja,
para uma passivel substituicdo. JABIR, RAZAK E VIKINESWARY (2012b)
alimentaram juvenis de tildpia com cinco dietas, sendo um controle e as demais dietas
contendo niveis crescentes 7,5%; 15%; 22,5% e 30% de incluséo de farinha de TG. A
substituicdo foi realizada dentro da farinha de peixe que correspondia a 30% do
formulado. As percentagens de substituicdo 7,5% e 15% de farinha de TG levaram a um
maior ganho peso, taxas de crescimento especifico, melhor conversdo alimentar, bem
como indice de eficiéncia proteica. DOGANKAYA et al. 2016, em substitui¢do a 0%,
25%, 50% e 100% da FP por TG em truta arco iris, encontraram maior desempenho
com 25% TG, no entanto a taxa de sobrevivéncia foi variavel. Enquanto
MIKOLAJCZAK et al., (2020) ndo encontraram nenhum dano no desempenho de

alevinos de truta marinha alimentados com TG.

3.3 Programacao nutricional

A programacdo nutricional, através da alimentacdo prévia nos estagios larvais ou
juvenis de peixes, promove respostas fisiologicas modificadas podendo perdurar a longo
prazo (PATULA et al., 2021). Em peixes oviparos, o periodo larval tem uma alta
plasticidade de desenvolvimento (PANSERAT et al. 2018), como a maturacdo e
desenvolvimento do sistema digestivo (BALON, 1999), estando sujeito a nutricdo
exogena apds o consumo total do vitelo. Portanto, estimulos exdgenos, se mostram

interessantes em peixes.

KUMKHONGet al., (2020) observaram que estimulos hiperglicidicos precoces
estdo ligados a uma melhor capacidade de usar glicose induzir a lipogénese e suprimir o
catabolismo de amino&cidos, levando & melhora desempenho de crescimento em tilapia
do Nilo. Em juvenil de truta arco-iris e zebrafish oriundos de larvas alimentadas com
uma dieta hiper glicidica, aumentou a expressdo de a-amilase pancreatica e maltase
intestinal quando desafiada com uma dieta rica em carboidratos (GEURDEN et al.
2007). Zebrafish exposto a alto estimulo de glicose na primeira alimentagcdo exibiu
expressdo e atividade aumentadas de a-amilase quando desafiado (FANG et al.2014).

PANSERAT et al. (2017), ALAMI-DURANTE et al., (2014), GEURDEN et al.,

(2013) observaram efeitos prolongados com a programacao nutricional em truta arco-
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iris. Em juvenis de truta arco iris, desafiadas com dieta 100% de origem vegetal 0s
autores observaram maior ingestdo de racdo e taxa de crescimento apds o estimulo no
periodo larval (GEURDEN et al., 2013). ALAMI-DURANTE et al. (2014) observaram
em truta-arco-iris efeitos a longo prazo no crescimento muscular, quando ofertado na
primeira alimentacdo proporcdo maior de lipidios:proteina. PANSERAT et al. (2017)
em truta-arco-iris alimentadas com a primeira dieta suplementada com vitaminas
influenciou de forma duradoura o crescimento muscular e o metabolismo lipidico.
PERERA & YUFERA (2016) em zebrafish com a primeira alimentacio farelo de soja
protegeu de danos inflamatérios o intestino na fase de juvenil ao ingerir o farelo

novamente.

No crescimento larvas de bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) e bodido (Labrus
bergylta) alimentadas com zooplancton apresentaram um maior crescimento, sendo
refletido de maneira positiva na fase de juvenil mesmo com alimentacdo controle por
um longo periodo (IMSLAND et al. 2006; KOEDIJK et al. 2010; GIE et al. 2015). VO
et al. (2016) larvas de bacalhau que receberam na primeira alimentacdo nauplios de
copépodes, observaram efeito a longo prazo no potencial de crescimento e no
desempenho dos peixes, devido ao maior crescimento hipertréfico das fibras musculares
vermelhas. Ainda em larvas de bacalhau alimentadas inicialmente com copépodes,
CHAUTON et al. (2015) relatam maior crescimento a longo prazo comparada as larvas
alimentadas com rotiferos, aléem de apresentarem niveis mais elevados de creatina,

taurina e colina.

Sobre o metabolismo lipidico VAGNER et al. (2007) em robalo europeu,
forneceram no periodo larval uma dieta rica e pobre de &cidos graxos altamente
insaturados (HUFA) durante 3 meses. Observaram que 0s juvenis que receberam na
fase larval a dieta pobre em HUFA, quando desafiados com uma dieta pobre em HUFA
(0,5%) por cerca de 2 meses, apresentaram maior teor de DHA em lipidios polares.
Sugerindo assim, peixes submetidos a baixos niveis de HUFA em estagios iniciais

podem contrabalancar a baixa ingestéo dietética de HUFA mais tarde na vida.

Em recente estudo FANG et al. (2021) analisaram se o estimulo de uma dieta rica
em carboidratos no estagio inicial de larva da carpa capim (Ctenopharyngodon idellus)
poderia afetar o metabolismo da glicose em fases subsequentes da vida. Observaram
efeito da programacdo em longo prazo nos niveis de MRNA dos genes relacionados ao

metabolismo da glicose. Os niveis de mRNA dos genes de glucoquinase e &cido graxo
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sintetase aumentaram significativamente na fase juvenil quando estimulados na fase
inicial. Além de afetar o desempenho, a homeostase da glicose, e morfologia do trato

intestinal.

4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi conduzido na Estacdo de Piscicultura da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) e no Laboratério Central de Pesquisas Animais (LCPA/DZO), em
Lavras, Minas Gerais, Brasil. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), protocolo nimero 041/18.

4.1 Dieta experimental

No estimulo nutricional, duas dietas isoprotéicas e isoenergéticas (410 g/Kg de
proteina bruta e 19,3 KJ/Kg de energia bruta) foram formuladas para determinar os
efeitos da inclusdo de farinha de Tenébrio gigante em dietas para alevinos de tilapia do
Nilo: uma dieta controle, sem Refeicdo Tenébrio gigante (Sem TG); e uma dieta de
estimulo contendo 250 g/Kg de farinha de Tenébrio gigante (Com TG). No ensaio
experimental, trés dietas de desafio foram formuladas para serem isoprotéicas (270 g/Kg
de proteina digestivel), isoenergéticas (371 g/Kg de energia digestivel) e com niveis
crescentes de TG (0, 150 e 300 g/Kg) substituindo até farelo de soja total e 6leo de soja.
Os coeficientes de digestibilidade aparente dos ingredientes foram baseados em dados
de FRACALOSSI e CYRINO (2013), PEZZATO et al., (2002), e FONTES et al.,
(2019). A composicdo centesimal e quimica das dietas experimentais sdo apresentadas
na Tabela 1. Os perfis de &cidos graxos (Tabela 2) foram analisados em dietas e insetos

fonte de proteina
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Tabela 1 - Formulacao e composi¢do aproximada das dietas experimentais

Programagao
Nutricional Experimento
Com

Ingredientes Sem TG TG Controle 150TG 300 TG
Farinha de Peixe 232,4  235,2 130 130 130
Farinha de tenébrio - 247,4 - 150 300
Farelo de soja 297,8 150,8 195 97,5 -
Inerte 58 50 40
Oleo de soja 127,9 64,7 87 42,5 -
Milho 51,3 51,9 174 174 174
Farelo de Arroz 188,1 147 100 100 100
Gluten de milho 10,1 40,8 95 95 95
Farelo de trigo 82,7 52,3 150 150 150
BHT!? 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Premix? 9,2 9,4 10 10 10
Total 1000 1000 1000 1000 1000
Composigdo nutricional (% base em matéria
seca)
Matéria seca (g/Kg) 893,2 834,7 889,5 857,1 849,5
Proteina Bruta 408,8 412 289,1 286,6 284,1
Energia Bruta (Kcal/Kg) 4564 4875 43249 4448,6 45919
Fibra Bruta 51,31 47,4 45,62 46,25 46,88
Fibra detergente Neutro * 148,33 126,96 155,21 154,67 154,13
Extrato etéreo 139,3 181 98 102,7 112,3
Cinza 11,2 10,9 150,1 120,8 119,7
Proteina digestivel 371 371 278,1 274,3 279,8
Energia digestivel (Kcal/g) 3574,5 3801,7 3378,6 3373,4 3385,8
Carboidratos totais ** 538,1 494,2 516,9 545,0 532,1
Chitina 56,2 27,5 43,8 60
DE/DP 9,6 10,2 12,8 12,8 12,9

