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RESUMO

O consumo de insetos como alimento é praticado culturalmente em diversas regiGes do
mundo. No Brasil foram registradas mais de 130 espécies de insetos comestiveis,
pertencentes a nove ordens, dentre as quais se destaca Coleoptera. Desta ordem,
destacam-se Tenebrio molitor e Pachymerus nucleorum. A informacdo de que a
améndoa da bocaiuva € parasitada por larvas de P. nucleorum motivou a elaboracéo do
primeiro manuscrito, despertando a hipOtese de que essas larvas possam apresentar
potencial nutricional igual ou superior ao de seus frutos. Os resultados obtidos do
estudo mostraram que as proteinas representam a segunda maior por¢ao da composi¢do
nutricional das larvas de P. nucleorum (33,13%), superior a améndoa de bocaiuva
(14,21%). Destacou-se também o elevado teor de lipidios nas larvas (37,87%), muito
proximo ao da améndoa (44,96%). Do Gleo extraido das larvas, a fragcdo correspondente
aos acidos graxos saturados foi de 40,17% e aos insaturados de 46,52%. A atividade
antioxidante foi 24,3uM trolox/g de extrato do 6leo. A atividade triptica das larvas foi
0,032 + 0,006nmol BAPNA/min. As larvas e a améndoa de bocaiuva apresentaram
auséncia de fatores anti-nutricionais. Estes resultados favorecem o uso de larvas de P.
nucleorum como alimento humano, sendo O6tima fonte proteica e lipidica com
concentragcdes consideraveis de acidos graxos insaturados em relacdo a améndoa de
bocaiuva. Diante disso, decidiu-se elaborar dietas artificiais com adicdo de bocaiuva
para criacdo de T. molitor visando determinar a composi¢do quimica das larvas criadas
em diferentes dietas, dando origem ao segundo manuscrito. As larvas de T. molitor
foram analisadas quanto a sua composic¢do nutricional, composi¢cdo de acidos graxos,
atividade antioxidante, atividade triptica e fatores anti-nutricionais. Os resultados
demostraram que as larvas de T. molitor criadas em dieta artificial com adicdo de
bocaiuva sdo 6tima fonte proteica (44,83%) e lipidica (40,45%), em comparacdo com
carnes consumidas por humanos e presentam concentragdes significativas de acidos
graxos insaturados (65,99%). A atividade antioxidante foi 4,5uM trolox/g do 6leo das
larvas. A atividade triptica das larvas foi 0,144 + 0,003nmol BAPNA/min. As larvas
apresentaram auséncia de fatores anti-nutricionais. A partir desses resultados concluiu-
se que € possivel criar larvas de T. molitor em dieta artificial com adicdo de farinha de

bocaiuva, sem comprometer a qualidade nutricional do T. molitor, demonstrando que



larvas criadas em dietas artificiais podem ser um recurso alimenticio altamente
nutritivo.
Palavras-chave: Entomofagia, Coleoptera, Acidos graxos, Alimento proteico,

Bocaiuva.

ABSTRACT

The consumption of insects as food is culturally practiced in various regions of the
world. In Brazil, there were more than 130 species of edible insects, belonging to nine
orders, among which stands out Coleoptera. In this order, we highlight Tenebrio molitor
and Pachymerus nucleorum. The information that the bocaiuva’s kernel is parasitized
by larvae of P. nucleorum motivated to develop the first manuscript, raising the
hypothesis that these larvae can present nutritional potential equal to or higher than its
fruits. The results of the study showed that the proteins are the second largest portion of
the nutritional composition P. nucleorum larvae (33,13%), higher than the bocaiuva’s
kernel (14,21%). Also notable was the high fat larvae (37,87%), very close to the kernel
(44,96%). The oil extracted from larvae, the corresponding fraction of the saturated
fatty acids was 40,17% and 46,52% unsaturated. The antioxidant activity conducted by
ABTS (2, 2'-3-azinobis ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid) method, found value of
24,3uM trolox/g oil. The tryptic activity of larvae was 0,032 + 0,006nmol BAPNA/min.
The larvae and bocaiuva’s kernel presented absence of anti-nutritional factors. These
results favor the use of P. nucleorum larvae as food, with great protein and lipid source
with considerable concentrations of unsaturated fatty acids in relation to the kernel of
bocaiuva. Therefore, it was decided to develop artificial diets with added bocaiuva for
feeding T. molitor to determine the chemical composition of larvae reared on different
diets, leading to the second article. The T. molitor larvae were analyzed for their
nutritional composition, fatty acid composition, antioxidant activity, trypsin activity and
anti-nutritional factors. The results show that the T. molitor larvae reared on an artificial
diet with bocaiuva are good protein source (44,83%) and lipid (40,45%), compared to
conventional meats and show significant levels of unsaturated fatty acids (65,99%).

Antioxidant activity was 4,5uM trolox/g oil. The tryptic activity of larvae was



0,144+0,003nmol BAPNA/min. The larvae showed no anti-nutritional factors. From
these results it was concluded that it is possible to create T. molitor on artificial diet
with added bocaiuva flour without compromising the nutritional quality of T. molitor,

demonstrating that larvae reared on artificial diets can be a highly nutritious food
resource.

Keywords: Entomophagy, Coleoptera, Fatty acids, Food protein, Bocaiuva.
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INTRODUCAO

Em 2013, apés a Conferéncia Internacional sobre Florestas para Seguranga
Alimentar e Nutricional, a Organizacdo das NagbOes Unidas para Agricultura e
Alimentagdo (FAO) publicou um relatério [1] que incentiva o consumo de insetos como
forma de combater a fome e promover a seguranca alimentar.

