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RESUMO

VICENTE, Laura Célia de Oliveira Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2024. Adicao de grilo preto em po e farinha de soja combinados ou niao na dieta de ratos
Wistar: avaliacao da qualidade proteica e efeitos sobre marcadores metabdlicos e satide
intestinal. Orientadora: Ceres Mattos Della Lucia. Coorientadoras: Hércia Stampini Duarte
Martino; Barbara Pereira da Silva; Reggiani Vilela Gongalves e Izabela Maria Montezano de
Carvalho.

Os insetos sdo considerados uma promissora fonte de proteinas em um cendrio de aumento da
demanda global por alimentos. Além do alto contetido proteico, eles contém carboidratos na
forma de exoesqueleto quitinoso, que podem chegar intactos ao intestino grosso, e beneficiar a
saude intestinal. O grilo preto (Gryllus assimilis) tem gerado interesse devido ao seu valor
nutricional, entretanto, a aversdo dos consumidores ainda limita a sua aceitacdo em diversos
paises ocidentais. Uma alternativa é transforméa-lo em p6 e incorpord-lo a uma matriz alimentar
comumente utilizada, como a soja, como forma de complementacio nutricional. O objetivo
deste estudo foi, portanto, avaliar a qualidade proteica do grilo preto em pd, associado a farinha
de soja, e seus efeitos sobre marcadores metabdlicos e satude intestinal de ratos Wistar. Quarenta
animais foram distribuidos em 5 grupos (n=8): AIN-93G: controle caseina; GP: 100% da
proteina do grilo preto em p6; GPFS: 30% da proteina do grilo preto em p6 e 70% da farinha
de soja; FS: 100% da proteina da farinha de soja; e AP: dieta aproteica. A qualidade proteica foi
avaliada pelos indices de coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), coeficiente de eficiéncia
proteica (PER), razdo proteica liquida (NPR) e digestibilidade verdadeira (DV). Os marcadores
metabolicos foram avaliados por pardmetros bioquimicos, balanco oxidativo e histologia do
figado. O efeito na satde intestinal foi avaliado por histomorfometria do colon, além da
coloracdo, consisténcia, umidade e pH das fezes e producao de 4cidos graxos de cadeia curta
(AGCC). Ao final de 30 dias, apds jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados com
isoflurano a 3% e eutanasiados por punc¢do cardiaca. O sangue, figado, c6lon e fezes do ceco
foram coletadas para andlises. A ingestao alimentar do grupo GP foi maior que o grupo controle.
O CEA, PER, NPR e DV foram maiores no grupo AIN-93G; apesar disso, todos os grupos
apresentaram um PER acima de 2,0, indicando uma proteina de alta qualidade. Quanto a DV,
todos os grupos apresentaram valores maiores que 90%, o que remete a boa digestibilidade. A
avaliacdo histologica do figado demonstrou similaridade entre GPFS, FS e AIN-93G para
inflamagdo e esteatose hepatica, entretanto, o grupo GP apresentou aumento dessas varidveis.
Os grupos que continham grilo em sua composicdo (GP e GPFS) apresentaram atividade de

superoxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase (GST) semelhantes ao controle,



enquanto o grupo FS apresentou maior atividade de GST comparado aos demais. O grupo GP
apresentou reducdo de malondialdeido (MDA) e aumento de 6xido nitrico (ON), quando
comparado aos grupos teste. O grupo GPFS foi semelhante ao controle para os produtos de
oxidagdo e o grupo FS apresentou redugao na produgao de ON. O grupo GP demonstrou redugdo
de glicose e colesterol total em relagdo ao controle, e 0 GPFS apresentou redugao de colesterol
total e triglicerideos em comparacdo ao controle e FS. Todos os grupos teste reduziram o
colesterol LDL em relacao ao controle. Houve aumento nos niveis de ureia e creatinina no grupo
FS, enquanto as concentracdes de AST reduziram nos grupos GPFS e FS. Quanto a saude
intestinal, o grupo GPFS demonstrou aumento da umidade fecal, comparado ao controle. O pH,
coloracdo e consisténcia das fezes foram semelhantes entre os grupos experimentais. A
producdo de 4&cido propidnico nos grupos teste foi similar, porém menor que o controle,
enquanto o acido butirico foi menor no grupo FS em comparagdo ao controle. Nao houve
diferengas nos parametros histomorfométricos do coélon entre os grupos. Com base nos
resultados, conclui-se que o grilo preto em pd ¢ uma alternativa promissora de alta qualidade
proteica, com efeitos benéficos na saude intestinal, sem prejuizos a saude hepatica quando

associado a farinha de soja.

Palavras-chave: entomofagia; Gryllus assimilis; insetos comestiveis; Glycine max L.;

digestibilidade proteica; estresse oxidativo; funcionamento intestinal.



ABSTRACT

VICENTE, Laura Célia de Oliveira Souza, M.Sc., Federal University of Vigcosa, May, 2024.
Addition of black cricket powder and soy flour combined or not in the diet of Wistar rats:
evaluation of protein quality and effects on metabolic markers and intestinal health.
Adviser: Ceres Mattos Della Lucia. Coadvisers: Hércia Stampini Duarte Martino; Bérbara
Pereira da Silva; Reggiani Vilela Gongalves and Izabela Maria Montezano de Carvalho.

Insects are considered a promising protein source in the context of increasing global demand
for food. In addition to their high protein content, they contain carbohydrates in the form of
chitinous exoskeletons, which can reach the large intestine intact and benefit intestinal health.
The black cricket (Gryllus assimilis) has garnered interest due to its nutritional value; however,
consumer aversion still limits its acceptance in many Western countries. One alternative is to
process it into powder and incorporate it into commonly used food matrices like soy, as a
nutritional supplement. Therefore, the aim of this study was to evaluate the protein quality of
black cricket powder, combined with soy flour, and its effects on metabolic markers and
intestinal health of Wistar rats. Forty animals were divided into 5 groups (n=8): AIN-93G:
casein control; GP: 100% black cricket powder protein; GPFS: 30% black cricket powder
protein and 70% soy flour; FS: 100% soy flour protein; and AP: protein-free diet. Protein
quality was assessed using feed efficiency ratio (FER), protein efficiency coefficient (PER), net
protein ratio (NPR) and true digestibility (TD). Metabolic markers were evaluated by
biochemical parameters, oxidative balance, and liver histology. The effect on intestinal health
was assessed through colon histomorphometry, as well as stool color, consistency, moisture,
and pH, and short-chain fatty acid (SCFA) production. At the end of 30 days, after a 12-hour
fast, the animals were anesthetized with 3% isoflurane and euthanized by cardiac puncture.
Blood, liver, colon, and cecal stools were collected for analysis. Food intake in the GP group
was higher than in the control group. FER, PER, NPR, and TD were higher in the AIN-93G
group; despite this, all groups showed a PER above 2.0, indicating high-quality protein.
Regarding TD, all groups presented values above 90%, which suggests good digestibility.
Histological evaluation of the liver showed similarity between GPFS, FS, and AIN-93G for
inflammation and hepatic steatosis; however, the GP group showed an increase in these
variables. The groups containing cricket in their composition (GP and GPFS) showed
superoxide dismutase (SOD) and glutathione-S-transferase (GST) activities similar to the
control, while the FS group showed higher GST activity compared to the others. The GP group
showed a reduction in malondialdehyde (MDA) and an increase in nitric oxide (NO) compared

to the test groups. The GPFS group was similar to the control in terms of oxidation products,



and the FS group showed a reduction in NO production. The GP group showed a reduction in
glucose and total cholesterol compared to the control, and the GPFS group showed a reduction
in total cholesterol and triglycerides compared to the control and FS. All test groups reduced
LDL cholesterol compared to the control. There was an increase in urea and creatinine levels
in the FS group, while AST concentrations decreased in the GPFS and FS groups. Regarding
gut health, the GPFS group showed an increase in stool moisture compared to the control. The
pH, color, and consistency of the stool were similar among the experimental groups. Propionic
acid production in the test groups was similar but lower than the control, while butyric acid was
lower in the FS group compared to the control. There were no differences in colon
histomorphometric parameters between the groups. Based on the results, it is concluded that
black cricket powder is a promising alternative of high protein quality, with beneficial effects

on gut health, without detriment to liver health when associated with soybean flour.

Keywords: entomophagy; Gryllus assimilis; edible insects; Glycine max L.; protein

digestibility; oxidative stress; intestinal functioning.
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1. INTRODUCAO

A prética da entomofagia, definida como o consumo de insetos (Lucas et al., 2020),
embora ndo seja comum nos paises ocidentais, tem raizes historicas e € parte integrante da dieta
em aproximadamente 113 paises em todo o mundo (Barennes et al., 2015). Essa cultura é mais
prevalente em regides da Asia, Africa e América Latina, onde mais de 2.100 espécies de insetos
jé foram identificadas como comestiveis (Jongema, 2017).

Os insetos emergem como uma alternativa promissora na producdo de proteina para
consumo humano, auxiliando na seguranca alimentar, especialmente 2 medida que a demanda
global por alimentos e proteinas aumenta em um mundo cada vez mais populoso (Van Huis,
2013). Com ciclos de vida curtos em comparacao com os animais de produ¢do convencionais,
além da necessidade de pouco espago para produzir rendimentos elevados, os insetos estiao se
tornando uma industria de alto valor econémico e sustentavel (Jensen et al., 2017).

Sistemas de producdo de carne requerem elevada quantidade de terra, energia e 4gua,
contribuem para a poluicdo do solo e das dguas subterraneas e emitem grandes quantidades de
gases de efeito estufa (Bhat et al., 2015). Em compara¢do com animais produtores de proteinas
convencionais, como gado, porcos e aves, os insetos podem fornecer quantidade equivalente de
proteina animal usando menos terra e 4gua, além de produzir niveis muito mais baixos de gases
de efeito estufa e, por isso, sdo considerados fontes de proteina ambientalmente sustentiveis
(Oonincx et al., 2010).

Essa crescente popularidade da entomofagia ressalta a importancia sobre a composi¢ao
nutricional dos insetos, com destaque para seu alto teor de proteinas, variando de 12 a 74%
entre os diversos géneros, representando a maior por¢ao de sua composicao (Bessa et al., 2020;
Van Huis, 2013).

Além disso, os insetos contém carboidratos estruturais na forma de exoesqueleto
quitinoso, equivalentes aos encontrados em fibras e em propor¢des semelhantes a celulose em
alimentos a base de graos (Bukkens, 2005). A quitina pode chegar intacta ao intestino grosso,
onde tem potencial para atuar como prebidtico, promovendo o crescimento de bactérias
benéficas, contribuindo assim para a melhora da satde intestinal.

Alguns estudos também mostraram que os insetos possuem maiores concentragdes de
minerais como ferro e calcio do que a carne bovina, e que alguns insetos sao ricos em vitaminas
do complexo B, B-caroteno e vitamina E (Bukkens, 2005; Raubenheimer, Rothman, 2013;
Rumpold & Schliiter, 2013). Em trabalho realizado por nossa equipe de pesquisa (Oliveira et

al., 2023), verificou-se que o grilo preto em p6 se mostrou boas fontes de magnésio e fontes de
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célcio. Ademais, mostrou-se excelentes fontes de proteina e fontes de potdssio e niacina. No
entanto, ndo foram encontradas quantidades significativas de carotenoides e riboflavina.

O conhecimento da seguranga alimentar em relacido ao uso de insetos na produgdo de
alimentos € limitado, o que provavelmente se torna uma barreira para sua introducdo na
alimentacdo humana nos paises ocidentais (Lange & Nakamura, 2021). Entretanto, de acordo
com a FAO (2013), a producio de insetos para consumo humano é segura.

Dentre os insetos com potencial de utilizacdo na alimentacdo humana, o Gryllus
assimilis tem gerado interesse no meio cientifico, devido ao seu valor nutricional (Aradjo et al.,
2019; Bisconsin-Junior et al., 2018). Embora se destaque pelo seu valor nutricional, a aversao
dos consumidores ainda constitui umas das principais barreiras para a sua ado¢do como uma
fonte vidvel de nutrientes em diversos paises ocidentais (Van Huis et al., 2021). Diante disso,
uma estratégia para aumentar a sua aceitacdo € retirar o inseto de sua forma original,
transformando-o em pd. Ainda, acrescentar esse p0 em uma matriz alimentar amplamente
consumida em todo o mundo, como a soja, como forma de complementacdo nutricional,
também pode ser considerada uma op¢ao (Aboge et al., 2022; Bisconsin-Junior et al., 2022;
Haber et al., 2020; Montevecchi et al., 2021; Oibiokpa et al., 2018; Tao e Li, 2018).

A adi¢do de farinha de soja contribui para a melhoria da composicdo nutricional do
produto, oferecendo um equilibrio entre macronutrientes e adicionando fibras alimentares que
promovem a saude intestinal. Funcionalmente, a farinha de soja melhora a textura, a estrutura
e a estabilidade térmica do produto final, além de conferir propriedades emulsificantes que sao
fundamentais para a consisténcia e a estabilidade dos alimentos processados (Liu et al., 2020).
Sensorialmente, a adi¢do de soja suaviza o sabor caracteristico da farinha de grilo e melhora a
aparéncia visual do produto, tornando-o mais atrativo para o consumidor. Do ponto de vista
econdmico, essa combinacdo também permite um produto mais acessivel, ja que a soja € uma
matéria-prima relativamente barata e amplamente disponivel, contribuindo para a redu¢édo dos
custos de producdo e ampliando as possibilidades de aplicacdo do produto final (Garcia et al.,
2021). Por fim, a soja adiciona compostos bioativos, como as isoflavonas, que trazem
beneficios adicionais a saide, como a potencial reducdo do colesterol e propriedades
antioxidantes, aumentando ainda mais o valor funcional da mistura final (Messina et al., 2019);
Rodrigues et al., 2021). Assim, a combinagdo dessas duas farinhas resulta em um alimento mais
completo, versitil e comercialmente vidvel.

Mesmo com o crescente interesse no uso de insetos na alimentacdo humana,

especialmente do Gryllus assimilis, estudos que tenham avaliado sua qualidade proteica, € os
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seus efeitos sobre marcadores metabodlicos e satde intestinal in vivo sdo inexistentes. O presente
projeto visou, portanto, preencher essa lacuna do conhecimento, contribuindo com dados que
poderio ser utilizados para o desenvolvimento de produtos a partir desse pd, caso ele apresente
boa qualidade proteica e ndo altere e/ou melhore a saide intestinal e os marcadores metabolicos

dos animais.

2. HIPOTESE
O grilo preto em pd, associado a farinha de soja, apresenta boa qualidade proteica e

efeito positivo em marcadores metabdlicos e saide intestinal de ratos Wistar.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a qualidade proteica do grilo preto em pd, associado ou ndo a farinha de soja, e seus

efeitos sobre marcadores metabolicos e saude intestinal em ratos Wistar.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a composicdo centesimal: umidade, cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos e
conteddo de fibra alimentar do grilo preto em p6 e da farinha de soja;

e Avaliar o perfil de aminoécidos da farinha de soja;

e Avaliar indices murinométricos como: consumo alimentar, coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) e ganho de peso dos animais;

e Avaliar a qualidade proteica do grilo preto em p6 em ratos Wistar de acordo com o cdlculo
dos indices: coeficiente de eficiéncia proteica (PER), razdo proteica liquida (NPR) e
digestibilidade verdadeira (DV);

e Avaliar as concentragdes plasmadticas de: glicose, colesterol total e fragdes, atividade da
aspartato aminotransferase (AST), atividade da alanina aminotransferase (ALT),
triglicerideos, creatinina, ureia e acido urico;

e Analisar a histologia do figado dos animais;

e Analisar os marcadores oxidativos no figado dos animais por meio da quantificagdo dos
produtos da oxidag¢do (malondialdeido, 6xico nitrico e proteina carbonilada) e da atividade

das enzimas antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e glutationa-S-transferase);
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e Analisar os efeitos do consumo de grilo preto em pd, associado ou ndo a farinha de soja,
sobre a saude intestinal dos animais de acordo com a consisténcia, coloracdo, umidade e pH

das fezes, producdao de AGCC, além da avalia¢do da histomorfometria do célon.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Entomofagia: histérico e importiancia

A préatica de consumir insetos, conhecida como entomofagia, remonta ao periodo
Pleistoceno, que compreende um intervalo de tempo entre 2,588 milhdes e 11,7 mil anos atras
(Schabel, 2010). Os primeiros hominideos ja se alimentavam de insetos e, hoje em dia, essa
prética estd presente em mais de 100 paises ao redor do mundo (Payne et al., 2019).