Lhidroxitolueno butilado 2 Vitamina e Minerais Premix: Vitamina A — 500.000Ul; Vitamina D3
—250.000Ul; Vitamina E- 5.000mg; Vitamna K3- 500mg; Vitamina B1- 1.500mg; Vitamina
B2- 1.500mg; Vitamina B6- 1.500mg; Vitamina B12- 4.000mg; Acido félico — 500mg; Célcio
pantoténico — 4.000mg; Vitamina C — 10.000mg; Biotina — 10mg; Inositol — 1.000mg;
Nicotinamida — 7.000mg; Colina — 10.000mg; Co — 10mg; Cu — 1.000mg; Fe — 5.000mg; | —
200mg; Mn — 1.500mg; Se — 30mg; Zn —9.000mg?3. (Agromix LTDA, Sdo Paulo, Brazil).

*Calculado de acordo com INRA (2020), Finke (2002) e Benzertilha et al. (2019)



** Total de carboidratos = 100 — (proteina + lipideos+ cinzas) de acordo com o sistema atwater.
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Proteina digestivel e energia foram calculadas utilizando-se os coeficientes de digestibilidade

aparente para a farinha de tenébrio gigante (Z. Morio) obtidos por Fontes et al. (2019).

Tabela 2 - Composicéo de &cidos graxos do farelo de soja da farinha de tenébrio gigante

e das trés dietas.

DIETAS FS* TG 0 150 300
C14:0 0 1.025 0.414 0.416 0.456
C15:0 0.255 0.076 0.089 0.092
C16:0 15.05 24.085 12.081 18.515 25.987
Ci16:1 0 2.2 0.674 0.505 0.744
C17:0 0.63 0.202 0.221 0.63
C18:0 4.8 8.182 3.906 5.901 9.432

C18:1n7 0.8

C18:1n9c 14.3 26.587 30.204 31.422 33.746

C18:1not

C18:2n6c¢ 48.5 32.061 45.14 37.402 24.43
C20:0 0.413 0.399 0.442

C18:3n6 0.487 0.312 0.418

C18:3n3 6.85 14.683 3.017 2.45 0.822

C20:1n9 0.057
C20:2 0.152 0 0.053 0
C22:0 0.750 0.481 0.286 0.357

C22:1n9 0.375 0 0.043 0
C23:0 0.276 0.161 0.099
C24:0 0.702 0.5 0.266 0.578

C20:5n3 0.942 0.653 0.538

C22:6n3 1.19 0.909 1.331

OUTROS 9.7 1.47

n3 6.85 14.683 5.149 4.012 2.691
né 48.5 30.35 45.628 37.714 24.848
n6/n3 7.08 27.59 8.862 9.399 9.235
n3/n6 0.14 0.04 0.113 0.106 0.108
SAFA 19.85 29.468 18.349 26.254 38.073
MUFA 15.1 45.75 30.878 31.97 34.49
PUFA 55.35 31.45 50.776 41.779 27.539
HUFA 0 0 2.132 1.562 1.869
Al 0.214 0.363 0.168 0.274 0.448
TI 0.299 0.717 0.252 0.432 0.739
h-h 4.628 2.394 6.442 3.847 2.302

DHA/EPA 0 0 1.263 1.392 2474

EPA+DHA 0 0 2.132 1.562 1.869
TBARS 11.812 6.081 9.785 12.021
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Abreviaturas: FS, Farelo de soja; TG, tenébrio gigante (Zophobas morio); SAFA, acidos graxos
saturados; MUFA, &cidos graxos monoinsaturados;PUFA, &cidos graxos poliinsaturados;
HUFA, acidos graxos altamente insaturados; DHA. 22:6n3; EPA.20:5n3; n3, &cidos graxos
poliinsaturados n3 totais; n6, &cidos graxos poliinsaturados n6é totais; SAFA= C14:0 + C15:0 +
C16:0 + C17:0 + C18:0 + C16:0 + C17:0 + C18:0. MUFA = C16:1 + C18:1n-9 + C18:1n-7 +
C20:1n-9. PUFA = C18:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3 + C18:2n-6 + C20:4n-6.

n-3 = C18:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3. n-6 = C18:2n-6 + C20:4n-6; HUFA=
C20:5n3 + C22:6n3; Al, indice de aterogenicidade; TI, indice de trombogenicidade; h-h, razdo
hipocolesterolémica/hipercolesterolémica; TBARS (nanomol.mg*de proteina).

* Dados compilados de SANCHEZ-MUROQOS (2015)

As dietas experimentais foram preparadas moendo todos os macroingredientes secos em
moinho de martelos (TRF-400 Trapp, Jaragua do Sul, SC, Brasil) até um pé (peneira de
0,5 mm). Os micro e macro ingredientes foram misturados manualmente. Agua quente
(50°C) foi entdo misturada a mistura para atingir uma consisténcia apropriada para
peletizacdo. As dietas foram peletizadas em moedor de carne elétrico (1 mm de
diametro) (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) e depois secas em estufa de recirculacdo
forcada a 50°C por 24 h. Os pellets foram moidos em moinho de martelos (TRF-400
Trapp), passados por peneira de 2,0 a 2,5 mm (Technal) e armazenados a -20°C até o

uso.

4.2 Aclimatacao

1200 alevinos de tilapia do Nilo (O. niloticus) foram obtidos da Estacdo de
Piscicultura — UFLA e aclimatados por 15 dias ap6s a chegada as instalacGes
experimentais. Durante este periodo, os peixes foram alimentados com dieta comercial

(Pira 40, Guabi, 400 g/Kg de proteina bruta) trés vezes ao dia.

4.3 Grupos experimentais e regime alimentar
O ensaio consistiu em seis tratamentos diferentes: (1) um grupo controle positivo

que recebeu uma dieta FS durante todo o ensaio (controle positivo (2) um grupo PG que
recebeu uma dieta FS durante o periodo larval, e na fase de alevinagem recebeu
150g/Kg de TG; (3) um grupo PG que recebeu uma dieta FS durante o periodo larval, e
na fase de alevinagem recebeu 300 g/Kgde TG; (4) um grupo PG que recebeu dieta TG
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durante o periodo larval, e na alevinagem recebeu FS; (5) um grupo PG que recebeu
dieta TG durante o periodo larval, e na alevinagem recebeu 150 g/Kg de TG; (6) um
grupo PG que recebeu dieta TG durante o periodo larval, e na alevinagem recebeu 300
0/Kg de TG ( Fig. 4).

Figura 4 - Esquema detalhado do ensaio experimental.

Controle + Dieta controle FS
FS — 7
PG -FS ‘ 150 g-'Kg de TG
| 300 gKg de TG

‘ PG-FS

Dieta controle FS
PG - 230 _
gkg
150 gKg de TG
PG - 250 —— — —
gkg
300 gKg de TG
PG - 250 T — ’
gKg
Larva Alevinos
03¢g 3.12¢g
60 dias 60 dias

Abreviatura: FS, farinha de soja; PG, programacéo nutricional; TG, farinha de tenébrio gigante.

Larvas de tilapia do Nilo (peso médio de 0,30 £ 0,04 g) foram distribuidos
aleatoriamente em seis tanques circulares (500L) com densidade de 200
alevinos/tanque. Cada tanque foi considerado uma unidade experimental, disposta em
delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos (sem TG e com TG) e trés
repeticGes. Os peixes foram alimentados com dietas experimentais por 60 dias, trés

vezes ao dia (8:00 , 12:00 e 16:00h), até a saciedade aparente.