Apesar de desafiador, a introducdo de novos itens alimentares na dieta humana
encontra precedente; ou seja, impressdes negativas sobre certos tipos de alimentos
podem ser reconsideradas. Consumidores descobriram que certos queijos com cheiro e
sabor fortes podem ser muito gostosos, e que o0 consumo de animais vivos (ex.: ostras) e
carne crua (ex.: sashimi, carpaccio) é hoje um fato comum [2].

Parece bastante ilogico que a ingestdo de invertebrados artrépodes como
lagostas e camardes (que se alimentam de material em decomposicédo) seja considerada
normal na alimentacdo; enquanto o consumo de insetos (alguns exclusivamente
herbivoros) seja visto com preconceito [3]. Assim, a informacdo de que os insetos
apresentam alto valor nutricional permite quebrar barreiras do preconceito e possibilitar
seu uso como fonte alimenticia.

Atualmente, um quarto das terras do mundo é usado para a criacdo de 1,7
bilhdes de cabecas de gado, enquanto um terco das terras araveis é usado para o plantio
de gréos para alimentar os animais [4]. No Brasil, ha registro de mais de 130 tipos de
insetos comestiveis, divididos em nove ordens [5]. A segunda ordem em numero de
espécies consumidas por humanos é a Coleoptera [5]. Desta ordem, destacam-se
Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Tenebrionidae) (Fig. 1) e Pachymerus nucleorum
Fabricius, 1792 (Chrysomelidae, Bruchinae) (Fig. 2).

Figura 1. Larvas de Tenebrio molitor (Tenebrionidae) criadas em dietas artificiais com

adicdo de bocaiuva. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 2. Larvas de Pachymerus nucleorum (Chrysomelidae, Bruchinae) obtidas do

coquinho de bocaiuva. Fonte: Arquivo pessoal.

Tenebrio molitor, representante tipico da familia Tenebrionidae, ¢ um dos
maiores besouros que infestam armazéns de produtos alimenticios, principalmente de
gréos [6]. Pachymerus nucleorum, pertencente a familia Chrysomelidae, € comum em
cocos de palmeiras, especialmente da bocaiuva (Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex
Mart., 1845); sua larva se desenvolve dentro do coco se alimentando exclusivamente da
améndoa [5].

Na regido do Cerrado brasileiro a bocaiuva, conhecida também por macadba, é
abundante e fornece frutos com valor nutricional elevado [7,8,9] por possuir alto teor de
acidos graxos e de carotenoides. O 6leo da polpa da bocaiuva apresenta predominancia
de acidos graxos monoinsaturados, em especial do acido oleico. A informacéo de que a
améndoa da bocaiuva é parasitada por larvas de P. nucleorum motivou o presente
trabalho, despertando a hipotese de que essas larvas possam apresentar potencial
nutricional igual ou superior ao de seus frutos.

Foi realizada a coleta e a composicdo nutricional das larvas de P. nucleorum e da
améndoa da bocaiuva, comparando-as entre si para avaliar a qualidade nutricional. Os
teores elevados de lipidios e de proteinas encontrados nas larvas de P. nucleorum
chamaram a atencdo e motivaram a realizacdo da composicdo de acidos graxos e
avaliacdo da atividade triptica e de fatores anti-nutricionais.

Estudos mostram que além da coleta existe a possibilidade de criacdo massiva
em cativeiro de insetos comestiveis que pode ser um meio de producdo alimentar com
menor impacto ambiental do que as formas atualmente em uso [4,10,11]. A partir dessa

informacédo foi desenvolvido uma pesquisa com larvas de T. molitor por ser uma espécie

14



de simples manejo, que apresenta facil manipulacdo e reprodugdo e requer pequenos
espacos [12].

Acredita-se que dietas alternativas com farinha de bocaiuva possam favorecer ao
aumento da concentracdo de acidos graxos insaturados nas larvas de T. molitor. Assim,
comparacdo do valor nutritivo das larvas alimentadas com diferentes dietas permitira
indicar novas fontes de biomassa que aumentem o valor nutricional do tenébrio. Do
exposto, esta dissertacdo esta apresentada em dois capitulos, estruturados na forma de
artigos cientificos.

No primeiro manuscrito € apresentada a composi¢do nutricional, a composicdo
de &cidos graxos, a atividade antioxidante, a atividade triptica e investigou-se a presenga
fatores anti-nutricionais das larvas de P. nucleorum e da améndoa da bocaiuva.

O segundo manuscrito aborda a composicgéo centesimal das dietas artificiais com
adicdo de farinha de polpa bocaiuva e das larvas de T. molitor. Das larvas, ainda foi
realizada a composicdo nutricional e de acidos graxos, a atividade antioxidante, a
atividade triptica e verificou-se a presenca fatores anti-nutricionais.