A origem da entomofagia pode ser rastreada em trés estdgios principais: tempos antigos,
Idade Média e entomofagia moderna. Na antiguidade, certos insetos, como grilos, eram
considerados iguarias e muito cobicados pelos romanos como parte dos banquetes reais,
principalmente no Oriente Médio e na Grécia. J4 na Idade Média, a entomofagia estava
relacionada a busca pelos beneficios medicinais dos insetos, como observado em culturas
asidticas e na medicina chinesa (Zugravu, 2023). A entomofagia moderna se refere a
redescoberta da pratica pela cultura ocidental, trazida de volta ao século XIX por exploradores
que observaram a alimentacio em condados tropicais da Africa Central e do Norte ou praticas
alimentares indigenas na América do Norte e do Sul (Lockwood, 2014; Van Huis, 2017).

Os astecas eram conhecidos por utilizarem cerca de 91 espécies de insetos como
alimento, preparados de diversas maneiras, como assados, fritos, branqueados, como temperos
ou mesmo in natura (Tao, Li 2018).

Os insetos apresentam grande versatilidade no consumo, podendo ser consumidos de
diversas maneiras e em diferentes estigios evolutivos. Além do consumo direto, eles também
possuem grande importancia comercial devido aos produtos que produzem ou excretam, como
o mel e a seda (FAO, 2013). As abelhas, por exemplo, produzem cerca de 1,2 milhdo de
toneladas de mel comercial por ano, enquanto os bichos-da-seda produzem mais de 90.000
toneladas de seda (FAO, 2009). Outro exemplo € o corante carmim, produzido por cochonilhas
(ordem Hemiptera), que ¢ amplamente utilizado para colorir alimentos, tecidos e produtos
farmacéuticos (Maatsch & Gras, 2016)

Atualmente, ha mais de 2100 espécies de insetos comestiveis identificadas em todo o
mundo (Mitsuhahi, 2019). Essas espécies podem ser coletadas na natureza, em estado selvagem,

semicultivadas ou cultivadas em paises do sudeste asidtico, Tailandia e China (Hanboonsong et
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al., 2013). A pritica da entomofagia é mais comum em paises como Africa, Coldmbia, México,
China, Tailandia, Indonésia, Japdao e Austrdlia. No entanto, em paises onde os padrdes
alimentares sdo ocidentalizados, o consumo de insetos ainda é raro ou culturalmente
inapropriado, resultando em uma discussdo pouco comum nas agendas de sustentabilidade e
seguranca alimentar (Van Huis, 2017).

Desde 2003, a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) tem se dedicado a temas relacionados a entomofagia em vérios paises do mundo. O foco
tem sido gerar e compartilhar conhecimento sobre o tema, bem como fornecer suporte aos
paises membros (FAO, 2013).

Em 2014, foi realizada a Conferéncia Mundial sobre Insetos para Alimentar o Mundo,
com o objetivo de discutir questdes relacionadas ao uso de insetos como alimentos e racoes.
Representantes de 42 paises concluiram que os principais desafios incluem aumentar a
conscientizacdo do publico em geral para promover os insetos como uma op¢ao sauddvel para
humanos e animais, influenciar os formuladores de politicas a aprovarem legislacdes de
alimentos e ragdes que incluam insetos e aumentar os esforcos de pesquisa para fornecer dados
validados e evidéncias cientificas dos beneficios do uso de insetos nas cadeias alimentares
(FAO/WUR, 2014).

Atualmente, os insetos mais utilizados na alimentacdo humana sido besouros
(Coleoptera), lagartas (Lepidoptera) e abelhas, vespas e formigas (Hymenoptera),
representando, respectivamente, 31%, 18% e 14% do total consumido. Em seguida, estdo
gafanhotos, grilos (Orthoptera), cigarras, cochonilhas e percevejos (Hemiptera), cupins
(Isoptera), libélulas (Odonata), moscas (Diptera) e outras ordens (5%) (FAO, 2013).

No Brasil, apesar de a entomofagia estar relacionada a hdbitos de comunidades
marginalizadas, quatro insetos principais sdo consumidos em algumas comunidades: ica ou
tanajura (Atta spp.); a larva do bicho-da-taquara (Morpheis smerintha, Lepidoptera); as larvas
de bicho-das-palmeiras (Rhynchophorus palmarum e Rhinobarbirostris) e a larva do bicho-do-
coco (Pachymerus nucleorum, Coleoptera) (Costa-Neto & Dunkel 2016). Apesar de ainda
pouco consumidos no pais, o grilo preto (Gryllus assimilis) vém sendo estudado como uma
iniciativa para promover a difusdo de alimentos alternativos (Araujo et al., 2019; Feng, 2018;

Singson et al., 2016).
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4.2. Entomofagia e seguranca alimentar e nutricional

A Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) é conceituada pela Lei n° 11.346, de 15 de
julho de 2006, como o direito de todos ao acesso regular e permanente a alimentos de qualidade,
em quantidade suficiente, sem prejudicar o acesso a outras necessidades bésicas, que respeitem
a diversidade cultural e que sejam sustentdveis do ponto de vista social, econdmico e ambiental
(Brasil, 2006).

Atualmente, ha questdes iminentes em todo o mundo sobre a produgdo sustentavel de
alimentos em quantidade suficiente para alimentar toda a populagao mundial. Considerando as
projecdes da Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), de
que a populacdo mundial atingird 9,8 bilhdes de pessoas até 2050, € evidente a necessidade de
reavaliar a forma como os alimentos sdo produzidos e consumidos (ONU, 2015). Nesse sentido,
€ crucial buscar novas formas sustentdveis de cultivo de alimentos, especialmente em paises
desenvolvidos e industrializados, onde a porcentagem do consumo de proteina derivada da
carne € maior do que nos paises em desenvolvimento (Batat, Peter, 2020).

Diante desse cendrio, a inseguranga alimentar e nutricional € um desafio cada vez mais
complexo e de crescente importancia. Nesse sentido, a utilizagdo de insetos comestiveis pode
representar uma alternativa valiosa e sustentivel para enfrentar questdes como fome,
superexploracdo de recursos naturais e superproducdo e consumo de proteinas animais, bem
como gerar oportunidades de emprego, uma vez que essa pratica é considerada uma
biotecnologia emergente (Batat, Peter, 2020).

A FAO (2013) considera os insetos como uma potencial fonte alimentar para lidar com
as preocupacdes globais de seguranca alimentar e incentiva a ampliacdo do seu uso na
alimentacdo. Em todo o mundo, a entomofagia desempenha papel importante na seguranca
alimentar humana.

Apesar disso, ainda sdo limitados os estudos que avaliam de forma abrangente a
composi¢do nutricional e a viabilidade alimentar, econdmica e de producdo desses insetos
destinados ao consumo humano. Dessa forma, é necessario um maior investimento em
pesquisas que possam aprofundar o conhecimento sobre as possibilidades e limitagdes da
utilizacdo de insetos comestiveis para a promocao da seguranca alimentar e nutricional em

diferentes contextos (Batat, Peter, 2020).
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4.3. Entomofagia e sustentabilidade

Atualmente, os insetos comestiveis sdo um recurso alimentar natural para muitos grupos
étnicos na Asia, Africa, México e América do Sul, onde a entomofagia é uma prética sustentdvel
que oferece beneficios econdmicos, nutricionais e ecoldgicos para as comunidades rurais
(Jongema, 2017; Yen, 2010).

Tradicionalmente em paises tropicais, os insetos comestiveis sdo colhidos da natureza.
Entretanto, a criagdo de insetos comestiveis em instala¢des industriais confinadas estd sendo
investigada como uma alternativa vidvel para suprir a crescente demanda global por proteina
(Van Huis, 2017). Esse aumento na busca por fontes alternativas de proteina surge como uma
necessidade devido ao aumento do consumo de alimentos de origem animal, impulsionado pelo
crescimento da populacdo humana, aumento da renda e urbanizacdo nos ultimos 50 anos.
Consequentemente, o setor pecudrio cresce em uma taxa acelerada, competindo cada vez mais
por recursos e exercendo pressdes ambientais generalizadas em muitas partes do mundo
(Herrero et al., 2015; Rehman et al., 2021).

Atualmente, a producdo de carne representa cerca de 15% da energia total na dieta
humana, enquanto aproximadamente 80% das terras agricolas sdo usadas para pastagem animal
ou producdo de ragdo para rebanhos (Herrero et al., 2015; Herrero et al., 2016). No entanto, o
impacto ambiental do setor € significativo, contribuindo para a acidificagdo devido a lixiviacao
de amonia, mudanca climdtica devido as emissdes de gases de efeito estufa, desmatamento,
erosao do solo, desertificacdo, perda de biodiversidade vegetal e poluicdo da 4gua com emissdes
de gases de efeito estufa, desmatamento, erosdo do solo, poluicdo da 4gua e perda de
biodiversidade vegetal (Gerber et al., 2013; Steinfeld et al., 2006).

Visando adotar préticas alimentares mais sustentdveis do ponto de vista ambiental, a
reducdo do consumo de carne vermelha pode ser estabelecida pela substituicdo por proteinas
vegetais ou por uma transi¢do de ruminantes para espécies de menor impacto, como porcos e
aves (Smil, 2002). Ainda assim, possibilidades de outras fontes alternativas de proteina sio
investigadas, tais como carne cultivada in vitro, algas marinhas, microalgas e insetos (Onwezen
et al., 2020).

Segundo Smetana et al. (2015), varios substitutos de carne foram comparados em
relacdo ao seu impacto ambiental, usando varios indicadores. Entre eles, os produtos a base de
insetos e farelo de soja apresentaram o menor impacto ambiental. Os insetos sdo uma possivel
alternativa, pois produzem quantidades muito menores de gases responsaveis pelo efeito estufa,

como metano e 6xido nitroso, em comparagdo com o gado convencional (Bhat et al., 2015;
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Oonincx et al., 2010). Além disso, a criagc@o de insetos pode ser realizada facilmente em espagos
pequenos e por um curto periodo, devido ao seu ciclo de vida curto e alta taxa de crescimento.
Os insetos comestiveis também ndo precisam ser alimentados com graos, tornando a criacdo
mais ecoldgica que a do gado tradicional (Oonincx et al., 2010).

Os insetos comestiveis podem ser alimentados com uma variedade de alimentos,
incluindo racdo para animais, frutas, verduras e cereais, o que torna sua producdo flexivel
(Simplicio, 2022). Além disso, a producdo de insetos € mais sustentdvel que outras proteinas
convencionais. Para produzir 1 kg de inseto comestivel, sdo necessdrios cerca de 151 litros de
dgua, 3 kg de racdo e 15 m? de espaco. Em contraste, a producdo de carne bovina e suina requer
cerca de 30.000 litros de dgua, 40 kg de racdo, 250 m? de espago para carne bovina e 3.500
litros de 4gua, 7 kg de racdo, e 55 m? para carne suina (FAO, 2013).

4.4. Aspectos nutricionais

De maneira geral, é possivel afirmar que os insetos apresentam alto conteido de
nutrientes € podem ser uma excelente fonte de proteinas e lipideos, além de apresentarem
concentracdes significativas de minerais, vitaminas e energia (Gémez et al., 2019; Oliveira et
al., 2023). Entre as diversas ordens de insetos, os principais componentes sdo proteinas e
lipidios, seguidos por fibra alimentar, extrato livre de nitrogénio (ELN) e cinzas (Oliveira et al.,
2023; Rumpold & Schliiter, 2013).

O principal interesse no uso de insetos na alimentacdo humana tem foco no seu alto
conteddo de proteina. Em base seca, a proteina € o componente prevalente em insetos
comestiveis. Vale ressaltar que o conteudo proteico e de vitaminas encontrado nos insetos nao
€ apenas atribuido a espécie, mas também ao substrato ao qual o inseto se alimenta (Bessa et
al., 2020; Chen et al., 2009; Ramos-Elorduy et al., 2002; Rumpold & Schliiter, 2013; Van Huis,
2021).

A composi¢do nutricional de insetos comestiveis pode variar significativamente. O
conteudo proteico, por exemplo, em algumas espécies pode variar entre 35 a 77% da matéria
seca (Rumpold & Schliiter, 2013; Oliveira et al., 2023). Considerando os lipidios, os dcidos
graxos palmitico e estedrico sdo os principais saturados encontrados em insetos comestiveis,
variando entre 19 e 26% do seu contetddo. J4 os monoinsaturados sdo representados pelos dcidos
palmitoleico e oleico, podendo representar cerca de 30% do conteudo total de acidos graxos,
enquanto no grupo dos poli-insaturados, destacam-se o 4cido linoleico (6mega-6), alfa-

linolénico (6mega-3) e gama-linolénico, variando entre 12 e 32% em algumas espécies
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(Chakravorty et al., 2014; Janssen et al., 2017). Alguns insetos também apresentam o acido
laurico em sua composic¢ao lipidica (Van Huis, 2021).

No que se refere aos carboidratos, é predominante a presenga de quitina, quitosana e
quito-oligossacarideos, um polissacarideo encontrado no exoesqueleto dos insetos, que também
oferece beneficios prebidticos, promovendo a satide intestinal (Khusro et al., 2020). O contetido
de fibra alimentar nos insetos comestiveis € significativo e varia amplamente entre as diferentes
espécies. Em geral, a fibra alimentar, predominando a fibra insoldvel, pode representar uma
importante fracdo do contetido nutricional dos insetos, contribuindo para beneficios a saude
intestinal. Estudos tém mostrado que os insetos comestiveis possuem uma média de 5 a 13%
de fibra alimentar (Rumpold & Schliiter, 2013; Van Huis, 2013).

Além disso, os insetos sdo ricos em micronutrientes como ferro, zinco, magnésio e
vitaminas do complexo B, que sdo essenciais para a saude (Belluco et al., 2013). Dentre as
vitaminas, estudos relatam que os mesmos apresentam riboflavina, biotina e 4cido pantoténico
(Van Huis, 2021). Em uma pesquisa do nosso grupo, Oliveira et al. (2023) verificaram que o
Tenebrio molitor em pé mostrou-se fonte de vitamina E e niacina, ja o grilo preto (Gryllus
assimilis) em po apresentou-se como fonte de niacina.

Ainda, dependendo do modo de preparo e tamanho da porcdo, os insetos comestiveis
podem ser considerados boas fontes de cdlcio (20,0 a 130,0 mg), cobre (1,35 a 2,0 mg),
manganés (1,0 a 2,0 mg), magnésio (90,0 a 200,0 mg) e zinco (8 a 12mg) (De Castro et al.,
2018). Estes achados vao de acordo com os resultados obtidos por Oliveira et al. (2023), nos
quais elevadas concentragOes de célcio, ferro, cobre, zinco, magnésio e manganés foram
observadas em amostras de Tenebrio molitor e Gryllus assimilis em pd. Além dos macros e
micronutrientes, 0s insetos comestiveis apresentam alguns compostos bioativos, como
peptideos bioativos com acdo antioxidante, polifendis, fitoesterdis e glicosaminoglicanos (Van
Huis, 2021). Esses atributos nutricionais tornam os insetos comestiveis uma op¢ao promissora

para a populacdo global crescente.

4.5. Gryllus assimilis
O Gryllus assimilis, comumente conhecido como grilo preto, grilo do campo ou grilo
jamaicano, € uma espécie de grilo monomorfico totalmente alado, com trés pares de asas longas.
E amplamente distribuido nas Indias Ocidentais, América do Sul e Central (Feng et al., 2018;
Skerrett, 2019). Na natureza, os grilos podem ser considerados pragas eventuais, causando

danos econdmicos em dareas agricolas (Barbosa et al., 2009).
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O género Gryllus é composto por cerca de 2 mil espécies descritas, € uma das mais
frequentes no Brasil € o Gryllus assimilis. Esses insetos sdo polifagos, ou seja, t€ém o héabito de
se alimentar de uma ampla variedade de fontes alimentares, como matéria vegetal e orgénica,
incluindo, folhas, gramineas, sementes, frutos caidos, raizes e brotos (Barbosa et al., 2009;
Simplicio, 2022).

De modo geral, os grilos sdo criaturas noturnas que habitam ambientes com vegetacdo
rasteira, como campos nativos ou lavouras com cobertura vegetal deficiente. Durante o dia, eles
se abrigam em locais imidos e escuros, como debaixo de detritos e em galerias subterraneas
(Barbosa et al., 2009; Castedo, 2018; Garber, 2013).

Com o intuito de introduzir o consumo de grilo preto na alimentacdo humana, pesquisas
tém explorado diversas formas de consumo do Gryllus assimilis, como o uso de suplementos
ou aditivos ricos em proteinas, bem como a incorpora¢do do inseto como uma nova fonte de
proteina alternativa em paes sem gliten (Machado et al., 2019; Montowska et al., 2019).

O perfil nutricional do Gryllus assimilis também tem despertado interesse, uma vez que
ele apresenta alta concentracdo de proteinas, correspondendo a cerca de 61,0 a 67,97% de sua
composi¢do em termos de macronutrientes (Aradjo et al., 2019; Bisconsin-Junior et al., 2018;
Oliveira et al., 2023). Além disso, o inseto também contém uma quantidade significativa de
lipidios (20,96%), fibra alimentar total, (11,24%) e cinzas (3,19%) (Machado et al., 2019;
Oliveira et al., 2023).