Apos a programacdo nutricional (sem TG e com TG) realizou a biometria e
sexagem dos peixes. Alevinos machos (3,12 + 0,08 g de peso médio), foram

distribuidos aleatoriamente em 24 tanques circulares (150 L) na densidade de 12
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peixes/aquario. Cada tanque foi considerado uma unidade experimental, e o
experimento foi delineado em esquema fatorial 2x3 (dois alevinos e trés dietas

experimentais) e quatro repeticoes.

Os peixes foram alimentados com uma quantidade fixa de ragdo duas vezes ao
dia (&s 8:00h e as 14:00h). A racgdo diaria foi ajustada ao longo do experimento para
levar em conta o crescimento (0s peixes foram pesados por tanque quinzenalmente). Na
primeira semana fornecimento de 70 g/Kg do peso corporal de alimentacdo diaria, na

segunda semana 50 g/Kg, evitando assim o excesso de comida, ao longo de 60 dias.

Na programacdo nutricional e no ensaio a qualidade da agua foi mantida por meio
de aeracao suplementar (linha central e difusores de ar), filtragem mecénica e bioldgica
e lampadas UV. A temperatura da agua foi controlada com um trocador de calor (26°C)
e medida duas vezes ao dia.O oxigénio dissolvido e o pH foram monitorados
diariamente usando um multiparametro (U10, Horiba, Kyoto, Japdo). A amonia total e 0
nitrito foram medidos usando kits comerciais (Labcon Test Fresh Water Toxic
Ammonia e Labcon Test Nitrite NO2-).

4.4 Coleta de amostra

Ao fim da programacao nutricional, realizou-se a biometria dos animais, para
redistribuicdo do ensaio alimentar. Ao final do ensaio alimentar, todos os peixes foram
submetidos a jejum de 24 horas e pesados. Trés peixes de cada tanque foram
selecionados aleatoriamente para que as amostras de sangue fossem obtidas da
vasculatura caudal com agulhas heparinizadas. O plasma foi recuperado apés
centrifugacdo (1.000g, 10 min), utilizado para quantificar a proteina total por
refratbmetro e armazenado a -80 °C até a analise. Em seguida, 0s peixes mortos por
overdose de anestésico foram coletados figado, filé, intestino posterior e médio
armazenados a -80°C até a realizacdo das analises. Amostras de figado também foram

preservadas em bouin para anélise histoldgica.
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4.5 Analises quimicas

4.5.1 Metabdlicos plasmaticos

Kits comerciais (Labtest Diagnostica SA) foram utilizados para quantificar
triglicerideos (triglicerideos Liquiform, Cat. 87), colesterol (Cholesterol Liquiform, Cat.
76), glicose e proteinas plasmaticas. Todas as amostras foram medidas em triplicata em
uma placa de 96 pogos e lidas em um espectrofotbmetro (Multskan GO, Thermo
Scientific, EUA).

Pelo protocolo de quitina descrito por TSUJI et al., (1969), quantificou-se a
glucosamina (NAG). O NAG do hidrolisado de quitina foi desaminado e a cor reagiu
com MBTH. A absorbancia foi lida a 650 nm e o contetdo calculado usando uma curva

padrdo externa com NAG-HCI.

4.5.2 Andlise de acidos graxos

A extracdo lipidica e o perfil de AG da dieta, figado e filé, foram analisados de
acordo com Araujo et al. (2017). O lipidio total foi extraido com cloroférmio e metanol
usando uma modificacdo do método de Folch et al. (1957). O perfil de AG foi
determinado usando um cromatografo a gas GC2010 (GC) (Shimadzu, Kyoto, Japao)
equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar de silica
fundida SP-2560 (100,0 m 9 0,25 mm, filme de 0,20 Im; Supleco, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Os picos de acidos graxos foram integrados usando o software de
cromatografia em solucdo GC (versdao 4.02) e os picos foram identificados por
comparacdo com padrdes conhecidos (37 Component FAME Mix; Supelco, Sigma-
Aldrich).

Para investigar a qualidade nutricional lipidica do figado e filé do peixe, foram
utilizados importantes indicadores do indice de qualidade nutricional (NQI) sugeridos
por ULBRICHT e SOUTHGATE (1991), SANTOS-SILVA et al., (2002), e
RODRIGUES et al, (2017). O indice de aterogenicidade (Al), indice de
trombogenicidade (TI) e hipocolesterolémico / razéo hipercolesterolémica (h/h) foram

determinados da seguinte forma:

"Al= (4 x C14:0 + C16:0) / ( YMUFA + ¥ n-6 + ¥n-3)"



38

"TI = (C14:0 + C16:0 + C18:0)/(0.5 x¥ MUFA + 0.5 x ¥n-6 +3 x ¥ n-3 + 100 x ¥ n-3/ ¥ n-6)"

"h/h = (C18:1n9 + C18:2n-6 + C20:4n-6 + C18:3n-3 + C20:5n-3 + C22:6n-3) / (C14:0 + C16:0)"

4.5.3 Histologia do figado

Fragmentos de figado foram coletados (n=72) para andlise histolégica
convencional por hematoxilina e eosina (HE), avaliacdo de triglicerideos com a
coloracdo de Sudan Il (Sigma Aldrich, EUA) e de glicogénio com &cido periddico de
Schiff (PAS; Sigma Aldrich, EUA). Para as técnicas de HE e PAS, os fragmentos de
figado foram fixados em solucdo de Bouin, durante 24 h e, em seguida, transferidos
para o alcool etilico a 70%. Posteriormente, os tecidos foram desidratados em uma série
crescente de solugdes de alcool, diafanizados em xilol, incluidos em parafina para a

obtengao de cortes com 5 um de espessura.

Os cortes histologicos (HE e PAS) foram observados ao microscopio optico e
analisados, as cegas, em toda extensdo por uma patologista veterinaria. As lesdes
microscopicas no parénquima hepatico foram classificadas quanto a natureza do
processo patoldgico, distribuicdo e intensidade das alteragfes. Quanto a natureza,
observou-se a presenca de vacuolizacdo citoplasmatica, infiltracdo de células
inflamatorias, necrose e congestdo de vasos. Quanto a distribuicdo, as lesbes foram
classificadas em incipiente, quando havia lesdes em células individualizadas; em focal,
quando ocorria em um Unico ponto; multifocal, quando ocorria em véarios pontos
esparsamente, focalmente extensa, quando uma consideravel area do parénquima foi
atingida e difusa, quando todo o parénquima foi atingido. Quanto a intensidade
estipularam-se diferentes escores para a quantificacdo das alteracBes encontradas: O
(normal), 1 (1 a 10%), 2 (11 a 30%), 3 (31 a 60), 4 (61 a 100%).

Para a obtencdo das amostras teciduais coradas com Sudan Il (n=48) , os
fragmentos de figado foram imersos em isopentano, imediatamente criopreservados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C. Posteriormente, foram obtidas
sec¢oes de 10 um de espessura em criostato a -20°C (1850 CM de Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemanha).

Os cortes histolégicos foram observados e fotografados sob um microscépio

optico (Olympus CX31, Japdo) acoplado a uma cémera digital colorida (Olympus



39

SC30, Japdo), utilizando o software AnalySISgetlT (Olympus Image). As imagens
foram analisadas com um programa de processamento de imagem (Image-Pro Plus 6.0®

).

4.5.4 Estresse oxidativo

Para espécies reativas de oxigénio ROS e ensaios enzimaticos, as amostras de
musculo e intestino foram homogeneizadas em tampao gelado (100 mMTris—HCI, 0,1
mM EDTA e 0,1% triton X-100 [v v1], pH 7,8) na proporgéo de 1 :9 (wvl). Os
homogenatos foram centrifugados a 8.000 g por 25 min, e o sobrenadante foi coletado e

congelado a 80°C até a analise.

O nivel de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi medido
como um indice de estresse oxidativo resultante da peroxidacdo lipidica (LPO),
seguindo o protocolo descrito por Buege e Aust (1978). A absorbancia das amostras foi
lida em duplicata usando um leitor de microplacas a 535 nm (Synergy 2; Bio-Tek,
Winooski, EUA). A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi lida a partir de uma
curva de calibracdo padréo plotada usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA), e os resultados foram expressos como nanomoles de MDA por

miligrama de proteina.

A avaliacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada com
base na autooxidacao do pirogalol pelos métodos de Madesh e Balasubramanian (1997).
As amostras (30 ul) foram diluidas em 99 ul de solucdo tampéo de fosfato 50 mM (pH
7,2) e 6 ul de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-DifeniltetrazélioBrometo; Sigma-
Aldrich , St. Louis, EUA) e 15 pl de pirogalol 1,25 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA). Os brancos incluiram todos os componentes, exceto pirogalol e amostra. A
absorbancia foi lida em duplicata usando um leitor de microplacas a 570 nm (Synergy
2; BioTek, Winooski, EUA). A atividade total da SOD foi expressa em unidades por
miligrama de proteina, onde uma unidade de atividade da SOD é definida como a
quantidade da enzima necesséria para produzir 50 dismutacdes do radical superoxido

por minuto.

A atividade da catalase (CAT) foi medida de acordo com um método

espectrofotométrico adaptado de Aebi (1984), seguindo a diminuigdo da absorbancia em
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240 nm pelo consumo de H202. A absorbancia (240 nm) foi medida a cada 15 s por 1
min (a 25°C, pH 7,2 e trajeto de 10 mm), usando uma placa de quartzo em um
epectrofotdmetro (Shimadzu UV-160, Kyoto, Jap&o), e as amostras foram testado em
duplicatas. A atividade especifica de CAT ¢ relatada como unidades por miligrama de
proteina (uma unidade é definida como 1 mol de H202 consumido por minuto). O teor
de proteina das solugbes sobrenadantes foi determinado pelo método de Bradford
(1976), usando albuminas de soro bovino como padréo.

4.6 Analise estatistica

Os dados sdo expressos como média * erro padrdo combinado da média (SEM).
Normalidade e homogeneidade de variancias foram testadas usando os testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Todos os procedimentos estatisticos foram
realizados usando o pacote de software SPSS para Windows (IBM® SPSS® Statistics,
Nova York, EUA) e nivel de probabilidade de 0,05 foi usado para rejeicdo da hipdtese
nula. A analise estatistica dos dados foi feita por ANOVA de duas vias, tendo como
fatores a alimentacdo dos alevinos e as dietas experimentais. O teste de Tukey foi

aplicado para identificar diferencas entre os tratamentos.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Metabolismo plasmatico

Os resultados dos parametros bioquimicos do plasma séo relatados na Tabela 3.
O colesterol total e glicose ndo foram significativos com a incluséo da farinha de inseto.
O teor de NAG e proteina total foram maiores nos peixes que sofreram a programacao
nutricional. Os monémeros de NAG presente no sangue, demostra que a tilapia do Nilo
foi capaz de quebrar a quitina presente na dieta, o que ja é demostrado na literatura
MOLINARI et al., (2007). Tal resultado confirma os dados ainda ndo publicados do
presente trabalho, onde foi observada uma maior atividade da quitinase em peixes que

passaram pelo do estimulo nutricional.
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Tabela 3 - Composicéo plasmatica (mg dL-1) de Til&pia do Nilo alimentada com trés dietas (0, 150 e 300g/Kg de TG), apds a programacao

nutricional.
PG Fs TG TWO WAY ANOVA
Dietas 0 150 300 PP 0 150 300 POOLEDSEM DIETA PG  INTERACAO
Glicose 21737 22284 19.771 0.717 21,633 19304 21371 0.686 0.9143 0.3669 0.6793
Triglicerideos ~ 155.756%*  146.656**  137.916%® 4.999 124.103®  104.208%®  166.206% 6.263 0.0085 0.0281 0.0001
Colesterol 144263 149492  174.666 4774 161511 158918  156.296 4.387 0.203 0.6595 0.0573
Proteina (gdL?)  3.132 3.392 358 0.177 3.345 3534 3.733 0.149 0.146  0.032 0.1565
(Nrﬁchg/ml) 4.357 3.202 3.488 0.204 4.585 4.033 4.056 0.206 0.1463 0.0324 0.1565

Abreviaturas: FS, farelo de soja; TG, farinha tenébrio gigante (Zophobas morio); PG, Programacdo Nutricional; NAG, N-acetilglucosamina; Os dados
sdo relatados como média; SEM, erro padrdo da média (n = 12). Médias na mesma linha com diferentes letras mindsculas indicam diferencas significativas (p
< 0,05) entre os niveis de TG na dieta; médias na mesma linha com letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre a

programagcdo nutricional na dieta baseada no teste Tukey-Kramer HSD.
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A quitina é um polissacarideo, que apds sua hidrolise, 0 NAG gerado entra na rota
metabdlica gerando uma glicose (KROGDAHL et al., 2005). Conforme FANG et al., (2021) a
programacdo nutricional de carpa capim alimentadas com dieta rica em carboidrato ocasionou
elevacdo da enzima glicoquinase quando comparada ao controle, regulando o nivel de glicose,
mostrando que a programacdo nutricional é capaz de influenciar o metabolismo de

carboidratos em peixes.

No entanto, presume-se nesta pesquisa a quantidade de quitina digestivel no alimento
ndo foi capaz de elevar a glicose no sangue ou que as tilapia ndo foram capazes de utilizar o
NAG na rota metabdlica, independente da influéncia da programacéo nutricional. Sendo este
direcionado provavelmente para mecanismos de defesa (KAMILYA & KHAN; 2020),
atividade antimicrobiana e protecao contra infec¢6es induzidas por patogenos (HAMED et al.,
2016). Dados nédo publicados pela nossa equipe observaram maior taxa de sobrevivéncia em
alevinos de tilapia alimentados com TG. Assim como, CHENG et al., (2014) utilizando NAG
exogeno observaram uma elevacdo na sobrevivéncia de tilapia contra infeccdo, além de
apresentarem maior quantidade de NAG no sangue. Apesar de ndo terem quantificado o NAG
no sangue, os autores ALVES et al., (2020); TIPPAYADARA et al., (2021); AGBOHESSOU
et al., (2021a) e KISHAWY et al., (2022) observaram uma melhora na imunidade de tilapia

utilizando farinha de inseto.

A programacao nutricional, levou a menores valores de triglicerideos na dieta 0 e 150
g/Kg, no entanto, quando houve uma alta inclusdo 300 g/Kg houve um aumento deste
parametro. Somente na fase com TG as dietas foram diferentes, sendo maior em 300 g/Kg e

menor nas demais.

Apesar dos autores FANG et al., (2021) e FANG et al., (2014) mencionarem que a
programacdo nutricional, tende a regular o nivel de glicose a longo prazo, causando uma
reducdo dos niveis de triglicerideos, em nosso trabalho a redugéo de triglicerideos se deu por
outra via. Pressupomos que apesar de encontrar o NAG no sangue, boa parte da quitina possa
ter continuado na sua forma integra agindo como uma fibra, corroborando com os achados de
ZHANG et al., (2008) e LI et al., (2016), a quitina e seus derivados além de aumentarem a
excrecdo de lipideos reduzem a atividade da sintese de acidos graxos e aumentam as
atividades da lipase lipoproteica e da lipase no figado, com isso, uma reducéo de triglicerideos
no sangue. AMER et al., (2021) em tilapia alimentadas com lagarta de algoddo, nao
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observaram efeitos significativos nesse parametro. MIKOLAJCZAK et al., (2020)
observaram uma diminuicdo nos triglicerideos em alevinos de truta marinha (Salmo trutta m.

Trutta) alimentados com TG.

Alguns autores como PRACHOM et al., (2021) utilizando farinha desengordurada de
TG em juvenis de robalo asiatico e JEONG et al., (2021) em linguado submetido a dieta com
Tenébrio mollitor (TM) observaram uma diminuicdo no colesterol. Enquanto
MIKOLAJCZAK et al., (2020) encontraram um aument0 de colesterol. A diferenca de
resultados pode ter ocorrido pela interferéncia da farinha de inseto na composicdo da dieta.
Em nosso trabalho ndo foram encontradas diferengas na programagcéo e dietas. Entretanto, por
mais que ndo ocorreu influéncia da programacéo nutricional sobre esse parametro, esperava-
se que os animais que comeram as refeicdes ricas em insetos, ou seja, com presenca da
quitina, apresenta-se menor colesterol. Pois, a quitina ndo digerida pode agir como uma fibra,
influenciando na motilidade do trato gastrointestinal ocorrendo uma influéncia na absorgéo
dos nutrientes, ou seja, ela diminui o tempo de retencdo (ZHANG et al., 2014), esperando-se

assim uma queda no colesterol.