Acredita-se que o conhecimento gerado por esses dois trabalhos contribuam para
a definicdo de condigdes que permitam, futuramente, a obtencdo de produtos
alimenticios direcionados a esportistas ou pessoas de necessitem que consumo
suplementar de proteinas. Alem de ser um nicho em potencial para o combate a fome e
a desnutricdo das populaces. Os estudos do aproveitamento de insetos obtidos da
améndoa da bocaiuva e da criacdo em cativeiro com dietas adicionando-se de farinha de
polpa de bocaiuva contribuem para a preservacdo dessa espécie de palmeira nativa do

Cerrado.
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Capitulo |

COMPOSICAO QUIMICA E POTENCIAL ALIMENTICIO
DAS LARVAS DE Pachymerus nucleorum (COLEOPTERA,
CHRYSOMELIDAE, BRUCHINAE) F. QUE PARASITAM A
AMENDOA DE Acrocomia aculeata (JACQ.) LODD. EX
MART. (ARECACEAE)

O artigo foi elaborado de acordo com as normas da revista Plos One, a qual
sera submetido.
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Resumo

O consumo de insetos como alimento é praticado culturalmente em diversas
regides do mundo. No Brasil foram registradas mais de 130 espécies de insetos
comestiveis, pertencentes a nove ordens, dentre as quais se destaca Coleoptera. A larva
do coledptero Pachymerus nucleorum Fabricius, 1792 se desenvolve dentro do fruto de
bocaiuva (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., 1845), que possui qualidade
nutricional comprovada. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial nutricional das
larvas de P. nucleorum em comparacdo com a améndoa de bocaiuva para alimentacéo
humana. As proteinas representam a segunda maior por¢do da composicao nutricional
das larvas (33,13%), superior a améndoa de bocaiuva (14,21%). Destacou-se também o
elevado teor de lipidios das larvas (37,87%), muito proximo ao da améndoa (44,96%).
Do dleo extraido das larvas, a fracdo correspondente aos acidos graxos saturados é de
40,17% e aos insaturados de 46,52%. A atividade antioxidante constatou valor de 24,3
MM trolox/g Oleo extraido das larvas. A atividade triptica das larvas foi 0,032 + 0,006
nmol BAPNA/min, tanto as larvas como a améndoa de bocaiuva apresentaram auséncia
de fatores anti-nutricionais. Estes resultados favorecem o uso de larvas de P. nucleorum
como alimento humano, sendo 6tima fonte proteica e lipidica com concentractes

consideraveis de acidos graxos insaturados em relacdo a améndoa de bocaiuva.

Palavras-chave: Entomofagia, Coleoptera, Acidos graxos, Alimento proteico,

Bocaiuva.

Abstract

The consumption of insects as food is culturally practiced in various regions of
the world. In Brazil, there were more than 130 species of edible insects, belonging to
nine orders, among which stands out Coleoptera. The larva of the coleopter Pachymerus
nucleorum Fabricius, 1792 develops into the fruit of bocaiuva (Acrocomia aculeata
(Jacg.) Lodd. ex Mart., 1845), which has proven nutritional quality. The aim of this
study was to evaluate the nutritional potential of the larvae of P. nucleorum compared
with bocaiuva’s kernel for human consumption. Proteins are the second largest portion

of the nutritional composition of the larvae (33,13%), higher than the almond bocaiuva
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(14,21%). Also notable was the high larval lipid content (37,87%), very close to the
kernel (44,96%). From oil extracted from larvae, the corresponding fraction of the
saturated fatty acids is 40,17% and 46,52% unsaturated. The antioxidant activity was
24,3uM trolox/g oil extracted from larvae. The tryptic activity of larvae was 0,032 +
0.006nmol BAPNA/min, both the larvae as almond bocaiuva presented absence of anti-
nutritional factors. These results favor the use of P. nucleorum larvae as food, with great
protein and lipid source with considerable concentrations of unsaturated fatty acids in
relation to the kernel of bocaiuva.

Keywords: Entomophagy, Coleoptera, Fatty acids, Food protein, Bocaiuva.

Introducao

A Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
estima que no periodo de 2010 a 2012 aproximadamente 870 milhGes de pessoas
estavam subnutridas, isso indica que 12,5% da populacdo mundial equivalente a um em
cada oito seres-humanos séo afetados pela desnutrigéo [1].

Apesar do aumento substancial na producdo de alimentos nos ultimos cinquenta
anos [2], estima-se um aumento populacional para nove bilhdes de pessoas até 2050, o
que acarretara menor disponibilidade de alimentos, especialmente de proteina animal
[3,4]. Em 2013, ap6s a Conferéncia Internacional sobre Florestas para Seguranca
Alimentar e Nutricional, a FAO publicou um relatorio [5] que incentiva o consumo de
insetos como forma de combater a fome e promover a seguranca alimentar, pois 0s
insetos sdo fonte de proteinas.

O consumo de insetos como alimento é praticado culturalmente em diversas
regibes do mundo, exceto em regides desenvolvidas como Europa e América do Norte.
Jongema [6] aponta um valor estimado de 2000 espécies de insetos comestiveis,
consumidas por mais de 3000 grupos étnicos [7].

O Brasil possui uma biosociodiversidade extremamente rica e exuberante,
apresentando uma das maiores diversidades biologicas do planeta e enorme diversidade
cultural. Costa Neto e Ramos-Elorduy et al. [8] registraram para o Brasil 135 espécies
de insetos comestiveis, pertencentes a 9 ordens, dentre as quais destaca-se Coleoptera,

com 22 espécies reportadas como alimeto humano. Pachymerus nucleorum Fabricius,
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1792 (Chrysomelidae, Bruchinae) é um besouro comum em cocos de palmeiras de
babagu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng.), de piacava (Attalea funifera Mart. ex
Speg.), de licuri (Syagrus coronata (Mart.)Becc.) e de bocaiuva (Acrocomia aculeata
(Jacg.) Lodd. ex Mart., 1845), cuja larva se desenvolve dentro do coco se alimentando
exclusivamente da améndoa [8].