Dentre os minerais encontrados em sua composi¢do, destacam-se o ferro (9,5 mg) e
célcio, sendo os minerais mais significativos e com valores superiores ou semelhantes aos
encontrados em outras fontes de proteina animal, como no lombo suino (Aratgjo et al., 2019;
Latunde-Dada, Yang & Alviles 2016; Mlcek et al., 2014; Rumpold & Schliiter, 2013). Estes
achados sdo semelhantes aos resultados obtidos em um estudo prévio da nossa equipe (Oliveira
et al., 2023).

Embora haja poucos dados disponiveis sobre o contetido de vitaminas neste inseto, um
estudo realizado por Schmidt et al. (2019) encontrou 2,88 ug de vitamina B12/100 g em sua
composi¢do, indicando que o Gryllus assimilis € uma excelente fonte de vitamina B2 e pode
contribuir significativamente para as necessidades nutricionais desse nutriente.

Além de seu perfil nutricional interessante, a incorporacdo de grilos na alimentacdo é
facilitada pelo seu sabor, que € descrito como semelhante ao de frutas secas e améndoas,

enquanto a textura € descrita como crocante (Sogari, 2015).
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4.6. Qualidade proteica

As proteinas sdo componentes estruturais essenciais encontrados em todas as células do
corpo humano, e sao fundamentais na constru¢do e manutencdo de tecidos, formacdo de
enzimas, hormodnios e anticorpos, além de regular processos metabdlicos e fornecer energia
(Oibiokpa, 2018).

As proteinas fornecem aminodcidos, € os mesmos sao divididos em trés categorias: os
indispensaveis, que incluem, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina, os quais devem ser consumidos por meio da alimentagdo; os
dispensaveis, cisteina, tirosina, glicina, arginina, glutamina, prolina, serina que sao produzidos
naturalmente pelo organismo em condi¢des fisioldgicas normais; e os condicionalmente
indispensaveis, 0s quais sdo essenciais para certas fases da vida, como o crescimento, gravidez
ou em condi¢Oes especificas (patologias ou condi¢do imunoldgica comprometida) (Kirby;
Danner, 2009).

Uma mistura proteica de boa qualidade € caracterizada por uma combinagdo adequada
de aminodcidos essenciais e nitrogénio total, além de apresentar uma boa digestibilidade
(Mendes, 2009; Pires et al., 2006; Sarwar et al., 1997). Essa qualidade trata da capacidade do
organismo humano em satisfazer as necessidades nutricionais para fins de sintese proteica, o
que ocorre por meio do consumo de aminodcidos indispensdveis e dispensdveis (Mendes,
2009).

Os insetos tém sido descritos pela literatura como ricos em proteinas, podendo ser uma
fonte alternativa de nutrientes na alimentacdo humana. Além disso, a digestibilidade das
proteinas de insetos € alta, o que significa que uma maior propor¢ao de aminoacidos € absorvida
pelo corpo em comparacao com outras fontes de proteina (Van Huis, 2013).

Além do alto teor proteico, os insetos comestiveis apresentam amplo perfil de
aminodcidos, com destaque para os indispensdveis, que podem variar entre espécies e até
mesmo dentro de uma mesma espécie. Geralmente, os aminodcidos limitantes sdo a lisina e o
triptofano (Nongonierma, Fitzgerald, 2017; Raheem et al., 2019). Estudos realizados por
Montowska et al., (2019) em trés amostras de farinha de grilo (Acheta domesticus), mostraram
um conteudo de proteina variando entre 42 e 45,8%, enquanto Araujo et al., (2021) encontraram
um contetddo proteico de 65,52% para o Gryllus assimilis.

No entanto, pouco se sabe sobre a qualidade proteica dos insetos e sua capacidade de
fornecer aminodcidos indispensdveis e nitrogénio nao essencial para a sintese proteica (Rostom

& Shine, 2018). Nesse sentido, € de grande interesse avaliar a qualidade da proteina do grilo
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preto (Gryllus assimilis), a partir da andlise de sua composi¢do quimica, digestibilidade,
eficiéncia de crescimento e manutengdo de peso (Aradjo, et al., 2021; Malla; Ngrgaard; Roos,

2023).

4.7. Seguranca alimentar no uso de farinhas de insetos

Devido ao crescente interesse global no uso de insetos como fonte de alimento e ao
aumento rdpido do consumo em paises ocidentais, surgiram preocupagdes sobre a seguranca
alimentar e os riscos associados ao consumo desses insetos. O conhecimento da seguranca
alimentar em relacdo ao uso de insetos na producdo de alimentos € limitado, o que
provavelmente se torna uma barreira para a introducao e promog¢ao do uso de insetos em dietas
humanas nos paises ocidentais (Lange & Nakamura, 2021).

De acordo com a FAO (2013), a produgdo de insetos para consumo humano € segura e
pode ser realizada de forma sustentdvel, com baixo impacto ambiental e alta efici€éncia na
conversdao de alimentos em proteinas. Os insetos utilizados para a producdo de farinha
apresentam baixo risco de transmissdo de patdégenos, como bactérias, virus e parasitas, quando
produzida e manuseada corretamente. No entanto, o risco de insetos comestiveis transmitirem
doencas aos seres humanos nao foi suficientemente explorado (Lange & Nakamura, 2021; Van
Huis, 2021).

Apesar desses beneficios, existem desafios especificos no processamento de farinhas de
insetos que precisam ser abordados para garantir a seguranga alimentar. A contaminacao
cruzada durante o processamento, armazenamento e distribuicdo € um risco potencial que
requer atencdo. Regulamentacgdes claras e protocolos de controle de qualidade sdo necessarios
para prevenir a contaminagdo e garantir que as farinhas de insetos sejam seguras para consumo
(Rumpold & Schliiter, 2013). Além disso, alguns insetos podem conter alérgenos que sao
capazes de desencadear reacOes alérgicas em pessoas sensiveis, destacando a necessidade de
pesquisas adicionais para identificar e minimizar esses riscos (EFSA, 2015).

A medida que o interesse nos insetos comestiveis cresce, a adogdo de praticas seguras
de manejo, processamento e consumo serd fundamental para superar barreiras culturais e

garantir a aceitacdo generalizada dos insetos como fonte de alimento.

4.8. Soja
A soja, pertencente ao género Glycine max L., € uma planta herbacea amplamente

cultivada no Brasil. Suas variedades comerciais apresentam caules pouco ramificados e raizes
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com eixo principal e multiplas ramificacdes, com vagens levemente arqueadas. Ao
amadurecerem, as vagens adquirem uma variedade de cores, que vdo do verde ao amarelo-
palido, marrom-claro, marrom ou cinza, ¢ podem conter de uma a cinco sementes lisas, de
formato eliptico ou globoso, com tegumento de tonalidade amarelo-p4lido e hilo preto, marrom
ou amarelo-palha (Embrapa, 2021).

A soja é rica em uma variedade de nutrientes, incluindo vitaminas (tocoferol, tiamina,
riboflavina, filoquinona e dcido f6lico), fosfolipidios e minerais (potdssio, magnésio, fésforo,
ferro, zinco, cdlcio, sédio, silicio, enxofre, molibdénio, manganés e cobre) (Embrapa, 2021;
Esteves & Monteiro, 2001; Mandarino, 2008).

Dentre as fontes de proteina vegetal, como cereais e leguminosas, a soja destaca-se pelo
seu elevado conteudo de proteinas (40%), seguido de lipidios (20%). Além disso, seus
compostos bioativos, como os isoflavonoides, tém a capacidade de gerir e reduzir o risco de
doencas cronicas nao transmissiveis (Achouri et al., 2005; Berno, Lopes & Canniatti-Brazaca,
2008).

Por meio do melhoramento genético, novos cultivares de soja sdao desenvolvidos para
aprimorar o sabor e modificar sua composicdo quimica. O cultivar UFVTN 105 AP, a ser
utilizado no estudo, foi desenvolvido pelo Programa de Melhoramento de Soja do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de Vigosa e apresenta maior quantidade de proteinas e
auséncia de lipoxigenases em sua composicdo (Carvalho, et al., 2013; Martino, et al., 2011;
Oliveira et al., 2007).

A soja, embora seja rica em proteinas € minerais, também contém compostos bioativos
como 4cido fitico, oligossacarideos e inibidores de tripsina, os quais podem afetar
negativamente a absorcao de proteinas e a biodisponibilidade de minerais (Esteves et al., 2017;
Mandarino, 2008). Entretanto, estudos mostraram que o processamento térmico € capaz de
inativar esses compostos, contribuindo para uma melhor digestibilidade das proteinas presentes
na soja (Martino, et al., 2011).

Embora as melhores fontes de proteina sejam de origem animal, como carne, leite e
ovos, a soja € considerada uma boa alternativa vegetal, com varia¢do no teor de proteina de
31,32% a 44,07% entre os cultivares estudados (Felix e Canniatti-Brazaca, 2008; Martino et
al., 2007; Mendes et al., 2007; Oliveira et al., 2007; Toledo et al., 2012). No entanto, sua
biodisponibilidade € menor em comparacao as proteinas de origem animal, devido a presenca
de compostos bioativos e a limitacdo de aminodcidos sulfurados (Monteiro et al., 2004; Qin,

Wang e Luo, 2022).
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A digestibilidade reduzida das proteinas das leguminosas pode ser causada por diversos
fatores, incluindo casca (taninos), cotilédones (fitatos e inibidores de proteases), além da forma
de processamento e armazenamento (Martinez, 2011). Embora as melhores fontes proteicas
sejam de origem animal, como carne, leite e ovos, a soja € considerada uma boa opcao vegetal,
com variacao de teor de proteina de 31,32% a 44,07% entre os cultivares estudados (Felix e
Canniatti-Brazaca, 2008; Martino et al., 2007; Mendes et al., 2007; Oliveira et al., 2007; Toledo
et al., 2012). No entanto, biodisponibilidade é menor se comparada as proteinas de origem
animal, devido a presenga de compostos bioativos e por ser limitante em aminoacidos
sulfurados (Monteiro et al., 2004; Qin, Wang e Luo, 2022).

Com isso, se faz interessante a combinacgdo do grilo preto (Gryllus assimilis) em pé e a
farinha de soja, a fim de melhorar a qualidade proteica do produto final, uma vez que os
aminodcidos sulfurados limitantes na soja estdo presentes na farinha de grilo preto de forma

ndo limitante (Oliveira et al., 2023; Qin, Wang e Luo, 2022).

4.9. Saide intestinal

A saude intestinal € um componente essencial do bem-estar geral, influenciada por
diversos fatores, incluindo a dieta. Nos ultimos anos, os insetos comestiveis t€ém ganhado
destaque ndo apenas por seu alto teor proteico, mas também pela significativa quantidade de
fibras alimentares, particularmente na forma de quitina. A quitina, uma fibra insoldvel
composta por um polimero de N-acetilglicosamina, forma a maior parte do exoesqueleto dos
insetos e € resistente a digestdo pelas enzimas dos mamiferos, chegando intacta ao intestino
grosso. Aqui, a quitina atua como um prebidtico, promovendo seletivamente o crescimento de
bactérias benéficas, o que pode contribuir para a melhora da sadde intestinal (Aragjo et al.,
2019; Hu et al., 2010; Young et al., 2020).

Estudos em humanos indicam que o consumo de farinha de grilo, especificamente da
espécie Gryllodes sigillatus, pode aumentar a populacdo de bactérias probidticas, como
Bifidobacterium animalis, em até 5,7% em comparagdo a dietas controle (Stull et al., 2018).
Esse efeito prebidtico é acompanhado pela fermentacdo das fibras no intestino grosso,
resultando na producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e
butirato. Esses AGCC desempenham um papel crucial na sadde intestinal, inibindo o
crescimento de patégenos, reduzindo o pH intestinal e favorecendo o crescimento de simbiontes
(Gasaly, Hermoso e Gotteland, 2021; Markowiak-Kope e Sli, 2020). Em estudos realizados

com galinhas alimentadas com insetos, a quitina dos insetos foi fermentada pela microbiota,
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resultando na producdo de propionato e butirato, compostos essenciais para a satde intestinal
(Borrelli et al., 2017).

Além disso, estudos in vitro demonstram que a farinha de Tenebrio molitor pode
aumentar a produ¢dao de AGCC e lactato, a0 mesmo tempo que reduz o pH, criando um
ambiente menos favordvel ao crescimento de bactérias patogénicas (Carvalho et al., 2019). A
quitosana, derivada da quitina de grilos da espécie Scapsipedus icipe, também mostrou
estimular o crescimento de bactérias benéficas especificas e reduzir o pH, inibindo o
crescimento de patégenos (Kipkoech et al., 2021). Embora os estudos sobre o impacto da fibra
alimentar de Gryllus assimilis na satide intestinal sejam limitados, a pesquisa existente sugere
um potencial significativo para efeitos prebidticos.

Os 4cidos graxos de cadeia curta, especialmente o butirato, sdo produzidos pela
fermentacdo das fibras no intestino grosso e desempenham func¢des importantes, como
manutencao da integridade da mucosa, regulacdo da barreira intestinal e modulacdo do sistema
imunolégico local e sisttmico (Liu et al., 2021). Esses 4cidos fornecem energia para os
colondcitos, estimulando sua proliferacdo e contribuindo para um ambiente luminal propicio a
saude intestinal (Degruttola et al., 2016; Kelly et al., 2015; Tan, Macia e Mackay, 2023). Além
disso, o butirato promove a func¢do da barreira intestinal ao induzir a expressido de genes que
codificam as tight junctions e estimulando a produ¢do de peptideos antimicrobianos e mucina,
protegendo o epitélio intestinal (Parada Venegas et al., 2019; Nogal, Valdes e Menni, 2021). A
regulacdo do sistema imunoldgico também estd associada a inibicao de histonas desacetilases
(HDAC) e da ativacdo do fator nuclear Kappa B (NF-kB), elementos chave na resposta
imunoldgica e inflamatéria (Parada Venegas et al., 2019).

A morfologia do intestino grosso, onde ocorre a maior parte da fermentacao, também ¢
um indicador vital da saude intestinal. O consumo de prebidticos, como as fibras presentes nos
insetos comestiveis, pode melhorar a morfologia intestinal, aumentando a producio de muco e
o ndmero de células caliciformes, essenciais para a protecao do epitélio intestinal (Silva et al.,
2016; Mishima et al., 2022; Theodoro et al., 2022). Estudos em modelos animais mostram que
farinhas e O6leos de insetos podem modificar positivamente a profundidade das criptas
intestinais, melhorando a satde e funcionalidade do intestino (Dabbou et al., 2018; Gasco et al.,
2019).

Dessa forma, a adicdo de insetos comestiveis a dieta pode trazer beneficios

significativos para a saide intestinal, principalmente através da ac@o prebidtica da quitina e da
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producdo de AGCC, contribuindo para a manutencdo da morfologia e funcionalidade do

intestino grosso.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. Localizacao

O presente estudo foi desenvolvido no Departamento de Nutrigdo e Saide (DNS), da
Universidade Federal de Vicosa (UFV), MG. As andlises na farinha de soja e o ensaio biolégico
in vivo foram realizados no Laboratério de Nutricao Experimental (LABNEX), também situado
no DNS/UFV, durante o ano de 2023. O processo de desenvolvimento da farinha de soja foi
executado no Laboratério de Desenvolvimento de Novos Produtos (DNS/UFV).

Os demais procedimentos, tais como as andlises quimicas e as andlises apds a eutandsia
foram realizadas no DNS/UFV e em parceria com diferentes laboratdrios e departamentos da
UFV, entre eles, o Laboratério de Patologia Experimental (LAPEX), Laboratério de
Ecofisiologia de Quirépteros (LEQ), Laboratério de Andlises Clinicas da Divisdo de Sadde
(LACDSA), Laboratorio de Microbiologia de Anaerdbios e Microbiota Animal (BIOTAN),
bem como com a Embrapa Agroindustria de Alimentos, localizada no Rio de Janeiro, RJ, que

realizou as andlises do perfil de aminodcidos da farinha de soja.

5.2. Grilo preto em pé

O grilo preto (Gryllus assimilis) em po utilizado no experimento foi adquirido da
empresa Ecological Food, que realiza a criagdo de insetos para alimentagdo animal e humana,
localizada na cidade de Limeira (SP). Esses insetos sdo criados sob regime de alimentacdo com
racdo padrdo, composta por farelo de trigo, racdo de codorna, cenoura e dgua.