5.2 Acidos graxos

As dietas com diferentes percentagens de insetos (150 e 300 g/Kg) apresentaram uma
maior quantidade &cidos graxos saturados (SAFA) e &cidos graxos monoinsaturados (MUFA)
e menor poli-insaturados (PUFA) e altamente insaturados (UFA), uma vez que hd uma
predominancia dos SAFA e MUFA na composicdo dos insetos, menor quantidade de acidos
da série 6mega 3 e 6 (TABELA 2). Corroborando com BRUNI et al., (2020); BELGHIT et
al., (2018) e LOCK et al., (2015).

E possivel observar uma diminuicdo de C22:6n3 (DHA) com a inclusio de 150g/Kg
de farinha de inseto, no entanto, com 300 g/Kg houve um aumento sendo este maior que a
dieta controle, 0 C18:3n6 (gama linolénico) também diminuiu com 150 g/Kg de incluséo e
depois aumentou; e os acidos graxos C20:5n3 (EPA), C18:2n6c¢ (linoleico) e C18:3n3; (alfa

linolénico) diminuiram com incluséo.

A peroxidacdo (TBARS) das ragdes formuladas aumentou com o uso de TG. Os

resultados desses parametros se devem a qualidade de &cidos graxos presentes no inseto.
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Entretanto, pesquisas bem sucedida modularam o perfil de &cidos graxos nos insetos em um
curto espaco de tempo (ST-HILAIRE et al., 2007; SEALEY et al., 2011).

Os perfis de acidos graxos (AG) do filé e do figado se encontram na tabela 4 e 5,
respectivamente. Os acidos graxos presente no filé foram inerentes a programacéao nutricional
sendo um reflexo do perfil da dieta. Os filés de tilapia foram ricos em SAFA e MUFA e
pobres em PUFA principalmente da série n6, com o uso de TG. Dos &cidos graxos que
compdem o MUFA somente o C18:1n9c (acido oléico) foi significativo, sendo maior no

grupo 300g/Kg em relacdo as dietas 0 e 150 g/Kg.

SANCHEZ MUROS et al., (2015) substituiram a farinha de peixe por Tenébrio
mollitor em tilapia do Nilo, os autores relataram maiores porcentagens de MUFA e niveis
mais baixos de SAFA no musculo de peixe alimentado com inseto. Eles ainda relatam que no
figado o perfil foi semelhante a0 musculo. JEONG et al., (2021) em linguado observaram
maiores teores de MUFA e PUFA principalmente da série n-6 enquanto que para SAFA néo

foi significativo.

Independente da programacdo nutricional os &cidos graxos mais abundantes
encontrados no filé com a substituicdo de FS por 150 e 300 g/Kg de TG foram: C16:0
(palmitico), C18:0 (estearico), C18:1n-9c (oleico), assim como encontrado por SANKIAN et
al., 2018 em juvenis de Siniperca scherzeri. BELFORTI et al., (2015) em truta arco iris,
JEONG et al., (2021) em linguado. MASTORAKI et al., (2020) em robalo, substituiram a
farinha de peixe por tenébrio mollitor e TILAMI et al., (2020) usando 25% de uma mistura de
tenébrio gigante e grilo doméstico em substituicdo a farinha de peixe em Perca fluviatilis,
observaram um aumento de linoleico (C18:2n6c) no musculo, contudo no presente trabalho
observa-se uma reducdo desse acido graxo uma vez que a insercao da farinha de TG foi

realizada em substituicdo ao farelo de soja, que contém uma alta percentagem deste.
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Tabela 4 - Perfil de &cidos graxos (% de acidos graxos totais analisados) e indices de qualidade nutricional em filé de tilapia do Nilo alimentada
com trés dietas (0,150 e 300g/Kg de TG) apds a programacéo nutricional (continua)

PG FS TG TWO WAY ANOVA
DIETA 0 150 300 POOLED 0 150 300 POOLE DIETA PG INTERACAO 0 150 300
SEM D SEM
C12:0 Nd 0.052 0.070 0.009 Nd 0.048 0.101 0.013 0.0095  0.4647 0.1083
C14:0 0.879 1.085 1.287 0.068 0.806  1.175 1.306 0.142 0.1757  0.6098 0.9840
C15:0 0.181 0.256 0.177 0.027 0.236  0.206  0.237 0.028 0.7045  0.5744 0.3568
C16:0 16.185 20.669  22.379 0.666 17916 21594 23.041 0.733 0.0001  0.1276 0.8129 b a a
Ci16:1 1.216 1.272 1.692 0.092 1.015 1945 2.05 0.279 0.1223  0.5151 0.6453
C17:0 0.315 0.32 0.292 0.015 0.387 0.385  0.309 0.022 0.3818  0.0957 0.7367
Ci17:1 0.478 0.559 0.55 0.133 0682 0212 0.773 0.114 0.6807  0.2431 0.3239
C18:0 6.026 7.702 7.384 0.266 6.133 7913 7.114 0.273 0.0006  0.9614 0.8207 b a a
C18:1n9t 0.166 0.166 0.344 0.03 0.189 0.138  0.193 0.019 0.4295  0.5166 0.7889
C18:1n9c 29.128 31.938 35321 1.062 26.925 30.85 34.584 0.938 0.0001  0.2653 0.8695 b b a
C18:2n6c¢ 31.318 22502  17.644 1.604 30.657 22.453 18.579 1.420 0.0001  0.9592 0.9001
C20:0 0.325 0.334 0.28 0.015 0.268 0.319  0.258 0.016 0.6359  0.0238 0.6010
C18:3n6 1.489 1.113 1.02 0.066 1504  1.407 1.012 0.091 0.0037  0.6093 0.3995 a b b
C20:1n9 1.23 1.421 1.583 0.094 0989 1284 1.364 0.075 0.0767  0.0582 0.9680
C18:3n3 2.06 1.359 0.604 0.171 1.942 1.144  0.654 0.155 0.0001  0.1867 0.4443 a b c
C20:2 1.656 1.391 1.034 0.091 1473  1.281 1.033 0.072 0.0015  0.1867 0.6065 a b b
C22:0 0.226 0.204 0.285 0.016 0.251 0.185  0.257 0.015 0.0091  0.0250 0.4984 ab b a
C20:3n6 1.572 1.559 1.456 0.074 1.644  1.666 1.435 0.061 0.3518  0.9127 0.6352
C22:1n9 0.09 0.157 0.085 0.02 Nd 0.084  0.057 0.013 0.4923  0.0039 0.1456
C20:3n3 0.278 0.177 0.161 0.022 0.399 0.201  0.093 0.043 0.0001  0.8254 0.9432 a b b
C20:4n6 2.206 2.476 3.086 0.231 3.353 3.2 2.723 0.273 0.9609  0.1794 0.2233
C22:2 0.049 0.23 Nd 0.039 Nd 0.038 0.124 0.069 0.3240  0.2087 0.0755
C24:0 0.101 0.096 Nd 0.027 Nd Nd 0.123 0.048 0.8719  0.2503 0.0881
C20:5n3 0.2 0.332 0.22 0.042 0397 0.272 0519 0.165 0.8881  0.8971 0.5025

C22:6n3 3.264 3.968 4.037 0.3 4459 4396  4.132 0.329 0.8523  0.2278 0.6135
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PG
DIETA

n3

n6

n6/n3
n3/n6
SAFA
MUFA
PUFA
HUFA

Al

TI

h-h
DHA/EPA
EPA+DHA

FS

0 150 300
5.781 5.778 4.821
36.585 27.205 23.204
6.425 5.383 5.103
0.161 0.207 0.204
26.271 3288  35.072
31.888 35.609 38.954
41.837 31973 25973
5.293 541 5.672
0.266 0.378 0.411
0.336 0.453 0.479
3.981 2.742 2.447
18.3 15.69 21.65
3.36 4.03 4.19