Entre as palmeiras encontradas no Estado do Mato Grosso do Sul, destaca-se a
bocaiuva. Estudos demonstram que seu fruto (polpa e améndoa) é rico em carotenoides
e acidos graxos apresentando alta capacidade nutricional [9,10,11] e anti-inflamatéria
[12,13].

Os éacidos graxos sdo classificados em saturados e insaturados; os insaturados
desempenham importantes fun¢es no organismo humano como, por exemplo, atuam na
manutencdo do sistema imunoldgico em processos inflamatorios. Os valores de acidos
graxos encontrados no 6leo de bocaiuva sugerem acéo efetiva nessas patologias [13].

Do exposto, objetivou-se avaliar o potencial nutricional das larvas de P.
nucleorum em comparacdo com a améndoa da bocaiuva, esperando-se que 0 inseto

possua caracteristicas nutricionais iguais ou superiores as da améndoa.

Material e métodos

Material

Frutos de bocaiuva, Acrocomia aculeata (Arecaceae) (depositada no Herbario
DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados - UFGD sob nimero n° 4783,
PEREIRA, Z.V.), infestados por Pachymerus nucleorum foram coletadas na regido de
Dourados-MS, Brasil. Os frutos foram transportados ao laboratdrio e quebrados para a
retirada das améndoas e das larvas de seu interior. Apos serem retiradas, as améndoas
foram secas em estufa com circulacdo de ar a 40°C por 72h, trituradas e armazenadas
em ambiente fresco. As larvas foram lavadas, acondicionadas em caixas de poliestireno
expandido e congeladas a -6°C, mantendo-se armazenadas nessa temperatura até
realizacdo das analises. A identificacdo de Pachymerus nucleorum foi realizada pela
Dr2. Cibele Stramare Ribeiro-Costa da Universidade Federal do Parana (UFPR),

especialista brasileira no grupo.
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Analises quimicas
Foram realizadas as analises de composic¢do nutricional, composicdo de acidos

graxos, atividade antioxidante, atividade triptica e fatores anti-nutricionais das

améndoas de bocaiuva e das larvas de Pachymerus nucleorum.

Composicao nutricional

Foram determinados: teor de umidade em estufa [14]; residuo mineral fixo pela
queima do material em mufla a 550°C [14]; lipidios por extracdo com éter de petréleo
em equipamento de Soxhlet [14]; o teor de proteinas foi quantificado pela determinagéo
do nitrogénio presente na amostra realizada pelo método Kejldahl utilizando o fator de
conversao 6,25 [14]; fibras por extracdo acida e alcalina [15].

A determinacdo de carboidratos foi feita por diferenca (100g de amostra — g de
umidade-minerais-lipidios-proteinas-fibras). O valor energético foi calculado através
dos coeficientes de Atwater que consideram 4 kcal/g de amostra para proteinas e

carboidratos e 9 kcal/g de amostra para lipidios [16].

Composicao de acidos graxos

Foram extraidos os lipidios das améndoas e das larvas, de acordo com o método
de Bligh e Dyer [17]. Para a transesterificacdo dos triglicerideos, aproximadamente
50mg da matéria lipidica extraida foram transferidos para tubos falcon de 15mL, aos
quais foram adicionados 2mL de n-heptano. A mistura foi agitada até a completa
dissolucdo da matéria graxa e foram adicionados 2mL de KOH 2 mol/L em metanol. A
mistura foi agitada por aproximadamente 5min e ap0s a separacdo das fases, 1mL da
fase superior (heptano e ésteres metilicos de acidos graxos) foi transferido para frascos
eppendorf de 1,5mL. Os frascos foram hermeticamente fechados, protegidos da luz e
armazenados em freezer a -18°C, para posterior analise cromatografica.

A composicdo de acidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa,
utilizando-se cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (GCHA-
Shimadzu). Para a eluicdo foi empregada uma coluna capilar de silica fundida de 100m
x 0,25mm x 0,20um (SP-2560). A temperatura do forno foi programada para iniciar em

100°C e foi mantida assim por 1min, quando foi elevada a 170°C a 6,5°C/min.
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Posteriormente, outra elevagdo de 170 a 215°C foi realizada a 2,75°C/min. e a
temperatura foi mantida por 12min. Finalmente, uma Ultima elevacdo foi realizada de
215 para 230°C a 40°C/min. As temperaturas do injetor e detector foram de 270 e
280°C, respectivamente.

As amostras de 0,5uL foram injetadas em modo “split” (1:20), utilizando-se
nitrogénio como gas carreador a uma velocidade de arraste de 1ml/min. A identificacéo
dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada por comparagdo com 0s tempos de
retencdo dos compostos da amostra com os padrBes (Sigma) eluidos nas mesmas
condicdes das amostras.

Analise da atividade antioxidante

O extrato foi preparado a partir da mistura de 1g de éleo e 50mL de solucéo
hidrometanolica (50%). Apds repouso de 60min., o material foi centrifugado (4000rpm)
por 15min e o sobrenadante retirado. Ao sedimento foi adicionada 40mL de acetona
(70%) para realizar a segunda extragdo seguindo-se o procedimento da 12 extracdo. Os
sobrenadantes das duas extracBes foram misturados, transferidos para um baldo
(100mL) e o volume completado com &gua destilada, obtendo-se o extrato.