O abate e processamento dos insetos foi realizado em sua fase adulta. Os insetos foram
separados para eliminacdo de excrementos; para isso, foram submetidos a jejum de 24 horas
para reduc@o do contetdo intestinal, uma vez que ndo € possivel retird-los manualmente. Em
seguida, foram abatidos por reducdo de temperatura (congelamento por 24 horas a -18 °C),
passando por branqueamento de 5 minutos, seguido de choque térmico. Posteriormente, foram
desidratados em estufa com circulagdo de ar a 45°C por 48 horas, triturados em liquidificador e

peneirados para a obtengdo de um pé de fina granulacao.



30

5.3. Farinha de soja

Os graos de soja (Glycine max L.), do lote UFV-TN105 AP, utilizados no estudo foram
adquiridos in natura em parceria com o Programa de Melhoramento de Soja do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de Vicosa (BioAgro/UFV), localizado na Universidade
Federal de Vigosa. Para a producao da farinha de soja, os graos passaram por um processamento
térmico a fim de inativar compostos bioativos que podem interferir na digestibilidade proteica
(Martino et al., 2011). Com isso, os graos foram lavados com dgua corrente, secos de um dia
para o outro em temperatura ambiente e submetidos a temperatura de 150°C por 30 minutos em
estufa de circulacdo de ar (Quimis®ISO 9001, Sdo Paulo, Brasil), resfriados e armazenados em
sacos de polietileno. Posteriormente, os graos foram moidos em moinho de facas (Marconi
Equipment, Brasil), com peneira com abertura de malha de 150 um, seguindo a metodologia
prevista por Martino et al. (2011). A farinha de soja foi armazenada a -12 °C e denominada

como FS.

5.4. Determinacao da composicao centesimal
As andlises de composi¢do centesimal das amostras do grilo preto (Gryllus assimilis)
em po e farinha de soja seguiram a metodologia da Association of Official Analytical Chemists
(2019). Os resultados da composi¢ao centesimal do grilo preto em pé e farinha de soja estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢ao quimica grilo preto em pé e da farinha de soja

Variaveis (g/100g) GP FS
Proteinas 60,99+0,66 43,90+1,63
Lipidios 20,33+0,08 22,55+0,59
Fibra alimentar total 11,24+0,90 13,35+0,48
Fibra soldvel 0,86+0,75 1,89+0,10
Fibra insolivel 10,38+0,15 11,46+0,58
Umidade 4,02+0,24 5,92+0,23
Cinzas 3,37+0,14 5,02+0,05
Carboidratos 0,06+0,70 9,26+2,75

Dados expressos em média seguido de desvio padrdo. GP: grilo preto em po6; FS: farinha de soja.

5.4.1. Determinagdo da umidade
A umidade foi determinada por método gravimétrico, com secagem em estufa com

circulagio de ar (Nova Etica®, modelo 400 / 6ND, Sio Paulo, Brasil), a 105 °C, até peso
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constante. Foram pesados 10 g de cada amostra em placas de Petri previamente lavadas e secas,
utilizando balanca semi-analitica (Gehaka, AG200). A determinacdo da umidade foi

determinada segundo a férmula:

Ps
% de umidade (m/m) = (Pu — E) x 100

Onde: Pu = peso da amostra imida (peso inicial) e Ps = peso da amostra seca (peso final).

5.4.2. Determinacdo de lipidios

A determinacdo de lipidios foi realizada em aparelho extrator Soxhlet e baldes isentos
de lipidios conforme o método 920.39 (AOAC, 2019). Cartuchos em papel manteiga, tamanho
de 12 x 25 cm e fundo revestido com algodao isento de lipidios foram secos em estufa (Nova
Etica®, modelo 400 / 6ND, Sio Paulo, Brasil) a 75 + 1 °C, overnight e, em seguida, resfriados
em dessecador até atingir a temperatura ambiente. Para a andlise, em torno de 5g de amostra
seca foram pesadas no interior dos cartuchos e, em seguida, cobertas com algoddo. Os baldes
de 250 mL foram levados para estufa (Nova Etica®, modelo 400 / 6ND, Sdo Paulo, Brasil) a
105 °C, resfriados em dessecador e pesados. Logo depois, foi montado o sistema de extracdo,
composto por baldo, extrator, cartucho e duas “viragens” de éter de petréleo (aproximadamente
300 mL). A extra¢do dos lipidios foi realizada por um periodo de 8 horas em temperatura de 95
+ 1° C, em chapa elétrica. Apds este periodo, os baldes foram retirados do aparelho extrator e
deixados na capela por 20 minutos para evaporagdo do éter de petréleo. Ao final, os baldes
foram secos em estufa (Nova Etica®, modelo 400 / 6ND, Sio Paulo, Brasil) a 105 + 1° C por
24 horas, resfriados em dessecador e pesados. Para a obten¢ao dos resultados do % de lipidios
empregou-se a equagao:

Teor de lipidios (%) = (peso do balao + lipidio (g)) — (peso do baldo seco vazio (g))

peso da amostra (g) x 100

5.4.3. Determinacdo de cinzas totais

Para determinacdo de cinzas, as amostras foram incineradas em forno mufla a 550 °C
por 24 horas de acordo com o método 942.05 (AOAC, 2019). Cadinhos de porcelana foram
secos em mufla (Quimis, modelo Q320 M, Brasil) a 550 °C por 1 hora, posteriormente a
temperatura foi diminuida para 105 °C (por aproximadamente 3 ou 4h ou até esfriar), resfriados
em dessecador e pesados em balanca analitica (peso 1) (Gehaka, AG200). Em seguida, foram

adicionados 2,5g de amostra seca e pesados cadinho mais amostra (peso 2), os quais foram
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levados a mufla a 300°C por 1 hora para a realizacdo da carbonizacio lenta das amostras e
exalacdo dos vapores. Depois, a temperatura foi elevada a 600°C, permanecendo durante 6
horas até a obtencdo de cinzas claras ou levemente acinzentadas. Em seguida, a temperatura da
mufla (Quimis, modelo Q320 M, Brasil) foi reduzida para 105°C para resfriar as cinzas, que
foram colocadas em dessecador por 30 minutos, para posterior pesagem em balanca analitica
(peso 3) (Gehaka, AG200) e cédlculo. A determinacdo de cinzas foi determinada de acordo com
a férmula:

(peso 3) — (peso 1)

100
(peso 2) — (peso 1) X

Teor de cinzas totais (%) =

Onde: peso 1 = peso do cadinho vazio (g); peso 2 = peso do cadinho + peso da amostra (g); e

peso 3 = peso do cadinho com cinzas (g).

5.4.4. Determinagdo de proteinas

A determinacdo de proteinas foi realizada utilizando os equipamentos de digestao,
destilacdo e titulacdo de Kjeldahl. Foram pesados em triplicatas 50 mg das amostras
previamente secas em papel manteiga, sendo o material transferido para tubo de digestdo e
acrescido de aproximadamente 1 g de mistura catalisadora (94% de sulfato de potassio, 5% de
sulfato de cobre, 1% de selénio). Posteriormente, na capela de exaustdo, foram adicionados 3
mL de 4cido sulfirico (H2SO4) concentrado. Apds vedagdo, os tubos foram levados ao bloco
digestor.

No bloco digestor, os sistemas de digestdo e exaustdo foram acionados aumentando a
temperatura para 300°C por 1 hora, apos esse tempo, a temperatura foi ajustada para 350°C
durante 30 minutos. Depois, a temperatura foi elevada a 380°C durante 30 minutos e, ap0s este
procedimento, o bloco digestor foi desligado até atingir temperatura ambiente. Na etapa de
destilacdo, foram preparados erlenmeyers de 250 mLcom 10 mL de solucdo de dcido bérico
(H3BOs3) 4%. Os tubos contendo as amostras foram levados ao destilador de Kjeldahl, onde
foram acrescidos de aproximadamente 15 mL de NaOH 50% até a mistura apresentar coloragdo
marrom. A destilacdo foi efetuada até a obtencdo de 100 mL de condensado no erlenmeyer.

Ap6s a destilacdo, a solugdo obtida foi titulada com solugao HCI 0,05 mol/L.

5.4.5. Fibra alimentar total
A avaliacdo do conteido de fibra alimentar total seguiu o método enzimdtico-

gravimétrico da AOAC (2019). Inicialmente, as amostras previamente secas e desengorduradas
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foram submetidas a hidrélise enzimatica. Foram utilizados quatro béqueres para cada amostra
e oito cadinhos, sendo quatro para fibra solivel e quatro para insolivel. Em um béquer de 600
mL foi pesado 1 g de amostra, com precisdo de 0,0004g. Em seguida, foi adicionado ao
recipiente 50 mL de tampao fosfato pH 6,0 e feito o ajuste do pH, adicionando NaOH 0,275 ou
HCL 0,325 N. Foi adicionado a solu¢do 0,1 mL de a-amilase termoestavel (Total dietary fiber
assay kit, Sigma®).

Depois disso, o béquer foi tampado com papel aluminio e colocado em banho maria a
95°C por 30 minutos, com agitacdo horizontal a cada 5 minutos. Apds arrefecimento, até a
temperatura ambiente, foi realizado o ajuste do valor do pH para 7,5 £ 0,1 pela adi¢do da
solucdo de NaOH 0,275 N e adicionado a solu¢do de 0,2 mL de protease pronta. Para a digestao
da proteina, o béquer foi vedado novamente e incubado em banho maria a 60°C por 30 minutos,
com agitacdo constante. Posteriormente, o béquer foi resfriado a temperatura ambiente e o pH
ajustado para 4,3 + 0,3, adicionando cerca de 10 mL de HCL 0,325 N. Finalmente, foi
acrescentado 0,1 mL de amiloglicosidase na solucdo, que foi colocada novamente em banho
maria a 60°C por 30 minutos, com agitac¢do horizontal constante a fim de se obter o hidrolisado
final (Total dietary fiber assay kit, Sigma®).

Na etapa posterior, foi realizada a filtragao das amostras. Para isso, cadinhos preparados
com antecedéncia foram colocados na bomba a vacuo e lavados duas vezes com 10 mL de dgua
destilada. Logo depois, o contetido do béquer foi vertido no cadinho e lavado trés vezes com
10 mL de 4gua destilada. Ao final da filtracio, os cadinhos ficaram com o residuo insoltivel e
os kitassatos com a parte solivel. Entdo, o filtrado do kitassato foi transferido para o mesmo
béquer de 600 mL e acrescido de 320 mL de etanol 98% aquecido a 60°C. Essa fracdo soldvel
contida no béquer ficou reservada para precipitagdo e posterior filtragem. Ainda na etapa de
filtracdo da fibra insoluvel, os cadinhos foram lavados duas vezes com 20 mL de etanol a 95%
e duas vezes com 20 mL de acetona. Ao final, quando ja estavam secos, os cadinhos foram
desconectados da bomba a vicuo e colocados em estufa a 105°C overnight e pesados
posteriormente.

Para determinar a fracdo soluvel da fibra, os cadinhos foram colocados na bomba a
véacuo e lavados duas vezes com 10 mL de etanol 78%. Em seguida, o contetudo reservado no
béquer foi vertido no cadinho e lavado trés vezes com 20 mL de etanol a 78%, duas vezes com
20 mL de etanol a 95% e duas vezes com 20 mL de acetona. Os cadinhos foram levados para
estufa a 105°C “overnight” e ap0s secos e resfriados em dessecador, foram pesados. Por fim,

para cada tipo de fibra, dois cadinhos foram separados para determina¢do de cinzas e dois para
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andlise de proteinas. As amostras para andlise de cinzas foram colocadas em mufla (Quimis,
modelo Q320 M, Brasil) a 490°C por 7 horas, enquanto as que serdo avaliadas quanto ao teor
de proteina foram ser retiradas dos cadinhos, trituradas e submetidas aos procedimentos de
andlise de proteina da fibra.

O célculo da fibra alimentar insoldvel se deu por meio da férmula:

RI—P—-C-BI
%F1=Tx100

Onde: RI = média do residuo insoldvel da amostra (mg); P = média de proteina do RI (mg); C
= média de Cinzas do RI (mg); m = média de peso das amostras (mg); Bl = RIs - Ps— Cs; RIB
= média do residuo insoluvel do branco (mg); PB = média de proteina do RIs (mg); e CB = média

de cinzas do RIB (mg).

O célculo da fibra alimentar soltvel se dard por meio da férmula:

RI-—P—-C-BS
%FS=TJC100

Onde: RI = média do residuo Solivel da amostra (mg); P = média de proteina do RI (mg); C =
média de Cinzas do RI (mg); m = média de peso das amostras (mg); BS=RSs- Ps— Cs; RS =
média do residuo soluvel do branco (mg); Ps = média de proteina do RSB do branco (mg); e Cs

= média de cinzas do RSB (mg).

Fibra alimentae total = FS + FI

5.4.6. Cdlculo de carboidratos

Os carboidratos foram estimados por diferenca, por meio da férmula:

% carboidratos = 100 — % umidade — % fragao lipidica — % fragao proteica

— % fracdo de fibra alimentar — % cinzas

5.5. Perfil de aminoacidos
A determinacdo do perfil de aminodcidos foi realizada de acordo AOAC 994.12/2000 e
método de Liu et al. (1995). Para a determina¢do dos aminodcidos foram realizadas duas
hidrdlises: 4cida e dcida com prévia oxidagdo com &4cido permorfico. As hidrélises foram
realizadas em ampolas de vidro vedadas a vacuo e mantidas a 110 °C por 20 horas.
Posteriormente, os aminodcidos sulfurados e aqueles resistentes a hidrélise acida foram

derivatizados com 6-aminoquinolil-succimidil-carbamato (AQC). As andlises foram realizadas
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por Cromatogréfica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia acoplado
de coluna de separacgdo de fase reversa. Os dados foram expressos em g de aminoécido por 100

g de amostra.

5.6. Determinacao do escore quimico corrigido pela digestibilidade (PDCAAS)

A determinacdo do escore quimico corrigido pela digestibilidade (PDCAAS) foi
realizada no grilo preto em p6, farinha de soja, bem como sua combinacdo. Para calcular o
PDCAAS, o teor de nitrogénio foi determinado e o contetido proteico (N x 6,25) foi calculado
para o grilo preto em po, grilo preto em p6 associado a farinha de soja (30%/70%) e farinha de
soja. Além disso, foi determinado o perfil de aminodcidos conforme descrito anteriormente,
Jjuntamente com o escore de aminodcidos para cada matriz alimentar (Carvalho et al., 2009).

O escore de aminodcidos baseia-se na andlise dos aminodcidos da proteina em estudo e
na comparacdo dos aminodcidos essenciais com os de uma proteina de referéncia (Costa e
Peluzio, 2008; Oliveira, Santos & Wilson, 1989).

O escore de aminodcidos foi calculado com base no padrao sugerido de requisitos de
aminodcidos pela FAO para criancas com idade entre 0 meses e 6 meses, conforme proposto
pela FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo) em 2013, e foi

calculado utilizando a seguinte férmula:

mg de aminoacido em 1g de proteina no alimento

Escore de aminoacidos = — - —

mg de aminoacido em 1g de proteina de referéncia
Além disso, calculou-se o PDCAAS multiplicando-se o escore mais baixo de
aminodcido essencial pela digestibilidade (DV) da proteina. Um escore igual ou superior a 1
indica que o alimento fornece todos os aminoacidos essenciais em quantidades adequadas e que
sua proteina apresenta boa qualidade. Alimentos com escore mais baixos podem ser deficientes
em um ou mais aminodcidos essenciais ou podem ter uma digestibilidade reduzida (Henley e

Kuster, 1994; Rutherfurd et al., 2015).

5.7. Célculo amostral
Para o célculo amostral utilizou-se a equagdo abaixo (Mera et al., 1988), utilizando como
critério a diferenca de 7% no ganho de peso em relacdo aos grupos, € um poder estatistico de
95% (0. < 0,05).

2 x (ta x DP)?
"t e


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rutherfurd+SM&cauthor_id=25644361
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Em que: ta = probabilidade do erro tipo 1 em funcdo do grau de liberdade do residuo; DP =

Desvio padrao; e E = Diferenca que se deseja detectar no estudo.

Quadro 1 — Varidveis utilizadas para o calculo amostral

M(e}crlila 10)13 MédiaDP | MédiaDP | MédiaDP | Média DP
P Grupo teste Grupo teste Grupo teste Férmula
controle
Peso (g) 136,2 + 8,46 | 62,53 £3,59 | 99,40+ 10,18 | 80,30+5,70 | 94,61 £ 6,98
N 8 8 8 8 -

Fonte: Aratjo et al., 2019

n=2x (1,771 x 6,98)2/6,622
n=26,97
6,97 + 15% = 8,01 — 8 animais

Considerando a possibilidade de perdas durante o experimento, acrescentou-se 15% ao
n calculado, sendo necessdrios 8 animais por grupo, de acordo com estudos prévios com modelo
animal e desfechos semelhantes (Aradjo et al., 2019). Entretanto, os mesmos animais foram
utilizados na avaliacdo da seguranca bioldgica do uso agudo do grilo preto em pd citado
previamente. Propondo, portanto, um total de 40 animais, valor correspondente a 8 repetigdes

por grupo.