POOLED SEM
0.334
1.692
0.286
0.010
1.009
1.304
1.910
0.362
0.017
0.021
0.174
3.75
0.32

TG

0 150 300
6.866 5.524 5.091
37.157  28.343  23.476
5.539 5.638 5211
0.188 0.204 0.236
28.782  34.443 34.738
29.075 33.764 38.383
42143 31.792  26.905
6.568 6.124 5.785
0.291 0.390 0.415
0.343 0.458 0.465
3.49 2.709 2.431
6.63 21.9 16.18

4.66 4.57 4.48

0.390
1.701
0.436
0.021
0.896
1.184
1.806
0.393
0.025
0.020
0.132
4.06
0.35

TWO WAY ANOVA

DIETA PG INTERACAO 0 150 300
0.0996  0.4786 0.5763

0.0001  0.7125 0.9800 a b b
0.3839  0.8322 0.3872

0.3171  0.3921 0.8306

0.0039  0.0806 0.2210 b ab a
0.0059  0.9133 0.4304 b b a
0.0081  0.3986 0.2872 a b ab
0.7094  0.1045 0.5605

0.0034  0.2657 0.6304 b ab a
0.0026  0.2848 0.5245 b a a
0.0014  0.6353 0.7017 a b b
0.4746  0.6032 0.5143

0.7094  0.0548 0.5490

Abreviaturas: FS, farelo de soja; TG, tenébrio gigante (Zophobas morio);PG, programagdo nutricional; SAFA, &cidos graxos saturados; MUFA,
acidos graxos monoinsaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; HUFA, acidos graxos altamente insaturados; DHA. 22:6n3; EPA.20:5n3; n3,
acidos graxos poliinsaturados n3 totais; n6, acidos graxos poliinsaturados né totais; SAFA= C14:0 + C15:0 + C16:0 + C17:0 + C18:0 + C16:0 +
C17:0 + C18:0. MUFA = C16:1 + C18:1n-9 + C18:1n-7 + C20:1n-9. PUFA = C18:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3 + C18:2n-6 + C20:4n-6.
n-3 = C18:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3. n-6 = C18:2n-6 + C20:4n-6; HUFA= C20:5n3 + C22:6n3; Al, indice de aterogenicidade; TlI,
indice de trombogenicidade; h-h, razdo hipocolesterolémica/hipercolesterolémica.

Os dados sdo relatados como média; Erro padrdo SEM da média (n = 8). Médias na mesma linha com diferentes letras minusculas indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre os niveis de SW na dieta; médias na mesma linha com letras maitsculas diferentes indicam diferencas significativas (p
< 0,05) entre a programacao nutricional na dieta baseada no teste Tukey-Kramer HSD. nd: ndo detectado.
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PG

DIETA
C12:0
C14:0
C15:0
C16:0
Cl6:1
C17:0
C17:1
C18:0

C18:1n9t
C18:1n9c
C18:2n6¢c

C20:0
C18:3n6
C20:1n9
C18:3n3
C20:2
C22:0
C20:3n6
C20:3n3

C20:4n6
C20:5n3

C22:6n3
Outros

FS
0 150 300
0 0.039 0.091
0.683 1.073 1.639
0.271 0.23 0.189
18.32 19.134  22.485
0.992 1.466 2.382
0.275 0.329 0.268
0.835 0.233 0.337
7.135 6.992 6.409
0 0.146 0.233
24.012 34103  39.434
29.734 23.308  16.569
0.296 0.269 0.226
1.408 1.148 1.009
0.981 1.331 1.653
1.878 1.257 0.576
1.635 1.38 0.799
0.163 0.169 0.251
1.837 1.409 1.054
0.250%8  0.241%A 0.071°A
4,187  2.530°" 1.766°A
0.235 0.174 0.155
5.7743  3.349PA  2.142°A
6.131 6.879 8.9

POOLED
SEM
0.017
0.122
0.032
0.584
0.184
0.015
0.098
0.227
0.026
2.032

1.77
0.012
0.071
0.114
0.162
0.101
0.017
0.098
0.032
0.323
0.034
0.519

TG
0 150 300
0.021 0.074 0.093
1.024 1.084 1.417
0.162 0.195 0.173
15.666 18.876 21.86
1.222 1.492 2.188
0.301 0.297 0.268
0.165 0.253 0.209
6.154 6.584 6.668
0.124 0.154 0.221
31.085 36.009  40.092
29.917 22.361  16.659
0.268 0.264 0.227
1.451 1.18 1.03
1.395 1.29 1.843
1.543 1.115 0.719
2.111 1.255 0.845
0.176 0.23 0.287
1.854 1.333 1.165
0.316% 0.179%A  0.093°A
2.103% 22603 17773
0.076 0.29 0.106
2.680% 3.455%4 2,062
7.109 6.519 7.689

POOLED

SEM
0.019
0.095
0.008
1.014
0.179
0.012
0.016
0.202
0.017
1.843
2.341
0.014
0.081
0.142
0.157
0.210
0.018
0.119
0.038

0.103
0.035

0.280

TWO WAY ANOVA
15

DIETA PG INTERACAO 0 0 300
0.0003 0.0506 0.0834
0.0003 0.8348 0.1165 bb a
0.7366 0.1998 0.6078
0.0001 0.0327 0.0914 cb a
0.0010 0.9322 0.5542 bb a
0.9143 0.7221 0.9633
0.5488 0.3513 0.9042
0.7927 0.2378 0.3045
0.0002 0.0692 0.0809 bb a
0.0002 0.1298 0.2613 ba a
0.0002 0.9400 0.9997 ab ¢
0.8801 0.3281 0.7894
0.0032 0.5962 0.9736 ab b
0.0202 0.3096 0.3264 bb a
0.0001 0.5825 0.3668 ab ¢
0.0001 0.0366 0.0016
0.0040 0.0186 0.0788 ba a
0.0001 0.7573 0.5795 ab ¢
0.0243 0.0324 0.0388
0.0013 0.0049 0.0055
0.6504 0.8993 0.3573
0.0070 0.0417 0.0164



Tabela 5 - Perfil de acidos graxos (% de acidos graxos totais analisados) e indices de qualidade nutricional em figado de tilapia do Nilo
alimentada com trés dietas (0,150 e 300g/Kg de TG), ap06s a programacao nutricional (Concluséo).
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PG

DIETA

n3

n6

n6/n3
n3/n6
SAFA
MUFA
PUFA
HUFA

Al

Tl

h-h
DHA/EPA
EPA+DHA

FS
0 150 300

7.8923A  4.923°A  2.87°A
37.165 28.395 20.399
4,748 6.227%A 7,054
0.21%A 0.172%A  0.145P
27.044 28.133 31.971
26.263 37.161 43.962
46.692 34.706 24.067
12.038%A  7.605°A 5.113°A

0.295 0.333 0.433

0.341 0.424 0.554

3.464 3.224 2.531

15.121 13.084 9.647
5.931%A  3.465°A 2246

POOLED
SEM
0.658

2.13
0.442
0.011
0.732
2.331
2.788
0.923
0.018
0.025
0.128
2.975
0.528

TG
0 150 300
4.596%8  4.894°A  2.081PA
35.325 27.134 20.631
7.93%4 5.553PA  6.912A
0.129°8 0.18A  0.145°A
23.841 27.604  31.013
34.066 39.114  44.516
42.093 33.282 24471
7.010%8 7.372%A  5204°%
0.267 0.326 0.404
0.375 0.403 0.535
4.058 3.282 2.65
25.263 6.2 19.206
2.737%8 3.600% 2,169