O radical ABTS™ (2, 2 AZINO BIS-3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic acid
diammoninum) foi formado pela reacdo de ABTS™ (7mM) com persulfato de potéssio
(140 mM), a mistura reagiu por 16h a temperatura ambiente e na auséncia de luz,
obtendo-se a solucdo radicalar. Para as analises, a solucdo radicalar foi diluida em
etanol até absorbancia de 0,70 (£ 0,05) a 734nm (espectrofotdmetro Biospectro).
Aliquotas de 30 pL de amostra foram adicionadas a 3mL da solucio diluida de ABTS™*
e as absorbancias da mistura foram registradas apds 6min. A atividade antioxidante foi
calculada utilizando-se da curva-padrédo de 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox). A curva-padrdo foi preparada a partir de solucbes etandlicas de
Trolox nas concentracdes de 100; 500; 1000; 1500 e 2000 uM [18]. Os resultados foram

expressos em UM de Trolox/g de extrato. Cada determinacdo foi realizada em triplicata.

Analise das atividades triptica e quimotriptica
As atividades triptica e quimotriptica foram realizadas em microplacas [19]. O

ensaio utiliza a hidrolise de substratos cromogénicos N-a Benzoyl-D-L-Arginine p-
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Nitroanilide (BApNA) para tripsina e Succynil Alanina Alanina PF p-Nitroanilide
(SAAPFPNA) para quimotripsina.

A atividade triptica larval foi feita incubando as amostras com Tris-HCI 50mM,
pH 8,0 para um volume final de 70uL. Apds adicdo do substrato, o tempo de ensaio foi
de 30 min a 37°C. O resultado desta andlise foi expresso em nmol/BApNA/min. e
Ul/mL. A atividade quimotriptica larval foi analisada incubando as amostras com Tris-
HCI 50mM, pH 8,0 para um volume final de 100uL. Ap6s adicdo do substrato o tempo
de ensaio foi de 10min a 37°C e a reacéo lida em Leitor de Microplacas Multiskan Go a
410nm. O resultado desta analise foi expresso em nmol/ SAAPFPNA/min. e Ul/mL.

Nos ensaios enzimaticos para analise do potencial anti-triptico e anti-
quimotriptico das larvas foi adicionado 10uL de tripsina bovina, no anti-triptico, e 10uL
de quimotripsina bovina, no anti-quimotriptico, para que seja determinado se possuem
acdo inibitoria sobre esta enzima. Apés adicdo do Tris-HCI 50mM, pH 8,0 foram
adicionados 0s respectivos substratos como descrito nos ensaios triptico e quimotriptico
das larvas, prosseguindo a incubacéo e leitura no a 410nm. Para cada ensaio e amostra
foram feitas trés replicatas. As reac6es foram lidas em Leitor de Microplacas Multiskan
Go a410nm.

Anélises estatisticas

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
como media e desvio padrdo. As comparaces dos valores médios entre 0S grupos
foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA) e as diferencas comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de p <0,05 com auxilio do programa Statistica
versdo 8.0 [20] e Prism 3.0 [21].

Resultados e Discussao

Composicao nutricional

Os resultados da composicdo nutricional das larvas de P. nucleorum e da
améndoa da bocaiuva foram comparados com os valores da composi¢cdo nutricional da
carne bovina e da soja (Tabela 1), estabelecidos pela Tabela Brasileira de Composicédo
de Alimentos [22].
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194  Tabela 1. Composicao nutricional de larvas de Pachymerus nucleorum (Coleoptera,
195 Chrysomelidae), da améndoa de Acrocomia aculeata (Arecaceae) e de alimentos

196 convencionais.

Pachymerus Carne

Constituintes Améndoa ex SOja**
nucleorum bovina

Umidade* (g/100g) 35,15+0,64°  5,13+0,2° 52,70 5,80
Umidade (g/100g) 54,22° 5,54 - -
Minerais (g/100g) 3,15+0,24* 2,23+ 0,10° 1,90 5,00
Lipidios (g/100g) 37,87+0,97°  44,96+0,79° 67,23 14,60
Proteinas (g/100g) 33,13+0,98*  14,21+0,85° 35,31 36,00

Fibras (g/100g)  15,37+1,24* 39,17+1,18°  N.A. -
Carboidratos

Amido (g/100g) - - - 38,40
Valor energético (kcal/100g) 473 461 358 404

197  Valores apresentado em base seca. Os resultados estdo expressos com + desvio padrdo, n=3. *Umidade
198  em base Umida. **TACO - Tabela brasileira de composicdo de alimentos, 2011. N.A. = néo aplicavel.
199 Médias com sobrescrito diferente na mesma linha diferem significativamente (p< 0,05).

200

201 As larvas de P. nucleorum apresentaram 35,15% de umidade (Tabela 1), valor
202 inferior ao da carne bovina (52,7%). Tanto as améndoas de bocaiuva guanto a soja
203  apresentaram teores de umidade semelhantes (5,13% e 5,80% respectivamente). Os
204  demais constituintes apresentados foram calculados em base seca para evitar a
205 interferéncia do teor de umidade nas amostras.

206 O conteudo de minerais nas larvas (3,15%) foi proximo ao encontrado na
207 améndoa de bocaiuva (2,23%) e superior ao da carne bovina (1,9%) (Tabela 1). O valor
208 encontrado de residuo mineral fixo atende a recomendacdo de ingestdo diaria de
209  minerais, que € de aproximadamente 3g [23]. Ou seja, 30g de larvas de P. nucleorum
210  atende 31% da necessidade diéria de minerais em humanos.