5.8. Ensaio bioldgico

Foram utilizados quarenta ratos machos recém-desmamados (Rattus norvegicus,
Wistar, variagao albinus) com 21 dias de idade, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas e Saude da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Os
animais foram separados em 5 grupos (n=8), randomizados por peso corporal, sendo estes
utilizados para dois estudos simultdneos — teste agudo de seguranca bioldgica (n=32) e
avaliagdo da qualidade proteica (n=40). Foram alojados individualmente em gaiolas de ago
inoxiddvel, em ambiente com temperatura controlada (22 °C) e ciclos claro e escuro de 12 horas,
ajustados automaticamente. Os animais receberam dgua destilada e suas respectivas dietas

experimentais ad libitum.
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Figura 1 — Delineamento experimental.
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AIN — 93G: dieta padrdo caseina para animais em fase de crescimento; GP: 100% da proteina
advinda do grilo preto em po; GPFS: 30% da proteina advinda do grilo preto em p6d + 70% da
proteina advinda da farinha de soja; FS: 100% da proteina advinda da farinha de soja; e
Aproteico: grupo isento de proteina.

Os cinco grupos experimentais foram divididos em: Grupo AIN-93G: os animais
receberam dieta padrdo de acordo com a AIN-93G (Reeves et al., 1993), com 100% da
recomendacao de proteina didria advinda da caseina; Grupo GP: os animais receberam 100%
das recomendagdes de proteina do grilo preto em pd; Grupo GPFS: os animais receberam 30%
das recomendacdes de proteina do grilo preto em p6 associado a 70% de proteina da farinha de
soja (essa combinagdo foi escolhida a partir do célculo do escore de aminodcidos que melhor
suprisse os aminodcidos limitantes dos grupos isolados); Grupo FS: os animais receberam
100% das recomendagdes de proteina da farinha de soja; e Grupo Aproteico: os animais
receberam dieta isenta de proteina. O grupo aproteico ndo foi utilizado para o teste de seguranga
bioldgica de uso agudo. Os grupos foram alocados aleatoriamente de forma cega para os

pesquisadores do estudo, a fim de evitar possivel viés.

5.9. Dietas experimentais
A preparacdo das dietas foi realizada considerando as necessidades nutricionais dos

animais, conforme composi¢do da dieta AIN-93G (recomendada para animais em fase de
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crescimento), segundo Reeves et al. (1993) com adaptacdes (Tabela 2). Para o cédlculo das

dietas, foram utilizados os dados da composi¢do quimica do grilo preto em pd, da farinha de

soja e caseina com 80,21% de proteina. Todas as dietas foram preparadas de maneira a serem

isocaldricas e isoproteicas (9,5% de proteinas), com excecdo do grupo aproteico. Os

ingredientes foram pesados individualmente, em balanca semianalitica (Gehaka, AG200),

misturados manualmente em recipientes de pldstico previamente lavados com dgua deionizada,

peneirados em peneiras pldsticas e homogeneizados em batedeira industrial (Leme®) por um

periodo de 15 minutos (com pausas a cada 5 minutos para uma mistura manual retirando das

bordas da batedeira). Por fim, as dietas foram acondicionadas em sacos plasticos, devidamente

rotuladas e armazenadas em freezer a -18 °C + 1 °C.

Tabela 2 — Composi¢do das dietas experimentais

Caseina Aproteico GP GPFS FS
Ingredientes
g/100g g/100g g/100g g/100g g/100g
Caseina 11,84 - - - -
Farinha de soja - - - 15,15 21,64
Grilo em p6 - - 15,58 4,67 -
Amido
dextrinizado 13,20 13,20 13,20 13,20 13,20
(maltodextrina)
Sacarose 10,0 10,0 10,00 10,00 10,00
Oleo de soja 7,00 7,00 3,83 2,63 2,12
Fibra (celulose) 5,00 5,00 3,25 2,43 2,11
Mix minerais 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminas 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
L-cistina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Bitartarato de 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
colina
Amido de milho 47,91 59,75 49,10 46,87 45,88
Total (g) 100 100 100 100 100
DC (kcal.g™) 3,95 3,95 3,90 3,87 3,85

DC: densidade caldrica; pureza da caseina: 80,21%
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5.10. Avaliacio da saide intestinal e marcadores metabdlicos

5.10.1. Animais e manutengdo

A avaliacdo da sadde intestinal e dos marcadores metabdlicos foi realizada utilizando
os dados obtidos a partir de quatro grupos de animais (n=8), sendo eles: AIN-93G, GP, GPFS
e FS, durante os 30 dias de experimento. Foram realizadas andlises de umidade e pH das fezes,
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), coloracgdo e consisténcia das fezes, histomorfometria do
c6lon, parametros bioquimicos (glicose, colesterol total, colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL), colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL), atividade da aspartato
aminotransferase (AST), atividade da alanina aminotransferase (ALT), triglicerideos,

creatinina, ureia e dcido trico), perfil antioxidante e histologia do figado.

5.11. Avaliacido da qualidade proteica
5.11.1. Animais e manutengdo
Os mesmos grupos, com um acréscimo do grupo controle aproteico, somando, assim,
quarenta animais, foram avaliados durante as duas primeiras semanas do experimento, de
acordo com o peso corporal e o consumo alimentar dos animais para avaliacdo dos indices de
qualidade proteica, sendo eles: digestibilidade verdadeira (DV), coeficiente de efici€éncia

proteica (PER) e a razdo proteica liquida (NPR).

S5.12. Dados murinométricos
Para determinagdo do ganho de peso dos animais, foi realizado o acompanhamento por
meio da pesagem semanal utilizando uma balancga eletronica digital (Marte, Brasil), e célculo
da diferenca entre o peso final e o peso inicial de cada animal. Além disso, o consumo alimentar
também foi avaliado semanalmente, levando em consideracio a diferenca entre a quantidade
de dieta ofertada e a quantidade remanescente nos comedouros, somada as sobras no fundo da
gaiola e jornais. O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi avaliado segundo a equacao:

CEA= ganho de peso (g) / ingestao alimentar (g).

5.13. Eutanasia
Ao fim de 30 dias, os animais foram eutanasiados por uma equipe treinada, em ambiente
tranquilo e adequado, longe da sala de experimentacdo. Apds jejum de 12 horas, os animais
foram anestesiados com isoflurano a 3% (Isoforine®, Cristélia), utilizando circuito simples com

fluxdmetro, acoplado a um cilindro de oxigénio. Os animais foram acondicionados
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individualmente em caixa vedada transparente para saturacdo do anestésico, acarretando assim,
os efeitos da sedacdo e anestesia profunda. Foram avaliados parametros fisioldgicos e reflexos
para averiguacdo do grau de sensibilidade da anestesia para que os animais fossem, em seguida,
eutanasiados por pungao cardiaca. Todo procedimento foi feito com objetivo de favorecer uma
morte humanitdria dos animais (RN n°37, 2018). O sangue foi coletado por puncdo cardiaca e
armazenado em tubos com gel separador contendo ativador de codgulo (soro), posteriormente
centrifugados a 3000 rpm, a 4°C, por 10 minutos (centrifuga Thermo Scientific, Megafuge 11R,
Alemanha) para separacdo do plasma e obtencdo do soro, sendo o0 mesmo armazenado a -80 °C
para andlises posteriores. O figado e cdélon foram retirados, pesados, congelados e/ou
armazenados em Formalina de Carson para posteriores andlises histolégicas e de marcadores
oxidativos. Além disso, outros 6rgdos como cérebro, rins € duodeno também foram retirados e
congelados e/ou armazenados em Formalina de Carson para possiveis posteriores anélises. O
ceco foi retirado, pesado cheio, posteriormente o seu contetido foi retirado e armazenado em

ultra freezer a — 80 °C e o ceco, agora vazio, foi novamente pesado e descartado.

5.14. Calculo dos indices
A avaliagdo da qualidade proteica foi determinada pelos indices de coeficiente de
eficiéncia proteica (PER) (AOAC, 1975), razao proteica liquida (NPR) e digestibilidade
verdadeira (DV) (Bender e Doell, 1957).
O método de calculo do Coeficiente de Eficiéncia Proteica (PER) (Hegsted, 1977) mede

a razdo entre o ganho de peso (g) e a ingestdo de proteina por meio da equacao:

Onde: GP = ganho de peso do grupo teste e PI = proteina consumida pelo grupo teste.

A Razdo Proteica Liquida (NPR) foi determinada no 14° dia de experimento,
considerando o ganho de peso do grupo teste mais a perda de peso do grupo controle negativo,
com dieta aproteica, quanto ao consumo de proteina dos grupos teste, seguindo o método de

Bender e Doell (1957):

NPR = ganho de peso do grupo experimental + perda de peso grupo aproteico

proteina consumida pelo grupo experimental
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Para a determinagdo da digestibilidade, as dietas foram marcadas com corante carmin
(100 mg.100 g') e as fezes marcadas foram coletadas por um periodo de 4 dias. As fezes
coletadas foram armazenadas em recipientes individuais e mantidas sob refrigeracdo. O teor
proteico das dietas e do nitrogénio fecal foram determinados pelo método Kjeldahl (AOAC,
2019). O teor de nitrogénio das fezes obtido foi utilizado para o célculo de digestibilidade
verdadeira, de acordo com a seguinte formula (Bender e Doell, 1957; Yildiz, 2010):

I—(F —FK)

DV (%) = =700

Onde: DV = digestibilidade verdadeira; I = nitrogénio ingerido pelo grupo com dieta teste; F =

nitrogénio fecal do grupo com dieta teste; e FK = nitrogénio fecal do grupo com dieta aproteica.

5.15. Balanco oxidativo — avaliacao do perfil antioxidante
O balanco oxidativo foi avaliado por meio da atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase (GST) e por meio da
quantificagcdo dos produtos da oxida¢do malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (ON) e proteina

carbonilada (PCN), no Laboratério de Patologia Experimental (DBA/UFV).

5.15.1. Preparacdo do homogenato

Para se obter um homogeneizado do figado, 150 mg de tecido foram macerados e
acrescidos de 1500 pL de tampdo de fosfato (50 mM). As amostras foram centrifugadas a
12000g e 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi armazenado a -80°C para as analises de
MDA, ON, CAT, SOD, GST e proteinas totais. O pellet formado foi utilizado para
quantificacdo da PCN. Os dados foram normalizados de acordo com os niveis de proteina total

no sobrenadante.

5.15.2. Quantificacdo de proteinas totais

A quantidade de proteinas presentes no tecido utilizados nas anélises de TBARS, CAT,
SOD e GST foi mensurada segundo metodologia de Lowry et al. (1951).

Para a anélise, foi construida uma curva analitica com solu¢do de albumina de soro
bovino (BSA), sendo o primeiro ponto feito com uma solucao de 3mg/mL de BSA e os outros
pontos a partir de dilui¢do seriada da solu¢do-mae (Lowry et al., 1951).

A andlise foi realizada em uma placa de 96 pocos e em um ambiente escuro, onde foram

pipetadas 20 pL. de cada amostra (sobrenadante) em duplicata, 20 pL de cada ponto da curva
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em duplicata e 20 pL de dgua destilada para o branco. Em seguida, foram pipetados 200 uL. da
solucdo ABC (Solugdo A: NaxCOs3 (carbonato de s6dio) e NaOH (hidréxido de sédio); Solucao
B: CuSOy4 (sulfato de cobre); Solucao C: tartarato de sédio e potdssio) em todos os pocos e
aguardado o periodo de 10 minutos.

Decorrido esse tempo, foram pipetados 20 pL da solugdo Folin-Ciocalteau (1:2) em
todos os pocos e a placa foi incubada por 30 minutos (Lowry et al., 1951). As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro (ThermoScientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia) a 700

nm.

5.15.3. Atividade da enzima catalase (CAT)

A determinacgdo da atividade da enzima catalase (CAT) baseia-se na sua capacidade de
clivar o peréxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio molecular, conforme descrito por
Rocha (2020). Para determinar a atividade da CAT, preparou-se uma curva analitica a partir de
diluicdes seriadas do peréxido de hidrogénio (H>O2) com tampao fosfato de sédio e potdssio;
esperou-se 3 minutos e adicionou-se solu¢do de molibdato de amonia para parar a reagdo. Para
o branco, foram pipetados 100 pL de tampao fosfato de sodio e potéassio e 150 pL de molibdato
de amonia.

Neste protocolo, foram montadas duas placas de 96 pocos, sendo uma referente ao
controle e a outra ao teste. Na placa controle, foram pipetados 5 pL. de cada amostra, 100 puL de
tampao fosfato de sddio e potéssio e 150 uL de molibdato de amdnia em todos os pogos. Ja na
placa teste, foram pipetados 5 pL da amostra, 100 uL. de H202, cronometrados 3 minutos, e
adicionados 150 pL. de molibdato de amonia (Rocha, 2020). A absorbancia foi determinada a
370 nm em espectrofotdmetro (ThermoScientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia). A
concentracdo da enzima foi expressa em U de catalase/mg de proteina da amostra (Rocha,

2020).

5.15.4. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD € determinada a partir de sua habilidade de eliminar o radical livre
superoxido e, consequentemente, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol (Sigma
Aldrich®, Japdo) (Dieterich et al., 2000). Para isso, foram pipetados 30 uL de cada amostra em
placa de 96 pocos, 45 uLL de tampao 8,0 no poco destinado ao branco, e 30 uLL de tampao pH

8,0 no poco destinado ao padrdo. Em seguida, foram adicionados 99 pL de tampao pH 8,0 em
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todos os pocos, 6 uL. de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2 il)-2,5-diphenyltetrazolium] (MTT),
e 15 pl de pirogalol em todos os pocos, exceto no branco.

Feito isso, as amostras, padrao e branco foram incubados a 40°C por 10 minutos. Apds
incubacao, foi pipetado 150 uL de DMSO em todos os pocos. A medi¢do da absorbancia e a
leitura foi realizada feita em espectrofotometro (ThermoScientific®, modelo Multiskan GO,
Finlandia) a 570 nm. A porcentagem de inibicdo da auto-oxidacao do pirogalol pela amostra é

expressa em unidades de inibi¢do por mg de proteina.

5.15.5. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada segundo Habig et al.
(2002). O método se baseia na habilidade da GST de metabolizar o 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno
(CDNB), conjugado com a glutationa reduzida (GSH). Assim, apds centrifugacdo do
homogeneizado, foi acrescentado o CDNB (Sigma Aldrich®, EUA) e a glutationa reduzida
(GSH) (Sigma Aldrich®, EUA). O espectrofotdmetro foi zerado com tampio 7,0, e realizada a
leitura do branco (980 uL de tampdo 7,0 + 10 uL. de CDNB + 10 uL de GSH), nos tempos 0,
30, 60 e 90, em triplicata. Para as amostras, foram adicionados na cubeta 970 uL de tampao
7,0, 10 uL de CDNB, 10 pL de amostra, e 10 pL de GSH, e lidas nos tempos 0, 30, 60 e 90, em
triplicata. As absorbancias foram determinadas a 340 nm em espectrofotometro
(ThermoScientific®, modelo Evolution 60S) e expressa em unidades de GSH por mL de

amostra (Habig e Jakoby, 1981).

5.15.6. Malondialdeido (MDA )

A medic¢do dos metabdlitos reativos ao dcido tiobarbittirico (TBARS) € baseada na
capacidade do malondialdeido (MDA) de, quando aquecido com o 4cido tiobarbitdrico, em
condi¢gdes 4cidas, formar um produto de coloracdo rosa que pode ser quantificado por
espectrofotometria. Dessa forma, ap6s centrifugacdo do homogenato, foi adicionada a solugdo
que contém 4cido tricloroacético (Sigma Aldrich®, Brasil) e tiobarbitirico (Merck®, Alemanha)
(solu¢do de TBARS) ao sobrenadante resultante.

A concentragdo de MDA foi determinada usando a curva analitica de concentracdes
conhecidas de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO). Para isso, foi feita a solucao de TMPO 10
mM (16,45 uL da solucdo original + 10 mL de dgua destilada) e essa foi diluida 1/500 v/v (20
pL da solucdo de TMPO 10 mM + 10 mL de dgua destilada, concentracao final: 20 uM) (Wallin

et al., 1993). A curva analitica foi feita a partir das seguintes dilui¢des, em eppendorf:
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Quadro 2 — Diluicdes para construgdo da curva analitica

Curva (uM) P1(0) | P2(1,25) | P3(2,5)| P4(5,0) | P5(10,0) | P6(15,0) | P7 (20,0)
Solugao TMPO (uL) 0 12,5 25 50 100 150 200
Agua (uL) 200 187.5 175 150 100 50 0

Foram identificados eppendorfs para cada amostra, ponto da curva e branco (tampao
fosfato). Nos eppendorfs da amostra, foram adicionados 200 uL do sobrenadante de cada
amostra e deixado no gelo. Em seguida, foram adicionados 400 pL solu¢dao TBARS (HCL
0,25M + TCA (4cido tricloroacético) + TBA (Acido 2-tiobarbitdrico)) em todos os eppendorfs,
inclusive na curva, e agitado no voértex por 10 segundos.