POOLED
SEM
0.413
2,575
0.484
0.009
1.186
2.151
3.086
0.424
0.022
0.027
0.236
5.103

0.29

TWO WAY ANOVA
15 30
DIETA PG INTERACAO 0 0 O
0.007 0.0826 0.0271
0.0001 0.7375 0.8802 ab c
0.264 0.1564 0.0159
0.0424 0.0028 0.0191
0.0001 0.0361 0.207 cb a
0.0003 0.1748 0.2838 chb a
0.0001 0.5088 0.5876 ab c
0.0008 0.0313 0.0157
0.0001 0.0879 0.6858 cb a
0.0001 0.887 0.2985 chb a
0.0001 0.04 0.1211 ab c
0.3081 0.343 0.3882
0.0082 0.0451 0.0143

Abreviaturas: FS, farelo de soja; TG, tenébrio gigante (Zophobas morio); PG, programacao nutricional; SAFA, &cidos graxos saturados; MUFA, &cidos
graxos monoinsaturados; PUFA, &cidos graxos poliinsaturados; HUFA, acidos graxos altamente insaturados; DHA. 22:6n3; EPA.20:5n3; n3, acidos
graxos poliinsaturados n3 totais; n6, acidos graxos poliinsaturados n6 totais; SAFA= C14:0 + C15:0 + C16:0 + C17:0 + C18:0 + C16:0 + C17:0 + C18:0.
MUFA = C16:1 + C18:1n-9 + C18:1n-7 + C20:1n-9. PUFA = C18:3n-3 + C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3 + C18:2n-6 + C20:4n-6. n-3 = C18:3n-3 +
C20:5n-3 + C22:5n-3 + C22:6n-3. n-6 = C18:2n-6 + C20:4n-6; HUFA= C20:5n3 + C22:6n3; Al, indice de aterogenicidade; TI, indice de
trombogenicidade; h-h, razdo hipocolesterolémica/hipercolesterolémica.
Os dados sdo relatados como média; Erro padrdo SEM da média (n = 8). Médias na mesma linha com diferentes letras mindsculas indicam
diferencas significativas (p < 0,05) entre os niveis de SW na dieta; médias na mesma linha com letras maiusculas diferentes indicam diferengas
significativas (p < 0,05) entre a programagdo nutricional na dieta baseada no teste Tukey-Kramer HSD. nd: ndo detectado.
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Peixes de agua doce sdo capazes de alongar e dessaturar acidos graxos de 18
carbonos, particularmente &cido linoleico [LA (18:2n-6)] e &cido linolénico [LNA
(18:3n-3)], em seus respectivos &cidos graxos de 20 carbonos, &cido araquiddnico
(ARA), acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA) (TOCHER,
2010). Apesar de os precursores de 18 carbonos terem diminuido com a inclusdo da
farinha de TG, os acidos graxos essenciais (EPA, DHA e ARA) nédo diferiram entre as
dietas. Provavelmente, os ag’s de 18C foram metabolizados para atender as exigéncias

fisioldgicas.

Apesar de a farinha de insetos conterem baixa concentracdo em &cidos graxos n-
3 e alta em n-6, seu uso ndo afetou os niveis de n-3 no filé, ndo sendo verdadeiro para o
n-6, sendo observada sua diminuicdo com o uso da farinha de inseto. Este resultado é

devido ao farelo de soja apresentar uma percentagem maior deste acido graxo.

No figado também foi observado uma maior quantidade de SAFA e MUFA
depositado no grupo alimentado com 300 g/Kg de TG e menor pela dieta 0. Dentro do
SAFA o é&cido laurico (C12:0) e o éacido palmitico tiveram um aumento em sua
percentagem no grupo de 300 g/Kg de TG seguida pelo 150g/Kg. E no MUFA somente
0 &cido oléico e o elaidico (C18:1n9t) tiveram diferencas significativas. Ja o PUFA
houve uma diminuicdo com a dieta 300 g/Kg seguido pela dieta 150 g/Kg. O acido
linolénico, gama linolénico (C18:3n6), alfa linolénico, araquidénico (ARA) e
docosaexaenoico (DHA) apresentaram diferenca. Os niveis de ARA e DHA néo foram
afetados pela programacao, exceto para 0s peixes que consumiram dieta controle, onde

uma reducéo no grupo PG- 250g9/Kg.

Ja os altamente insaturados (UFA) observamos uma interacdo entre dieta e
programacdo, sendo o grupo alimentado com a controle positivo maior que o controle
PG-2509/Kg. Efeitos significativos quanto a percentagem de farinha de insetos,
somente foi observada no grupo da programacédo FS, havendo uma diminui¢cdo com a
inclusdo de TG. O somatorio da série n-3 foi maior em peixes alimentados pela dieta
controle positiva do que a dieta controle PG-250g/Kg. A inclusédo da farinha ocasionou

uma diminuicdo de n-3, assim como de n6. Suas relacbes também se mostraram
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significativas. A relacdo n3/n6 foi maior na dieta controle positiva e menor na controle

PG -2509/Kg, porquanto o inverso ocorreu com n6/n3.

Os indices de qualidade nutricional (NQI), indice de aterogenicidade (IA) e
trombogenicidade (IT) mostraram diferengas significativas entre os tratamentos com o
aumento de TG (TABELA 4 e 5). No filé o IA e o IT foi maior no grupo 300g/Kg e
menor no grupo 0 g/Kg, enquanto a relagcdo h/h foi ao contrario. No figado os indices e
a relacdo h/h seguiram o mesmo padrdo com o uso de TG. O EPA+DHA nao foram
afetados programacdo, exceto nos peixes alimentados pela dieta controle, que

apresentaram maior no grupo controle positivo.

Segundo GASCO et al., (2019) peixes alimentados com altos niveis de farinha
de tenébrio molitor apresentaram aumento nos teores de n-6, em detrimento dos teores
de n-3, com conseqiiente redugdo da relagdo Xn-3/Xn-6 e piora dos indices de
aterogenicidade (Al) e trombogenicidade (TI). Os indices Al, Tl e a relagdo
Hipocolesterolémicos / Hipercolesterolémicos (h-h) podem indicar o impacto dos
lipidios, fornecendo uma melhor avaliagdo da qualidade nutricional dos alimentos do
que apenas a soma de SAFA, MUFA, PUFA. Os Al e TI, avaliam os possiveis
beneficios dos perfis de acidos graxos nas doencas coronarianas (RENNA et al., 2017).
O Tl relaciona o teor de acidos graxos saturados 14:0 16:0 e 18:0 (protrombdticos) com
o0 teor de &cidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados n-3 e n-6 (antitromboticos),
indicando a contribuicdo na formacédo de agregacao plaquetaria (SENSO et al., 2007). O
Al sugere uma relacdo entre acidos graxos saturados (pré-aterogénicos), favorecendo a
fixacdo dos lipidios as células endoteliais do sistema circulatério, e &cidos graxos
insaturados (antiaterogénicos), que reduzem os niveis de colesterol. Nao ha valores
recomendados para Al e TI. Considera-se que valores baixos estdo relacionados a

acidos graxos mais favoraveis, em termos de saude.

Portanto, valores baixos representam benéficos para a saide humana, uma vez
que ajudam a prevenir a ocorréncia de doencas coronarias (TURAN, SONMEZ &
KAYA 2007; RENNA et al., 2017). ORKUSZ, A., (2021) em seu trabalho calculou os
indices de Al e Tl e a relagdo h-h para uma variedade de insetos, para o TG os valores
encontrados foram 0,57; 0,99 e 1,95 respectivamente. Em nossa pesquisa 0s valores
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foram de 1,05; 1,07 e 2,22 para TG, acima do apresentado pelo ORKUSZ, A., (2021).
Através de valores de acidos graxos copilados de SANCHEZ MUROS et al., (2015)
calculamos os indices e relacdo, encontrando para a soja sendo 0,21; 0,30 e 4,63
respectivamente. Portanto, a farinha de TG apresenta maior valor dos indices podendo
refletir no filé maléfica dependendo da percentagem utilizada dentro da formulacao.
Nossas dietas apresentaram um aumento de Al e TI. Esse padrdo se manteve no filé
como no figado nesta pesquisa. FABRIKOV et al., (2020) em peixe dourada, truta arco
iris e tenca e IACONISI et al., (2017) em dourada, incluiram diferentes percentagens de

tenébrio mollitor na dieta e observaram um aumento do Al e TI.