211 O elevado teor de lipidios das larvas (37,87%), inferior ao da améndoa (44,96%)
212 e superior ao da soja (14,60%) (Tabela 1). Do ponto de vista energético, os lipidios sdo
213 importantes porque produzem 9kcal por grama de alimento quando oxidados no
214  organismo [23]. Em alguns paises esta fonte energética contribui com 30-40% do total
215 de energia consumida na alimentacdo humana [23]. Os lipidios sdo componentes
216  estruturais de todos os tecidos e sdo indispensaveis na estruturacdo das membranas e

217  organelas celulares [24,25,26]. Os lipidios também estimulam a absorcdo dos
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carotenoides pelo organismo, proporcionando a biodisponibilidade destes compostos
[27].

A digestibilidade das proteinas de insetos é comparavel com as de carnes
convencionais [28]. As proteinas representam a segunda maior por¢édo da composigdo
nutricional das larvas de P. nucleorum (Tabela 1). O teor de proteina das larvas
(33,13%) foi semelhante ao valor reportado por Ramos-Elorduy et al. [29] para a
mesma espécie (33,05%). Este valor € superior ao da améndoa da bocaiuva que
apresentou apenas 14,21% de proteinas, préximo ao da carne bovina (35,31%) e ao da
soja (36,0%), como pode ser observado na Tabela 1. Estes resultados demonstram o
potencial de uso das larvas de P. nucleorum como suplemento proteico para atletas e
pessoas interessadas em aumentar o consumo de proteinas.

A proteina animal € superior a vegetal, portanto os melhores suplementos
proteicos devem incluir alguma proteina animal [30]. Muitos desses produtos contém
proteina derivada do leite, cuja producdo causa um impacto ambiental muito maior do
que dos insetos [30]. Esse tipo de produto produzido a base de insetos enfrenta uma
barreira de aceitabilidade relativamente baixa, pois visam consumidores com
consciéncia nutricional e ambiental, e a origem da proteina ndo é visivelmente ou
palatalmente distinguivel (ex.: a substituicdo da soja em pd por inseto em pd nao altera
a aparéncia, sabor ou textura do produto) [30]. Ou seja, 0 uso de insetos na industria
alimenticia pode constituir um ingrediente de alta qualidade proteica para um
suplemento proteico de elevado padréo.

A Portaria n® 27/1998 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [31]
estabelece que para um alimento ser considerado rico em fibras ele deve apresentar mais
de 6% de teor de fibras. As larvas de P. nucleorum e as améndoas de bocaiuva estéo
inseridas nesta categoria, pois apresentaram respectivamente 15,37% e 39,17% de
fibras. O consumo de alimentos ricos em fibras esta associado a reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, reducdo dos niveis glicémicos e lipidicos associados a
diminuicdo de hiperinsulinemia. Além disso, o alto consumo acarreta menores riscos
para o desenvolvimento da obesidade [32].

Quanto ao valor energético, a larva de P. nucleorum sobressaiu-se (473kcal) em
relacdo a améndoa (461kcal), a carne bovina (358kcal) e a soja (404kcal), por possuir

valor mais elevado (Tabela 1). Para comunidades menos favorecidas, 100g de larva
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representaria aproximadamente um terco do valor energético diario a ser consumido
[23].

Composicao de acidos graxos e atividade antioxidante

Quantitativamente, o principal &cido graxo encontrado no 6leo extraido das
larvas de P. nucleorum foi o acido oleico (44,09%), seguido do &cido laurico (33,87%),
do estedrico (3,91%) e do linoleico (3,96%) (Tabela 2). O 6leo extraido da améndoa
apresentou em sua fracdo lipidica, como seus principais &cidos graxos, o laurico
(39,56%), o oleico (33,04%), o miristico (7,99%) e o palmitico (6,87%), além de 3,03%
de acido linoleico.

Tabela 2. Composicdo de acidos graxos em lipidios totais do oOleo extraido das
larvas de Pachymerus nucleorum (Coleoptera, Chrysomelidae) e da améndoa de

Acrocomia aculeata (Arecaceae).

Acidos graxos (%) P. nucleorum Améndoa
Acido Caproico (C6:0) - 0,33+0,01
Acido Caprilico (C8:0) - 2,89+0,03
Acido Laurico (C12:0) 33,87+0,5°  39,56+0,07"
Acido Miristico (C14:0) 2,45+0,01° 7,99+0,05°
Acido Palmitico (C16:0) 2,01+0,01° 6,87+0,04°
Acido Esteéarico (C18:0) 3,91+0,01° 3,14+0,02°
Acido Araquidico (C20:0) 0,02+0,01° 0,11+0,01*
Acido Palmitoleico (C16:1) 0,05+0,01° 0,08+0,01*
Acido Oleico (C18:1) 44,09+0,10*°  33,04+0,08"
Acido Linoleico (C18:2) 3,96+0,01° 3,03+0,01°
Acido a-Linolénico (C18:3) 0,04+0,01° 0,09+0,01°
Acido Eicosapentaenoico-CLA (C20:5) 0,07+0,01 -
Y AGS" 42,26 60,89
Y AGM® 44,95 33,12
Y AGPI® 4,0 3,12

AAGS-4cidos graxos saturados. "AGM- &cidos graxos monoinsaturados. “AGPI- &cidos graxos poli-
insaturados. Os resultados estdo expressos com + desvio padrdo, n=3. Média com sobrescrito diferente na

mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).

26



268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289

290

291
292
293
294
295
296
297
298
299

Do 6leo extraido das larvas, a fracdo correspondente aos &cidos graxos saturados
é de 42,26% e aos insaturados é de 48,95% (Tabela 2). O 6leo da améndoa apresentou
60,89% de acidos graxos saturados e 36,24% de insaturados. Os resultados confirmam o
alto teor de &cidos graxos insaturados nos 6Oleos da larva e da améndoa, em razédo,
principalmente, do alto contetdo de &cido oleico.