Feito isso, os eppendorfs foram colocados em banho maria a 90°C por 40 minutos e, em
seguida, no gelo por 5 minutos. Decorrido o tempo, foram adicionados 600 pL de alcool butilico
P.A. (n-butanol), inclusive na curva, agitados em vortex por 1-2 minutos para inversio de fase
(a parte superior fica résea), e centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm a 15°C. Foram
pipetados 200 puL do sobrenadante na placa (parte rosa claro). Apds nova centrifugacdo, o
sobrenadante foi utilizado para leitura em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, modelo
Multiskan GO, Finlandia) a 540 nm e os dados foram expressos em unidades de MDA por mg

de proteina totais (Buege, Aust, 1978).

5.15.7. Oxido nitrico (ON)

A producao de ON foi estimada pela producdo de NO2/NOs pela rea¢ao padrio de Griess
(Tsikas, 2007). Para a quantificacdo, preparou-se uma curva padrdo, a partir de dilui¢des
seriadas, com concentragdes conhecidas de nitrito (6,9 mg para 400 mL de agua destilada).

A analise foi realizada em placa de 96 pogos, onde foram pipetados 50 ul de cada
amostra em duplicata, 50 ul de cada ponto da curva, e 50 ul de tampao fosfato pH 7,0 para o
branco. Apés, foi preparada a solu¢cao AB na propor¢do 1/1 (Solucdo A (Sulfanilamida 1% em
H3PO4 85%); Solucdo B (Nafitil etileno 0,1% em H3PO4 85%)). Foram adicionados 100 uL de
solugdo AB em todos os po¢os e esperados 10 minutos em abrigo de luz para reacdo.

A intensidade da cor, que € proporcional a concentragdo de nitrito, a conversdo da
absorbancia em concentra¢des micromolares de ON foi obtida a partir de uma curva padrio de
nitrito de sédio (0—125 pM) e expressa em concentragdes de ON (uM/L). A leitura foi realizada

em espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo Cientific) a 570 nm.
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5.15.8. Proteina carbonilada (PCN)

A andlise de PCN é um método para detectar e quantificar a oxidacdo de proteinas. A
amostra € incubada com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) em ambiente acido, onde DNPH
reage com os grupos carbonila das proteinas oxidadas, formando derivados hidrazona.

Para a andlise, foram utilizadas as seguintes solu¢des: HCl 2M; 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH) 10 mM; TCA 10%; Etanol + Acetato de etila; e Dodecil Sulfato de Sddio
(SDS) 6%.

Nesta andlise, foi utilizado o pellet de cada amostra e esse foi ressuspenso com 500 uL
de TCA e homogeneizado, e adicionados mais 500 uL. de TCA e passado no vortex. Em
seguida, foram separados 2 eppendorfs com 500 uL de amostra em cada, sendo um eppendorf
utilizado como branco e o outro como a amostra. Estes foram centrifugados a 3000 rpm por 10
minutos a 15 °C e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 500 uL de DNPH na amostra
e 500 uL. de HCI no branco, agitados em voértex, incubados no escuro por 30 minutos, e passados
no voértex no minuto 15 e 30 (Levine et al., 1990).

Os eppendorfs foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos a 15 °C e o sobrenadante
descartado. Foram adicionados 500 uL de TCA em todos os eppendorfs, passado no vortex e
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 15 °C, descartando o sobrenadante no final. Em
seguida, foram feitas 3 lavagens que consistiram em adicionar 1 mL de acetato + etanol, passar
no vértex, centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos a 15 °C e descartar sobrenadante. Apds as
lavagens, foram adicionados 1 mL da solu¢dao de SDS em todos eppendorfs, colocados em
banho a 32°C por 30 minutos, passado em vortex e centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos a
15°C. Por fim, foram pipetados 200 uL na placa de 96 pogos (Levine et al., 1990).

A leitura foi realizada em espectrofotometro (ThermoScientific®, modelo Multiskan
GO, Finlandia) a 370 nm, utilizando um ensaio de controle para estabelecer a linha de base.
Comparando a absorbancia com um padrdo conhecido, calculou-se a quantidade de proteinas

carboniladas em termos de nmol de carbonilas por mg de proteina totais (Levine et al., 1990).

5.16. Analise de variaveis bioquimicas
As amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca e colocadas em tubos para
coleta de sangue e, em seguida, centrifugados (centrifuga Thermo Scientific, Megafuge 11R,
Alemanha) a 3000 rpm por 10 min a 4 °C. Apés a centrifugacdo, o soro e o plasma foram
coletados e as amostras encaminhadas ao Laboratério de Anélises Clinicas da Divisao de Saude

(LACDSA) localizado na Universidade Federal de Vicosa, onde foram realizadas as andlises.
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Os tubos para separacdo do plasma sanguineo continham gel separador contendo ativador de
codgulo (soro). Foram realizadas as andlises dos seguintes parametros bioquimicos: glicose,
colesterol total, colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL), colesterol de lipoproteina
de baixa densidade (LDL), atividade da aspartato aminotransferase (AST), atividade da alanina

aminotransferase (ALT), triglicerideos, creatinina, ureia e 4cido drico.

5.17. Analises histomorfométricas

Ap6s a pesagem, parte dos 6rgaos coletados (figado e c6lon) foi armazenada em frascos
contendo Formalina de Carson, por 24 horas. A formalina foi substituida por etanol 70% (v/v)
e, posteriormente, os 6érgaos foram preparados para a inclus@o em parafina. A desidratacdo foi
realizada em série etandlica crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a cada 60
minutos, passando por trocas de 60 minutos em xileno (I, II e III), procedendo-se ao final da
série a inclusdo em parafina, em trés banhos de 60 minutos cada (parafina I, II e III). Ao final
da inclusdo do terceiro banho em parafina III, os 6rgaos sdao deixados em overnight e, no dia
seguinte, incluidos nos blocos para posterior corte dos fragmentos histologicos.

Posteriormente, foram obtidos fragmentos histolégicos semi-seriados de 5 pm de
espessura utilizando-se micrétomo rotativo (Leica, RM2245, Alemanha) usando navalhas de
aco inoxiddvel. As preparacdes foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) para o figado
e colon e Picro Sirus para o figado, as laminulas foram fixadas com Entellan® (Merck,
Alemanha).

A captura das imagens foi realizada utilizando um fotomicroscopio (Olympus AX 70,
Japao) com sistema de captura de imagem acoplado (Zeiss, AxioCam HRc, Alemanha),

utilizando objetiva de 10X, 20X e 40x.

5.18. Anadlise da satide intestinal
5.18.1. Umidade fecal
O teor de umidade das fezes foi coletado ao final do experimento e determinado pelo

método gravimétrico segundo (AOAC 2019). As amostras foram secas em estufa a 105°C por

24 h.

5.18.2. pH do conteudo cecal
Para a analise do pH cecal, cerca de 400 mg do conteudo do ceco foram homogeneizados

em 4 mL de 4dgua destilada, com auxilio de vortex para agitagdo. Posteriormente, foi inserido o
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eletrodo de vidro do pHmetro (Bel Engineering®) para medi¢io do pH. As medidas foram

realizadas em duplicata, segundo a metodologia de Grancieri et al., (2017).

5.18.3. Conteudo de dcidos graxos de cadeia curta (AGCC)

A anélise para determinar o conteido do AGCC seguiu a metodologia proposta por
Siegfried e Ruckemmann (1984), com modificagdes. As amostras de fezes do ceco foram
retiradas do ultrafreezer a -80° e encaminhadas, no gelo, ao Laboratdério de Microbiologia de
Anaerobios e Microbiota Animal (BIOTAN) para posterior realizagao das analises.

Amostras de 100 mg de fezes de ceco foram homogeneizadas em 300 uL de dgua Milli-
Q, seguindo um protocolo de agitacdo em vortice. Em seguida, as amostras passaram por
centrifugacdo a 12.000 rpm, por 10 min. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos,
receberam a adicdo de 300 pL hidréxido de calcio (CHS) e 150 pL de sulfato ciprico (CRS) e
posteriormente agitados vigorosamente. As amostras foram congeladas e depois descongeladas
a temperatura ambiente para centrifugacdo. O sobrenadante foi adicionado com 4cido sulfirico
concentrado e entdo congelado. Em seguida, as amostras passaram por descongelamento e
recongelamento para serem novamente descongeladas para centrifugacdo a 12.000 rpm, por 10
min. O sobrenadante foi transferido para frascos para andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Os AGCC foram determinados em um aparelho Dionex Ultimate 3000 Dual detector
HPLC (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) equipado com um detector de indice de
refracdo Shodex RI-101, usando uma coluna Bio-Rad HPX-87H, 300 mm X 4,6 mm, mantida
a 40°C. Acido sulfirico (H2SO4, 5 mM) com vazio de 0,7 mL min-1 e volume de injecio 20
pL foi utilizado como fase movel. Os édcidos acético, propidnico e butirico foram utilizados
para preparar as solugdes estoque dos padroes. Os AGCC foram preparados com uma

concentragdo final de 10 mmol/L.

5.18.4. Histomorfometria do colon

A realizacdo das laminas do c6lon seguiu os passos citados no item 5.17. Fragmentos
histologicos semi-seriados de 5 pm de espessura do colon ascendente foram obtidos em
micrétomo rotativo semi-automatico (Leica, Brasil) e corados pela técnica de Hematoxilina-
Eosina (H&E). Para medir a profundidade e espessura das criptas, espessura das camadas
musculares circulares e longitudinais, mucosa e submucosa e a drea das células caliciformes

foram selecionados 10 campos aleatérios por animal. As laminas foram examinadas em
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fotomicroscopio AX70 (Olympus, Japao), utilizando objetivas de 10X e 40X. O sistema de
software ImagePro—Plus®, versdo 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EUA) foi usado para

processar as imagens.

5.18.5. Coloragado e consisténcia das fezes

A consisténcia e coloracdo das fezes foram avaliadas utilizando a Escala de Bristol, por
meio de observagao macroscopica, adaptando a classificacdo proposta por Hammer e Phillips
(1993), seguindo uma escala descritiva e visual que descreve sete tipos de fezes.

Os tipos de consisténcias das fezes estdo descritos na Figura 2. Quanto a coloracao,
adotou-se a seguinte classificagdo: tipo 1: fezes de coloragdo marrom-escuras; tipo 2: fezes de
coloragdo marrom-claras; tipo 3: fezes de coloracdo amarelada; tipo 4: fezes descoradas; tipo
5: fezes de coloracdo preta; tipo 6: fezes de coloragdao vermelha; e tipo 7: fezes de coloragao
esverdeada.

A Escala de Bristol para Consisténcia das Fezes foi utilizada para obtencdo de
informagdes sobre o transito e funcionamento intestinal, sendo categorizadas em: ritmo
intestinal lento (para os tipos 1 e 2), ritmo intestinal adequado (tipos 3 e 4) e ritmo intestinal
rapido (tipos 5, 6 e 7) (Martinez & Azevedo, 2012).

Figura 2 — Escala de Bristol para consisténcia das fezes, adaptado de Martinez & Azevedo
(2012)

Tipo Imagem Descri¢do

Granulos duros e separados como
nozes (dificeis de evacuar)

Em forma de salsicha, mas
granulosas.

Semelhante a uma salsicha, mas
com rachadura em sua superficie.

Como salsicha ou cobra, lisa e

I

macia.

Gotas macias com bordas bem

:

demarcadas (faceis de evacuar)

Pedacos macios com bordas
irregulares, fezes pastosas.

Liquidas, sem pedacos sélidos,

!

totalmente liquidas
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5.19. Analise estatistica
A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As
comparagdes intragrupos foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA one-way) seguida
pelo teste post-hoc Newman-Keuls, sendo adotado como nivel de significincia estatistica um p
< 0,05. Os resultados foram expressos como média seguida do desvio padrdo (média = DP). O
processamento, andlise estatistica dos dados e constru¢do dos gréficos foram realizados

utilizando o software foi utilizado o software GraphPad Prism, versdo 8 para Windows

(GraphPad Prism Inc, EUA).

5.20. Aspectos éticos
O projeto foi aceito pela Comissdo de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade
Federal de Vigosa (UFV) pelo processo n° 29/2021 (Anexo 1), estando em conformidade com
a Legislacdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas
editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Prética para o Cuidado e a
Utilizacao de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanésia
estabelecidas pelo CONCEA/MCTIC. Todos os procedimentos experimentais com 0S animais

foram conduzidos de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal.

6. RESULTADOS

Ao final das primeiras duas semanas de experimento, a ingestao alimentar (IA) foi maior
no grupo GP (p < 0,05). Entretanto, o grupo AIN-93G apresentou o maior ganho de peso,
seguido pelo grupo GP (p < 0,05). Os grupos teste ndo diferiram entre si quanto aos indices de
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), coeficiente de eficiéncia proteica (PER) e razdo
proteica liquida (NPR) (p > 0,05), entretanto, foram inferiores ao grupo controle (p < 0,05).

O peso seco das fezes dos grupos que consumiram grilo preto em p6 isoladamente (GP)
ou associado a farinha de soja (GPFS) apresentou similaridade ao grupo controle (AIN-93G) e
foi maior que o grupo FS (p < 0,05). Os grupos teste apresentaram maior nivel de excrecao
fecal de nitrogénio quando comparados ao grupo AIN-93G (p < 0,05), sendo o grupo GP o mais
alto, seguido de GPFS e FS, respectivamente.

Os grupos GP e GPFS apresentaram digestibilidade verdadeira (DV) semelhante (p >
0,05), e foram menores quando comparados ao grupo AIN-93G e FS (p < 0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeito do grilo preto em p6 associado a farinha de soja no peso corporal, consumo
alimentar, CEA, peso seco das fezes e indices de qualidade proteica em ratos Wistar, apds um
periodo de 14 dias de experimento

Grupos
Variavel
AIN-93G GP GPFS FS

IA (g) 155,74 + 11,44> 194,01 £18,68° 157,62+ 14,18° 147,77 +16,13°
Ganho de peso (g) 64,85 +7,12° 49,95 + 8,66° 40,09 + 5,14¢ 33,22 + 6,30°
CEA (%) 41,68 + 3,90° 25,60 + 2,49° 25,41 +2,00° 22,35+2,62°
PER 439 +0,41° 2,69 +0,26° 2,68 +0,21° 2,35+0,28°
NPR 5,20 + 0,422 3,35+ 0,22 3,23 +0,56° 3,21 +0,24°
Peso seco fecal (g) 2,66 + 0,96 3,45+0,61% 2,92 +£0,39? 2,11+ 0,46°
gN total de fezes 0,04 +0,01¢ 0,17 £ 0,03* 0,13 +0,02° 0,09 + 0,02¢
DV (%) 98,70 + 0,59° 94,59 + 1,26° 94,84 + 0,78 96,34 + 0,86"

Dados expressos em média seguida de desvio padréio. n = 8 animais por grupo. Médias seguidas por diferentes letras mintisculas
na mesma linha (a — d) indicam diferenca significativa pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. AIN-93G: dieta
padrao; GP: 100% proteina advinda do grilo preto em p6; GPFS: proteina advinda de 30% grilo preto em p6 associada a 70%
farinha de soja; FS: 100% proteina advinda da farinha de soja; IA: ingestdo alimentar; CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar;
PER: razdo de eficiéncia proteica; NPR: razdo proteica liquida; N: nitrogénio; DV: digestibilidade verdadeira.

O grilo preto em pé apresentou como aminodcidos limitantes a lisina, treonina, valina,
leucina e isoleucina, sendo a lisina o primeiro limitante, com escore quimico de 0,49. A farinha
de soja também obteve como primeiro aminodcido limitante a lisina (0,67), seguida da valina e
leucina.