Quanto a relacdo h-h, com o uso de TG observamos uma diminuicdo dessa
relacdo no filé. O aumento ou a diminuicdo do h-h esté ligada ao tipo de acidos graxos
presentes na dieta, no entanto, LI et al., (2016) menciona que o0 quitosano derivado da
quitina tem efeito hipocolesterolémicos e hipolipidémicos em animais e humanos,
ocasionando uma diminuicdo desse parametro. Portanto, é de se esperar que 0 cONsumo
da quitina possa infereir no h-h. Apesar de ndo diferir com a inclusdo do tenébrio, o
indice h-h foi menor que na dieta controle, o que indica o efeito hipolipidémico/

hipocolesterolémico da quitina.

5.3 Histologia do figado

Alteracbes histoldgicas no figado foram encontradas com a alta inclusdo de
farinha de insetos, devido a alta percentagem de quitina (ELIA et al., 2018; KUMAR et
al. 2021), e de acidos graxos saturados que podem afetar o acimulo de lipidios no
figado (LI et al., 2017; VARGAS-ABUNDEZ et al., 2019). No entanto, em nosso
trabalho em todos os pardmetros analisados somente a vacuolizacdo foi significativa
(TABELA 6), ocorrendo uma diminuigdo com a inclusdo de 30% de farinha de TG.
Corroborando com Li et al., (2017), onde foi observado que a inclusdo de black soldier
fly diminui o acimulo de hepatdcitos lipidicos em juvenis de carpa Jian, uma vez que a

quitina pode diminuir o lipideo circulante.
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Tabela 6 - Avaliacdo histomorfologica semiquantitativa e valores de inclusdo de lipidios em figado de tilapia do Nilo alimentados com trés dietas
(0, 150 e 300 g/Kg de TG), ap0s a programacdo nutricional.

PG FS TG TWO WAY ANOVA
POOLED POOLED ]
DIETA 0 150 300 SEM 0 150 300 SEM DIETA PG INTERACAO 0 150 300
Vacuolizagdo 3 1875 2 0201 3125 275 1875 0215 2271 0.0833 2.021 a ab b
Hepatdcitos 25 25 225 0347 175 175 1875 0243 3521 0.0833 0.146
Sinusoide 1625 1875 1.875  0.183 2 1625 175 0147  0.0208 0.0033 0.438
Congest&o 1625 175 175 0151 1875 175 175 0147 00833 0.333 0.0833
Necrose 125 1625 1375 0287 1375 1125 0875 0141 0813  2.083 1.021
Inclusdo de 18546 18.274 21.012 1.003 17.132 16.715 18733 0.763 44507 63.572 1.425
lipideos%

Abreviaturas: FS,farelo de soja; TG, tenébrio gigante (Zophobas morio); PG, programacao nutricional. Os dados sdo relatados como média; SEM, erro padréo
da média (n = 12). Letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05)
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No entanto, a literatura se mostra controvérsia. CAIMI et al., (2020) com
diferentes percentagens de black soldier fly em juvenis de esturjdo siberiano néo
encontraram efeito significativo sobre esse parametro, assim como MELENCHON et
al., (2022) trabalhando com tenébrio mollitor e black soldier fly em truta arco iris. Os
autores GUPTA et al., (2020) em dieta com substituicdo total de farinha de peixe por
black soldier fly em alevinos de Lates calcarifer observaram um aumento da
vacuolizagdo. LEE et al., (2017) utilizando grilo doméstico em tilapia hibrida vermelha
observaram anormalidades hepéticas dos peixes como vacuolizacdo citoplasmatica,

danos nos nucleos, degeneracdo gordurosa e inflamacéo nas células do figado.

Apesar de BRUNI et al., (2020) relatar maior acamulo de lipideos no figado com
50% de black soldier fly em truta arco iris, em nosso trabalho ndo houve acimulo de
lipideos no figado com a inclusdo de TG e nem com a programacao nutricional. Assim
como os achados de BELGHIT et al., (2019) RANDAZZO et al., (2021) que utilizaram
dietas de black soldier fly em salmé&o e dourada respectivamente. Demonstrando que o

uso de TG ndo causou danos no tecido hepatico.

5.4 Estresse oxidativo

Os resultados das enzimas CAT e SOD no intestino médio ndo foram
significativas com a substituicdo da farinha de soja pela de TG, bem como o a
peroxidacao lipidica (TBARS) no intestino médio e no filé (TABELA 7). Corroborando
com os achados de AMER et al.,, (2021) em tilapia alimentadas com diferentes
percentagens de lagarta de algoddo. Contudo a literatura menciona que a quitina
presente na farinha de insetos e seus derivados tém propriedades antioxidantes que
exercem efeitos positivos na saude e bem-estar dos animais de criagdo (MAKKAR et
al., 2014; RUMPOLD E SCHLUTER 2013).

A inclusdo de tenébrio molitor aumentou o nivel sérico de SOD e
malondialdeido (MDA) (SU et al., 2017), enquanto LI et al., (2017) observaram que a
inclusdo de farinha de black soldier fly desengordurada em dietas de carpas Jian
(Cyprinus carpio var. Jian) ndo teve efeito sobre a SOD, mas aumentou a catalase sérica

(CAT). Estresse oxidativo do intestino médio e TBARS em filé de tilapia do Nilo
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alimentados com trés dietas (o, 150 e 300 g/Kg de TG), apdés a programacgdo

nutricional.
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Tabela 7 - Estresse oxidativo do intestino médio e TBARS em filé de tilapia do Nilo alimentados com trés dietas (0, 150 e 300 g/Kg de TG), apos
a programacdo nutricional.

PG FS TG TWO WAY ANOVA
DIETA 0 150 300 POOLED SEM 0 150 300 POOLED SEM DIETA PG INTERACAO
SOD 0.546 0.609 0.452 0.045 0.558 0526 0.672 0.047 0.9792 0.4613 0.1693
CAT 23.762 29.444 16.647 2.751 30.296 23.402 21.764 2.008 0.1131 0.5752 0.2483
TBARS 0.013 0.01 0.009 0.002 0.042 0.007 0.009 0.008 0.0593 0.2286 0.2344
TBARS! 29.439 26.881 24.866 3.229 27.953 19.536 23.868 2.077 0.7362 0.5928 0.6555

Abreviaturas: FS,farelo de soja; TG, tenébrio gigante (Zophobas morio); PG, programacao nutricional ; TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico;
SOD, superoxido dismutase (Usod/mg), CAT , Catalase (micromol/mg proteina), TBARS (nanomol/mg proteina). TBARS1 em filé. Os dados sdo relatados
como média; SEM, erro padrdo da média (n = 12).
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BRUNI et al., (2020); SECCI et al., (2019) e WANG et al., (2019) observaram
uma diminuicdo de peroxidagdo lipidica no mdsculo com o aumento da incluséo de
black soldier fly em truta arco-iris e robalo japonés. HIDALGO et al. (2022) em Tinca
tinca alimentada com diferentes farinhas de insetos (black soldier fly e Tenébrio
mollitor), observaram que ambas as farinhas de insetos promoveram alta capacidade
antioxidante no intestino com diminuicdo da peroxidacdo em relacdo a dieta controle.
No entanto, no presente estudo nenhuma diferenca significativa na peroxidacao lipidica

no filé e no intestino médio foram observadas.

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, a programacdo nutricional e as dietas foram capazes de interferir
no perfil lipidico e vacuolizagdo do figado e nos pardmetros plasmaticos. Os resultados
de perfil lipidico encontrado nesse trabalho, indicam a necessidade da modulacdo do
perfil lipidico do inseto ou mesmo a utilizagdo da farinha desengordurada nas dietas. No
entanto, essa alteracdo ndo foi capaz de trazer prejuizo para o animal uma vez que a
inclusdo de 30% TG levou a diminuicdo da vacuolizacdo no figado. E evidenciamos a
importancia da programagao nutricional para a utilizagdo da quitina, demostrando a

possibilidade da inclusédo de farinha de insetos.
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