Os acidos graxos poli-insaturados das séries 6mega-3 (C18:3 e C20:5) e 6mega-
6 (C18:2) apresentam principais efeitos na prevencdo de doengas cardiovasculares e
cancer [24]. A alta concentracdo de &cidos graxos no Oleo afeta sua atividade
antioxidante, que é altamente desejada na dieta humana [24].

O é&cido linoleico conjugado (CLA) estéa presente nos produtos de carne e tem
demonstrado ter atividade antioxidante [33,34]. O CLA pode diminuir o acimulo de
acidos graxos saturados nas membranas celulares, tornando essas membranas menos
susceptiveis a oxidacdo e, desta forma, possuem menor potencial de causar danos
oxidativos aos componentes celulares [33,34].

A atividade antioxidante do 0leo das larvas de P. nucleorum, avaliada atraves do
método ABTS, foi de 24,3 uM trolox/g, muito superior a de 6leos convencionais como
0 de soja (2,2 uM trolox/g) e o de girassol (1,17 uM trolox/g) [35].

Ha evidéncias de que a alta concentracdo de acidos graxos monoinsaturados
(AGM) é beneéfica ao organismo. A substituicdo de carboidratos por AGM aumenta a
concentracdo de colesterol HDL e a substituicdo de acidos graxos saturados por AGM

diminui o nivel de colesterol LDL no sangue [24,36,37].

Atividade triptica e fatores anti-nutricionais

A digestdo de proteinas comeca no estdbmago, onde se decompdem em proteases,
peptonas e polipeptideos grandes, e continua no intestino onde sofrem a maior parte da
digestdo na porcdo intestinal correspondente ao duodeno. Nesta porcdo as proteinas
sofrem acdo das enzimas secretadas pelo pancreas, principalmente das enzimas
proteoliticas tripsina, quimiotripsina e caboxipoli-pepitdase [38]. Dentre as enzimas
proteoliticas, destaca-se a tripsina por ser encontrada em sistemas digestivos de muitos
vertebrados que necessitam hidrolisar e absorver proteinas. Ou seja, a atividade da
tripsina € fundamental no processo de hidrolise e na absorcdo de proteinas, pois essas

moléculas sdo grandes para serem absorvidas pelo intestino [38].
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As larvas de P. nucleorum e as améndoas de bocaiuva foram submetidas a
analise de atividade triptica, antitriptica, quimotriotica e anti-quimotriptica. A atividade
da enzima tripsina das larvas foi 0,032 + 0,006 nmol BAPNA/min., ndo foi identificada
atividade da tripsina na amostra da améndoa. A presenca dessa enzima sugere que 0
consumo dessas larvas como alimento pode gerar maior disponibilidade de
aminodcidos.

Fortalecendo essa hipo6tese, constatou-se a auséncia de fatores anti-nutricionais
nas larvas e também nas améndoas, avaliadas pelas andlises anti-triptica e anti-
quimotriptica. A presenca desses fatores pode prejudicar a absor¢do e o aproveitamento
das proteinas provenientes da dieta, pois o inibidor de tripsina liga-se a enzima tripsina,
responsavel pela digestdo de proteinas [39].

Conclusoes

Os resultados indicaram que as larvas de Pachymerus nucleorum sdo Otimas
fontes proteica e lipidica para humanos com concentracdes significativas de acidos
graxos insaturados em relacdo a améndoa de bocaiuva.

As larvas e as améndoas de bocaiuva apresentaram auséncia de fatores anti-
nutricionais favorecendo seu uso na alimentacdo humana.

A exploracdo racional do Pachymerus nucleorum como alimento humano pode
ser aproveitada pela inddstria alimenticia para producdo de suplementos proteicos para
atletas e pessoas que desejam elevar o consumo proteico; e ainda, servir de incentivo
para a conservacao das espécies de insetos utilizadas, de suas plantas hospedeiras e de

seus habitats naturais.
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Capitulo Il

VALOR ALIMENTICIO DE LARVAS DE Tenebrio molitor L.
(COLEOPTERA, TENEBRIONIDAE) CRIADAS COM
FARINHA DE POLPA DE Acrocomia aculeata (JACQ.) LODD.
EX MART. (ARECACEAE)

O manuscrito foi elaborado de acordo com as normas da revista Plos One, a

qual sera submetido.
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Resumo

Os insetos tém desempenhado um importante papel na alimentacdo humana ao
longo da histdria, principalmente na Africa, Asia e América Latina. Dentre as espécies
de insetos comestiveis destaca-se Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera,
Tenebrionidae), cujas larvas sio consumidas especialmente na Africa, Asia, Américas e
Austrélia. T. molitor é um coledptera facilmente criado em cativeiro e requer manejo
simples. Na regido do Cerrado brasileiro a bocaiuva (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd)
é abundante e fornece frutos com valor nutricional elevado. O objetivo deste estudo foi
determinar a composicdo quimica das larvas de T. molitor criadas em diferentes dietas
artificiais com adigdo de farinha de polpa de bocaiuva. As larvas foram analisadas
guanto a sua composicdo nutricional, composicdo de A&cidos graxos, atividade
antioxidante, atividade triptica e fatores anti-nutricionais. Os resultados demostram que
as larvas de T. molitor criadas em dieta artificial com adicdo de bocaiuva sdo 6tima
fonte proteica (44,83%) e lipidica (40,45%). Apresentam concentra¢des significativas
de acidos graxos insaturados (65,99%), atividade antioxidante (4,5 uM trolox/g de 6leo
extraido das larvas) e auséncia de fatores anti-nutricionais. Este estudo permite indicar
nova fonte de biomassa para criacdo de T. molitor, demostrando que é possivel criar T.
molitor em dieta artificial com adi¢do de farinha de bocaiuva, sem comprometer a

qualidade nutricional das larvas.