Observou-se que o grupo GP demonstrou o menor valor de escore de aminoacidos
corrigidos pela digestibilidade da proteina (PDCAAS) (46,47%), seguido do grupo GPFS
(58,24%) e FS (64,23%), sendo o aminodcido limitante primdrio para todos 0s grupos teste a

lisina (Tabela 4).
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Tabela 4 — Perfil de aminoécidos essenciais, escore quimico e PDCAAS de acordo com o padrao

FAO (2013) para o grilo preto em po, associado a farinha de soja

(mg/g de proteina) Padrdo AA-score PDCAAS
Aminodacidos FAO
GP GPFS FS (2013) GP GPFS FS GP GPFS FS
Indispensaveis

Triptofano ND ND 10,00 8,50 ND ND 1,18 - - -
Lisina 28,00 35,00 38,00 57,00 0,49 0,61 0,67 4635 58,24 64,23
Histidina 21,00 23,10 24,00 20,00 1,05 1,16 1,20 - - -
Treonina 28,00 32,20 34,00 31,00 0,90 1,04 1,10 - - -
Metionina + Cisteina 29,00 31,80 33,00 27,00 1,07 1,18 1,22 - - -
Valina 35,00 34,30 34,00 43,00 0,81 0,80 0,79 - - -
Isoleucina 24,00 29,60 32,00 32,00 0,75 0,93 1,00 - - -
Leucina 51,00 55,90 58,00 66,00 0,77 0,85 0,88 - - -

Fenilalanina + Tirosina 74,00 81,70 85,00 52,00 1,42 1,57 1,63 - - -

ND: Nio determinado; AA-score (quociente da divisdo entre mg de aa por g de proteina Caseina, GP, FS ou GPFS e mg de aa
por g de proteina padrdo, FAO); Padrdo FAO (2013) ((Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO),
padrio tedrico para aminoacidos essenciais para criancas de 0 a 6 meses); PDCAAS: Indice de aminoacido corrigido pela
digestibilidade proteica (Primeiro aminoacido limitante (colunas de pontuacdo AA) x digestibilidade verdadeira do experimento
com ratos). AIN-93G: dieta padrdo; GP: 100% proteina advinda do grilo preto em pd; GPFS: proteina advinda de 30% grilo
preto em pé associada & 70% farinha de soja; FS: 100% proteina advinda da farinha de soja. Digestibilidade Verdadeira: AIN-
93G =98,70; GP =94,59; GPFS = 94,84; e FS = 96,34.

Nao houve diferenca entre os grupos quanto ao peso corporal inicial dos animais
(p>0,05), o que indica uma randomizagdo eficaz. Ao final dos trinta dias de experimento, o
maior ganho de peso foi no grupo AIN-93G (p<0,05), seguido pelos grupos GP, GPFS, e menor
ganho de peso no grupo FS (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeito do consumo de grilo preto em p6 associado a farinha de soja no peso corporal
de ratos Wistar, ap6s um periodo de 30 dias

Variaveis (g) AIN-93G GP GSFS FS
Peso inicial 56,90+4,39* 56,93+4,412 56,79+4,0* 56,84+4,06*
Peso final 211,29+17,54? 182,61+14,41% 156,21+10,44%¢ 138,72+11,52°¢
Ganho de peso 154,40+17,42% 99,28+9,96° 49,95+8,66° 33,22+6,30¢

Dados expressos em média seguida de desvio padrdo. n = 8 animais por grupo. Médias seguidas por diferentes letras
mindsculas na mesma linha (a — d) indicam diferenga significativa pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. AIN-
93G: dieta padrao; GP: 100% proteina advinda do grilo preto em p6d; GPFS: proteina advinda de 30% grilo preto em po
associada a 70% farinha de soja; FS: 100% proteina advinda da farinha de soja.

Os pontos sobre infiltrado inflamatério ndo diferiram entre os grupos teste (p > 0,05),
entretanto, o grupo GP apresentou mais pontos sobre infiltrado inflamatério quando comparado

ao grupo controle (AIN-93G) (p < 0,05). Semelhantemente, o grupo GP também foi o que
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apresentou maior pontos sobre esteatose hepdtica (p < 0,05), enquanto os grupos GPFS e FS
nao diferiram do grupo controle (p > 0,05). Nao houve diferencgas estatisticas entre os grupos
experimentais quanto aos pontos sobre congestdao vascular e coldgeno (p > 0,05) (Tabela 6,

Figura 3).

Tabela 6 — Histologia do figado de ratos Wistar submetidos a dieta contendo grilo preto em

po associado a farinha de soja, apos 30 dias

Grupos
Variaveis
AIN-93G GP GPFS FS
Pontos sobre infiltrado inflamatério  2,59+1,23>  5,65+2,54* 3,40+1,34%  4,45+1,30%
Pontos sobre esteatose hepatica 4,31+3,02° 8,73+£5,05*  2,09+2,01° 0,98+0,84°
Pontos sobre congestao vascular 2,95+1,57*  2,90+0,53* 3,05+1,03? 2,83+1,27%
Pontos sobre coldgeno 1,51+0,33*  0,88+0,42* 1,17+0,37% 0,81+0,40*

Dados expressos em média seguida de desvio padrdo. n = 8 animais por grupo. Médias seguidas por diferentes letras
minusculas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. AIN-
93G: dieta padrdo; GP: 100% proteina advinda do grilo preto em pd; GPFS: proteina advinda de 30% grilo preto em po
associada a 70% farinha de soja; FS: 100% proteina advinda da farinha de soja.
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Figura 3 — Representacdes da morfologia do figado de cada grupo experimental, letras de A — D, colora¢do com Eosina-Hematoxilina (H&E) e
letras de E — H, coloragc@o com Picro Sirus

AIN-93G GPFS FS GP

Os circulos vermelhos indicam pontos sobre infiltrado inflamatério, os circulos brancos pontos sobre esteatose hepatica e os circulos azuis indicam
pontos sobre congestao vascular. Os circulos amarelos indicam formacgao de coldgeno. Barra de escala = 200 um. AIN-93G: grupo que recebeu
dieta padrao; GP: grupo 100% proteina advinda do grilo preto em p6; GPFS: grupo mistura, proteina advinda de 30% grilo preto em po e 70%
farinha de soja; e FS: grupo 100% proteina advinda da farinha de soja.
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Os grupos contendo grilo em pé (GP e GPFS) apresentaram atividade das enzimas
superdxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase (GST) semelhantes ao grupo controle
AIN-93G (p > 0,05) (Figura 4-A e 4-C), embora para GST, os animais do grupo FS
apresentaram maior atividade quando comparados aos demais grupos (p < 0,05). Todos os
grupos foram semelhantes quanto a enzima catalase (CAT) (p > 0,05) (Figura 4-B).

Embora o grupo GP tenha apresentado reducdo de malondialdeido (MDA) (p < 0,05), o
mesmo grupo aumentou a producdo de 6xido nitrico (ON), quando comparado aos demais
grupos teste (p < 0,05) (Figura 4-D e E). O grupo GPES foi semelhante ao controle para os trés
marcadores de estresse oxidativo, MDA, ON e proteina carbonilada (PCN) (p > 0,05) (Figura
4-D, E e F). Além disso, o grupo FS diminuiu a producdo de ON (p < 0,05), quando comparados
aos demais (Figura 4-E). Todos os grupos foram semelhantes quanto a PCN (p > 0,05) (Figura
4-F).

Figura 4 — Anilises do balango oxidativo no figado
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AIN-93G: grupo que recebeu dieta padrao; GP: grupo 100% proteina advinda do grilo preto em p6; GPFS:
grupo mistura, proteina advinda de 30% grilo preto em p6 e 70% farinha de soja; e FS: grupo 100% proteina
advinda da farinha de soja. Os graficos mostram (A) Superdxido dismutase, (B) Catalase, (C) Glutationa S-
transferase, (C) Malondialdeido, (D) Oxido nitrico e (E) Proteina carbonilada. Letras mindsculas diferentes
(a—c) indicam diferencas entre os grupos, de acordo com a ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls,
a 5% de probabilidade. Dados expressos como média + desvio padrio.
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O grupo GP apresentou reducdo da glicemia e colesterol total comparado ao controle
AIN-93G (p < 0,05). Por sua vez, o grupo GPFS também demonstrou reducdo das
concentragdes plasmaticas de colesterol total e triglicerideos quando comparado aos grupos
AIN-93G e FS (p <0,05). Os grupos teste (GP, GPFS e FS) apresentaram redugao do colesterol
LDL quando comparados ao grupo controle (p < 0,05), sem diferirem entre si (p > 0,05).

Os animais alimentados com a dieta FS apresentaram aumento da concentragdo de ureia
e creatinina (p < 0,05). As concentragdes de AST reduziram nos grupos que receberam farinha
de soja em sua dieta (GPFS e FS), quando comparadas aos grupos AIN-93G e GP (p < 0,05).
J& para as concentracdes de ALT, &cido trico, HDL e VLDL, todos os grupos apresentaram

concentragdes sanguineas semelhantes (p > 0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 — Efeito da ingestdo de grilo preto em pé associado ou ndo a farinha de soja sobre
variaveis bioquimicas em ratos Wistar, apds 30 dias

Grupos
Parametros
AIN-93G GP GPFS FS

Glicose (mg/dL) 178,4+28,3% 133,2+25,5° 140,6+14,2% 137,8+24,0®
Ureia (mg/dL) 12,243 2b¢ 9,5+3,0°¢ 14,842,2° 24,0+2,7*
AST (U/L) 96,8+4,5* 106,3+4,02 85,3+4,9° 79,549,2°
ALT (U/L) 20,3+2,1¢ 23,0+1,8* 22,442 5% 23,3+2.82
Acido drico 0,7+0,1° 0,7+0,2° 0,7+0,1° 1,0+0,32
Creatinina (mg/dL) 0,24+0,1° 0,30+0,1° 0,29+0,0° 0,36+0,1*
Triglicerideos (mg/dL) 49,8+1,5% 45,0+4,0* 39,5+6,7° 49 8+2.1%
Colesterol total (mg/dL) 71,4+5,32 56,8+1,7° 60,0+7,4° 72,6+6,42

HDL (mg/dL) 32,3+2,9¢ 31,8+2,6* 32,8+4,3* 36,2+1,6*

LDL (mg/dL) 28,2+2,5% 18,8+2,9° 21,3+1,3° 24.,045,5°

VLDL (mg/dL) 10,7+1,32 9,4+0,92 9,0+2,52 9,6+0,8?

Dados expressos em média seguida de desvio padrdo. n = 8 animais por grupo. Médias seguidas por diferentes letras
minusculas na mesma linha (a — ¢) indicam diferenca significativa pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. AIN-
93G: dieta padrdo; GP: 100% proteina advinda do grilo preto em p6; GPFS: proteina advinda de 30% grilo preto em pé
associada a 70% farinha de soja; FS: 100% proteina advinda da farinha de soja; AST: aspartato amino transferase; ALT:
alanina amino transferase; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL: lipoproteina
de muito baixa densidade.

O grupo GPFS apresentou maior umidade das fezes quando comparado ao grupo AIN-
93G (p<0,05), embora ndo tenha diferido dos demais grupos teste. Quanto ao pH fecal, ndo
houve diferenca entre os grupos experimentais (p > 0,05).

Os grupos contendo grilo em p6 (GP e GPFS) apresentaram producao de acido acético
e butirico similares ao grupo controle (AIN-93G) (p > 0,05), entretanto, o grupo FS apresentou
concentragcdes mais baixas de acido butirico quando comparado ao controle (p < 0,05). Os

grupos teste foram semelhantes (p > 0,05) quanto a produgdo de acido propidnico, porém
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menores que o grupo controle (p < 0,05). Todos os grupos, entretanto, apresentaram valores
semelhantes para as concentracdes totais de AGCC (p > 0,05) (Tabela 8).

A consisténcia das fezes nao diferiu entre os grupos experimentais (p > 0,05), sendo
caracterizada na Escala de Bristol como tipo 4 (“semelhante a salsicha ou semelhante a cobra,
liso e macio”); no grupo AIN-93G, a consisténcia das fezes foi caracterizada como tipo 3
(“semelhante a uma salsicha, mas com rachaduras na superficie”). Em relacdo a coloracdo das
fezes, ndao houve diferenca entre os grupos (p > 0,05). Os grupos AIN-93G, GP e FS ficaram
entre os termos “fezes marrom-escuras” e “marrom-claras” e o GPFS entre “fezes marrom-
claras” e “amareladas (Tabela 8).

Nao houve diferenca entre os grupos experimentais quanto aos parametros
histomorfométricos do colon (espessura ¢ profundidade das criptas colonicas, espessura da
camada mucosa longitudinal e circular e espessura da camada mucosa e submucosa), nem

quanto a area das células caliciformes (p > 0,05) (Tabela 8, Figura 5).

Tabela 8 — Efeito do grilo em p6 associado a farinha de soja na saude intestinal em ratos Wistar,
apos 30 dias

Grupos
Variaveis
AIN-93G GP GPFS FS

Umidade das fezes 14,76+3,50° 20,344+3,842 26,23+2,23¢ 23,31+2,96*
pH das fezes 6,77+0,19* 6,61+0,45* 6,64+0,27* 6,80+0,29¢
Acido graxo de cadeia curta — AGCC (mM): 6,71+2,50% 4,85+1,78* 4,71+1,53¢° 3,92+1,322

Acido acético 4,89+2,49* 3,90+1,122 3,54+0,87* 3,05+0,63%

Acido propidnico 1,40%0,47* 0,63+0,10° 0,83+0,23° 0,64+0,05°

Acido butirico 0,42+0,20* 0,32+0,06* 0,33+0,09* 0,23+0,04*
Coloracido das fezes, Escala de Bristol 1,71+0,492 1,75+0,46* 2,50+2,07¢ 1,000,002
Consisténcia das fezes, Escala de Bristol 3,0040,00% 4,00+0,00? 4,000,007 4,000,007
Espessura da camada muscular circular (um) 140,53+30,13* 159,83+20,71* 169,55+39,17* 162,44+19,20?
Espessura da camada muscular longitudinal (um) 48,99+5,93 45,47+9,64* 54,06+21,41° 42,66+5,81%

Espessura da camada mucosa (um) 175,90+31,77* 183,48+13,23* 214,75+34,51* 171,35+25,59*
Espessura da camada submucosa (um) 44,34+15,80* 48,98+6,81* 46,56+20,86* 50,59+12,99*
Profundidade das criptas (um) 130,69+15,32* 130,22+11,09* 120,46+21,21* 122,97+28,45*
Espessura das criptas (um) 35,36+3,81% 35,444+2,032 37,714+3,99* 35,08+1,85%
Numero de células caliciformes (por criptas) 19,19+1,832 18,97+2,48* 19,08+1,36° 18,28+1,52°
Area de células caliciformes nas criptas (um) 78,69+10,12% 89,40+8,67* 83,49+17,19* 90,81+10,50#

Dados expressos em média seguida de desvio padrdo. n = 8 animais por grupo. Médias seguidas por diferentes letras mintusculas na
mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. AIN-93G: dieta padrao; GP: 100%
proteina advinda do grilo preto em pd; GPFS: proteina advinda de 30% grilo preto em po associada a 70% farinha de soja; FS: 100%

proteina advinda da farinha de soja.
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Figura 5 — Representacdes da morfologia do célon de cada grupo experimental, coloracdo com Eosina-Hematoxilina (H&E)

AIN-93G GPFS FS GP

Os circulos brancos indicam as camadas musculares circulares e os circulos verdes indicam as camadas musculares longitudinais. Os circulos
vermelhos indicam as criptas dentro das vilosidades e os circulos amarelos indicam células caliciformes nas criptas. Barra de escala = 200 um.
Letras A — D representam camada muscular do c6lon; letras E — H representam as criptas do célon. AIN-93G: grupo que recebeu dieta padrdo; GP:
grupo 100% proteina advinda do grilo preto em p6; GPFS: grupo mistura, proteina advinda de 30% grilo preto em p6 e 70% farinha de soja; e FS:
grupo 100% proteina advinda da farinha de soja.
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7. DISCUSSAO

O grilo preto (Gryllus assimilis) se destaca pelo elevado conteddo de proteinas e fibra
alimentar, principalmente na forma de quitina, reconhecida por seu potencial prebidtico e
beneficios para a sadde intestinal (Machado et al., 2019; Young et al., 2020). Por outro lado, a
soja (Glycine max L.) é conhecida por ter, dentre as fontes de proteina vegetal, o maior conteido
de proteinas, além de compostos bioativos como isoflavonoides e grande quantidade de fibras
soliveis (Achouri et al., 2005; Berno, Lopes & Canniatti-Brazaca, 2008; Toledo et al., 2012).
Tendo em vista estas consideracdes, nosso estudo teve como objetivo investigar os efeitos
combinados do grilo preto em p6 e da farinha de soja, além do grilo de forma isolada, na
qualidade proteica, saide intestinal e seguranca de uso em ratos Wistar.

As andlises revelaram que a combinacio de grilo preto em p6 com a farinha de soja
possui uma proteina altamente absorvivel e digerivel, apesar de seu PER, NPR e DV mais
baixos que o grupo controle caseina. Além disso, o consumo dessa combinag@o apresentou
melhorias na resposta inflamatéria e nos niveis de esteatose hepdtica em comparacdo ao
consumo isolado do grilo preto. Observou-se, também, uma melhoria nos marcadores
bioquimicos, como colesterol total, LDL e triglicerideos, além de aumento na umidade das
fezes, em relacdo ao grupo controle. Esses achados ressaltam os beneficios do uso do grilo preto
em po, especialmente quando associado a farinha de soja.

Quando se trata da avaliacdo da qualidade da proteina, o primeiro fator que reflete a
eficiéncia da utilizacdo proteica da dieta € a digestibilidade (Malla; Norgaard; Roos, 2023; Pires
et al., 2006). A menor digestibilidade verdadeira (DV) observada nos grupos alimentados com
o grilo em pé (GP e GPES) pode estar relacionada a diversos fatores, como a presenca de
aminodcidos limitantes e o tipo de fibra presente na matriz alimentar comparada ao grupo
controle caseina (celulose microcristalina). A quitina presente no exoesqueleto dos insetos é
uma substancia resistente a digestdo em mamiferos e pode interferir na digestdo proteica,
dificultando a quebra das proteinas, reduzindo, assim, sua digestibilidade (Aradjo et al., 2021;
Nowakowski et al., 2021).

Geralmente, as proteinas advindas de animais apresentam digestibilidade em torno de
90% a 95%, enquanto a digestibilidade das proteinas de origem vegetal varia entre 80% e 90%
(Tirapegui, 2006). O fato de que todos os grupos obtiveram valores de digestibilidade acima de
90% remete a uma boa digestibilidade dos grupos experimentais.

Nao houve diferenca entre os grupos teste quanto aos valores de PER e NPR, mesmo
tendo sido menores que o controle. Entretanto, valores de PER acima de 2,0 indicam que a

proteina presente em todos os grupos experimentais € de alta qualidade (Martino, Silva, 2014),
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sendo eficientes na promog¢do do crescimento € manutencdo dos animais. Um fator que pode
ter contribuido para o resultado inferior de PER nos grupos teste é a presenca de aminoécidos
limitantes, além de componentes como a quitina nos insetos, acido fitico e inibidores de tripsina
na soja, os quais podem interferir na absorc¢do da proteina (Aradjo et al, 2019; Esteves et al.,
2017; Mandarino, 2008; Young et al., 2020).

Apesar de o grupo GP ter registrado uma ingestdo alimentar (IA) mais elevada,
possivelmente devido a maior palatabilidade da dieta, isso ndo refletiu em maior ganho de peso
em relacdo ao grupo controle AIN-93G. O maior ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) mais alto nos animais do grupo controle podem ser atribuidos a menor
excre¢do de nitrogénio nas fezes e, consequentemente, maior eficiéncia do alimento consumido
no crescimento e desenvolvimento do animal. Nossos resultados diferiram dos achados de
Oibiokpa et al. (2018), os quais observaram ganho de peso superior nos animais que
consumiram dieta com acréscimo de grilo preto comparado ao grupo caseina.

O primeiro aminodcido limitante do grilo em pd, de acordo com o escore de
aminodcidos, foi a lisina, comumente encontrada em leguminosas (Friedman & Brandon, 2001;
Kudetka, Kowalska, Popis, 2021; Qin, Wang e Luo, 2022). No entanto, um resultado inesperado
foi observado no perfil de aminodcidos da soja UFVTN105 utilizada neste estudo, visto que esta
também apresentou a lisina como aminodcido limitante. Isso foi contrario a expectativa de que
a adigdo de farinha de soja ao grilo preto em p6 resolveria essa limitagao.

Entretanto, a associacdo do grilo preto em p6é com a farinha de soja promoveu pequena
melhoria no perfil de aminoécidos essenciais, quando comparado ao grilo em p6 de forma
isolada. Além disso, a adi¢do de farinha de soja contribui para a melhoria da composicao
nutricional do produto, oferecendo equilibrio entre macronutrientes e adicionando fibras
alimentares que promovem a saude intestinal, além de promover beneficios adicionais a partir
da adi¢do de compostos bioativos, como as isoflavonas, e melhorando a textura, a estrutura do
produto final, o que motivou a escolha da soja como complemento (Garcia, et al., 2021; Liu, et
al., 2020; Messina et al., 2019; Rodrigues, et al., 2021).

Alimentos com escore de aminodcidos abaixo de 1,0 indicam digestibilidade reduzida,
o que vai de acordo com os resultados da DV dos grupos teste (Henley e Kuster, 1994;
Rutherfurd et al., 2015). O escore de aminodcidos corrigido pela digestibilidade da proteina
(PDCAAS) do grupo GPFS para a lisina ficou abaixo da recomendacdo de 70% do padrao de
referéncia da OMS (Codex Alimnetarius, 2017; FAO, 1991; Magalhdes et al., 2023). No
entanto, uma alimentacdo variada, que inclua quantidades adequadas de diversas fontes

proteicas, animal ou vegetal, especialmente a sua combinacdo, favorece o fornecimento
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necessdrio de aminodcidos essenciais, potencialmente solucionando essa questdo (Mariotti e
Gardner, 2019).

Apesar das analises histoldgicas do figado apontarem maior inflamacao e acumulo de
esteatose hepatica nos animais que receberam exclusivamente o grilo preto em p6 (GP), os
grupos GPFS e FS mostraram semelhanca com o grupo controle. Uma possivel explicacdo para
esses dados € que a inclusdo da farinha de soja na dieta dos animais pode ter contribuido para
atenuar os efeitos adversos observados no grupo que recebeu apenas o grilo preto.

A farinha de soja ¢ rica em compostos bioativos, como isoflavonas, fitoesterdis,
antioxidantes e fibra alimentar, além de acidos graxos linoleico e alfa-linolénico, os quais
podem contribuir para modular a resposta inflamatéria e o metabolismo lipidico. Essa
combinagdo pode ter gerado um efeito sinérgico, resultando em menor incidéncia de inflamacao
e acumulo de gordura hepética, sugerindo efeitos mais favordveis para a satide hepatica dos
animais (Kyoko et al., 2007; Messina, 2010; Toledo et al., 2012).

As substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) ou malondialdeido (MDA), o
oxido nitrico (ON) e os niveis de proteina carbonilada (PCN) constituem produtos da oxidacao
de biomoléculas e sdo biomarcadores comumente usados para indicar estresse oxidativo. Por
sua vez, enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST) sdo utilizadas como parametros que refletem o estado antioxidante (Hendrix
et al., 2020).

No presente estudo, os grupos que receberam grilo em p6 (GP e GPFS) demonstraram
atividade das enzimas SOD e GST semelhantes ao grupo controle, sugerindo capacidade
antioxidante comparavel entre esses grupos.

No entanto, o grupo FS apresentou atividade aumentada de GST em comparagdo com
os demais grupos testados, o que pode ser atribuido aos compostos bioativos presentes na
farinha de soja, como fitoesterdis e isoflavonas, reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes e de regulagcdo da expressdo génica relacionadas ao estresse oxidativo (Berno,
Lopes & Canniatti-Brazaca, 2008; Messina, 2010; Toledo et al., 2012).

Em relagdo aos produtos de oxidagdo, observamos menores niveis de MDA no figado
no grupo GP quando comparados aos demais grupos, indicando menor peroxidacao lipidica e,
consequentemente, menor estresse oxidativo. Entretanto, o mesmo grupo apresentou aumento
na produgao de ON em comparacao aos outros grupos teste. Tal achado pode ser indicativo de
um desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade

antioxidante, levando a um aumento do estresse oxidativo (Halliwell et al., 2015).
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No contexto hepatico, niveis elevados de ON podem estar associados a danos celulares
e inflamagdo (Laskin et al., 2001), o que € consistente com os resultados da histologia realizada
no figado dos animais, em que o grupo GP também apresentou maior quantidade de infiltrados
inflamatérios quando comparado ao controle.

Por outro lado, o grupo GPFS demonstrou resultados semelhantes ao grupo controle
para todos os marcadores de oxidacgdo, sugerindo que a combinagdo de grilo em p6 com farinha
de soja pode ter efeitos compensatorios na redugao do estresse oxidativo. Além disso, a
diminui¢do significativa na produgao de ON no grupo FS em comparagdo aos demais grupos
experimentais pode também ser atribuida a composi¢do nutricional da soja, com os seus
compostos antioxidantes, dcidos graxos poli-insaturados e fitoquimicos (Achouri et al., 2005;
Berno, Lopes & Canniatti-Brazaca, 2008; Esteves & Monteiro, 2001; Kyoko et al., 2007;
Mandarino, 2008; Messina, 2010; Toledo et al., 2012).

Os grupos que consumiram grilo preto em p6 (GP e GPFS) apresentaram reducao das
concentragdes plasmaticas de colesterol total e LDL, além de reducao de glicose no grupo GP,
quando comparados ao grupo controle, devido, provavelmente, a presenca do polissacarideo
glicosaminoglicano no grilo preto. Estudos demonstraram que esse polissacarideo auxilia na
reducdo de parametros bioquimicos, entre eles, glicose e colesterol total, o que vai de acordo
com os achados do nosso estudo (Ahn et al., 2016). Pesquisas adicionais que investigaram a
suplementagdao de glicosaminoglicano em camundongos diabéticos também evidenciaram
diminui¢do nos niveis de glicose sanguinea e LDL, além de um aumento na atividade de
enzimas antioxidantes (Ahn et al., 2020).

As concentracdes de creatinina aumentaram no grupo FS em comparac¢ido com os demais
grupos, porém, ainda se mantiveram dentro da faixa de normalidade para roedores (Spinelli et
al., 2014).

Os grupos que receberam farinha de soja (FS e GPFS) apresentaram redug@o dos niveis
de AST, possivelmente devido a presenca de isoflavonas na soja. Tais achados estdo de acordo
com estudos que relataram diminui¢do dos niveis plasmaticos de AST e ALT em dieta
suplementada com isoflavonas comparada a uma dieta controle caseina (Gudbrandsen el at.,
2007; Gudbrandsen el at., 2009; Hakkak et al., 2018).

Além disso, o grupo GPFS apresentou reducdo dos niveis de triglicerideos (TGL)
quando comparados ao grupo controle e FS. Esse resultado estd de acordo com os achados de
Ortiz et al. (2022), que observaram a diminui¢@o dos niveis de TGL em animais que receberam

dieta high-fat suplementada com farinha de grilo a 8%.
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A reducdo nos niveis plasméticos de colesterol total no grupo GP, além de colesterol
total e TGL no grupo GPFS em comparacdo ao controle AIN-93G, sugerem efeito
hipolipidémico do grilo em pd. Além disso, a presenca de fibras na combinacdo do grilo preto
com a farinha de soja forma um gel no limen intestinal, onde se ligam aos 4cidos biliares. Esse
processo aumenta a excrecao de lipidios nas fezes, além de reduzir a absorcdo de colesterol e a
reabsor¢do dos 4cidos biliares pela via entero-hepdtica, resultando em menos colesterol
disponivel para incorporagdo nas lipoproteinas (Faludi et al., 2017; Magalhaes et al., 2023;
Nagao et al., 2001; Seibel & Beléia, 2008).

Os efeitos do grilo preto em pd associado a farinha de soja sobre a sadde intestinal
incluiram aumento da umidade das fezes nos grupos teste, o que pode estar relacionado aos
altos niveis de fibras soltveis e insoluiveis presentes nas matrizes alimentares utilizadas (Assis,
Silva 2003; Young et al., 2020).

As fibras soluveis influenciam diretamente o volume e a viscosidade do conteudo
gastrointestinal, retendo dgua no co6lon e contribuindo para a formacgdo de fezes mais macias
(Mudgil, 2017). Além disso, a quitina, presente no exoesqueleto dos insetos, pode, até certo
ponto, ser degradada por enzimas presentes no sistema digestivo de mamiferos, resultando em
derivados como a quitosana. Adicionalmente, as bactérias benéficas que residem no célon
também sdo capazes de fermentar e desacetilar a quitina, transformando-a nesse mesmo
composto, o qual possui alto grau de afinidade e retencdo de dgua, explicando o resultado mais
elevado de umidade das fezes do grupo GPFS (Assis, Silva 2003; Liaqgat e Eltem, 2018).

Quanto a producio de dcido acético e butirico, os grupos contendo grilo em p6d (GP e
GPFS) se mostraram semelhantes ao grupo controle (AIN-93G), o que também pode estar
relacionado a quitina presente no grilo em p9, pois sua degradagdo no intestino pode gerar quito-
oligossacarideos, que sdo fermentaveis pelas bactérias da microbiota intestinal, resultando na
producdo de AGCC (Kipkoech et al., 2021; Lopez-Santamarina et al., 2020; Stull et al. 2018).

De acordo com a Escala de Bristol, a consisténcia e coloracao das fezes nao diferiu entre
0s grupos experimentais, caracterizando um funcionamento adequado do intestino. Segundo
Martinez & Azevedo (2012), fezes dos tipos 3 e 4 estdo relacionadas a um ritmo intestinal
adequado. O tempo de transito intestinal pode estar associado a absor¢do de nutrientes no
intestino, especialmente devido ao contetdo de fibras (Aradjo et al, 2019; Costa e Peluzio,
2021; Mudgil, 2017; Lewis, Heaton, 1997; Santos, et al., 2017; Schoot et al., 2022).

Para os parametros histomorfométricos do célon, como a espessura e a profundidade
das criptas colonicas, espessura das camadas mucosa e submucosa, nimero e area das células

caliciformes nas criptas, todos os grupos teste se apresentaram de forma semelhantes ao grupo
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controle. Essa similaridade pode ser considerada positiva, levando em consideragdo que a dieta
controle AIN-93G ¢ amplamente reconhecida por atender as necessidades de crescimento e
manutengdo dos animais, além de promover bom funcionamento intestinal, modulando
positivamente a microbiota, mantendo a integridade da mucosa e fortalecendo as barreiras
imunoldgicas do trato gastrointestinal dos animais (Pivovar, 2022). Portanto, diante dessa
similaridade, podemos inferir que as dietas teste atenderam aos requisitos para um

funcionamento intestinal adequado.
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8. CONCLUSAO

O grilo preto em p6 associado a farinha de soja oferece uma fonte de proteina altamente
absorvivel e digerivel, embora sua digestibilidade seja inferior a caseina. Além disso, a
combinagdo do grilo preto em pé com a farinha de soja demonstrou, ainda, ser capaz de reduzir
a resposta inflamatdria e os niveis de esteatose hepdtica em comparacio ao grilo preto de forma
isolada. Esses resultados indicam que o consumo do grilo preto associado a outra matriz
alimentar (neste estudo, a farinha de soja), é nutricionalmente vantajosa e, ainda, promove
beneficios adicionais, como a reducdo dos niveis de colesterol total, LDL e triglicerideos.

Além disso, devido ao contetido de fibra alimentar, o grilo preto em po associado a
farinha de soja promove aumento da umidade fecal, além de preservar a morfologia intestinal

e producdo de 4cidos acético e butirico.

9. CONSIDERACOES FINAIS

Embora os resultados sejam promissores, ¢ importante ressaltar a necessidade de
investigacdes adicionais para uma compreensdo mais abrangente dos efeitos do consumo de
grilo preto em pd. Sugere-se que futuros estudos possam estender o periodo do experimento,
além de realizar andlises mais detalhadas para avaliagdo do seu efeito na seguranca bioldgica
de uso. Propde-se ainda, a realizacdo de andlises como a expressdo gé€nica de proteinas
relacionadas a saudde intestinal e a avaliacio da microbiota intestinal. Essas andlises mais
aprofundadas permitiriam uma compreensdo mais detalhada sobre o impacto do grilo preto em
po na composi¢do e fungdo das bactérias intestinais e o seu reflexo na saude intestinal e

poderiam, ainda, fornecer insights para seu uso potencial como um ingrediente alimentar

funcional.
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ANEXO A — Aprovagdo Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo n°
29,2021, intitulado *Investigacio do valor nutricional, qualidade proteica e seguranca de
uso agudo e suberinico de farinhas de insetos com potencial de utilizacfio na alimentacio
humana®, coordenado pela professora Ceres Mattos Della Lucia do Departamento de
Nutnigdo ¢ Saade, esta de acordo com a Legislagdo vigente (Leit N° 11.794, de 08 de outubro
de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTL, a DBCA (Diretnz
Brasilewra de Pratica para o Cuidado ¢ a Uthzagio de Ammais para Fmns Cientificos ¢
Diadéticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutandsia preconmizadas pelo CONCEA/MCTIC,
portanto sendo aprovado por esta Comissiio em 02/06/2021, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Commuttee in Ammal Use/UFV certify that the process number 29/2021,
named “Investigation of the nutritional value, protein quality and safety of acute and
subchronic use of insect flours with potential for use in human nutrition”, 1s in agreement
with the a actual Brazilian legislation { Ler N* 11.794, 2008, Normauve Resolutions edited
by CONCEA/MCTIC, the DBCA (Brazilian Practice Guidelhine for the Care and Use of
Anmimals for Sciennfic and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by
CONCEA/MCTIC therefore being approved by the Committee on June 02, 2021 vald for
1 2months.

{5—5)
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Profa. Manella Bontempo Duca de Freitas

Coordenadora
Comissdo de Ftica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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