Palavras-chave: Entomofagia, Coleoptera, Acidos graxos, Biomassa, Bocaiuva, Dietas

artificiais.

Abstract

Insects have played an important role in food throughout history, especially in
Africa, Asia and Latin America. Among the species of edible insects stands out
Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera, Tenebrionidae), whose larvae are eaten
especially in Africa, Asia, the Americas and Australia. T. molitor is a Coleoptera easily
reared in captivity and requires simple handling. In the region of the Brazilian Cerrado,
the bocaiuva (Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd) is abundant and provides fruit with

high nutritional value. The aim of this study was to determine the chemical composition
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of the larvae of T. molitor reared in different artificial diets with added bocaiuva’s pulp.
The larvae were analyzed for their nutritional composition, fatty acid composition,
antioxidant activity, trypsin activity and anti-nutritional factors. The results demonstrate
that the larvae of T. molitor reared on artificial diet with added bocaiuva are great
protein source (44.83%) and lipid (40.45%). Presentedsignificant levels of unsaturated
fatty acids (65.99%), antioxidant activity (4.5 uM Trolox /g oil extracted from larvae)
and absence of anti-nutritional factors. This study allowed indicate new source of
biomass for creating molitor, demonstrating that it is possible to rear this beatle species
on artificial diet with added bocaiuva flour without compromising the nutritional quality

of the larvae.

Keywords: Entomophagy, Coleoptera, Fatty acids, Biomass, Bocaiuva, Artificial diets.

Introducao

Os insetos tém desempenhado um importante papel na alimentagdo humana ao
longo da historia, principalmente na Africa, Asia e América Latina [1,2]. Atualmente,
foram catalogadas mais de 2000 espécies de insetos comestiveis ao redor do mundo [3],
incluindo 135 no Brasil [4]. Para a segunda metade do século XXI prevé-se o aumento
rapido da populagdo, o que acarretara menor disponibilidade de alimentos,
especialmente de proteina animal [5,6].

De acordo com a Organizacdo das NacGes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) [7] em 2050 seremos nove bilhGes de pessoas, 0 que demandara
mais fontes de alimentos disponiveis. Em 2013, ap6s a Conferéncia Internacional sobre
Florestas para Seguranca Alimentar e Nutricional, a FAO publicou um relatério [8] que
incentiva 0 consumo de insetos como forma de combater a fome e promover a
seguranca alimentar, por serem fonte de proteinas de boa qualidade nutricional para
humanos.

Apesar de desafiador, a introducdo de novos itens alimentares na dieta humana
encontra precedente; ou seja, impressdes negativas sobre certos tipos de alimentos
podem ser reconsideradas. Consumidores descobriram que certos queijos com cheiro e
sabor fortes podem ser muito gostosos, e que 0 consumo de animais vivos (ex.: ostras) e

carne crua (ex.: sashimi, carpaccio) é hoje um fato comum [9].
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Parece bastante ilégico que a ingestdo de invertebrados como lagostas e
camardes (que se alimentam de material em decomposicéo) seja considerada normal na
alimentacdo humana; enquanto o consumo de insetos (também invertebrados e
artrépodes, alguns exclusivamente herbivoros) seja visto com preconceito [10]. A
informacao de que os insetos apresentam alto valor nutricional e que podem ser criados
de forma sustentavel, permite quebrar barreiras do preconceito e possibilitar seu uso
como fonte alimenticia ou suplemento alimentar.

Os insetos sdo muito eficientes na biotransformacdo de matéria orgénica (alta
taxa de conversdo alimentar) tornando-se biomassa com alto valor nutritivo [11,12]. Por
exemplo, larvas de insetos (de varias espécies) criadas em cativeiro, em condicGes pré-
estabelecidas, transformam biomassa de plantas em biomassa animal até 10 vezes mais
eficientemente que o gado [8]. Isso ocorre principalmente devido a caracteristica
pecilotérmica dos insetos (“animais de sangue-frio”). Ou seja, gastam menos energia
para manter o calor do corpo, pois utilizam o ambiente para regular a temperatura
corporal [12].

Assim, a criacdo de insetos pode ser um meio de producédo alimentar sustentavel
e de menor impacto ambiental que a pecuaria convencional [13]. Atualmente, um quarto
das terras do mundo € usado para a criacdo de 1,7 bilhdes de cabecas de gado, enquanto
um terco das terras ardveis é usado para o plantio de grdos que sustentam a pecuaria
[14]. A producdo em massa de insetos para consumo humano utilizando métodos
industriais € tecnicamente viavel. Um criadouro de besouros para suprir a necessidade
proteica de 100 pessoas ocuparia apenas 40m® [15]. Exemplos recentes de insetos
comestiveis sendo comercialmente criados para consumo humano incluem o grilo
doméstico Acheta domesticus L., o gorgulho da palmeira, Rhynchophorus ferrugineus
Olivier, 1790, barata d’agua, Lethocerus indicus, Lepeletier & Serville, 1825
(Belostomatidae) na Tailandia, e besouros aquéticos na China [15].

Dentre as espécies de insetos comestiveis destaca-se o besouro das farinhas
Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera, Tenebrionidae), por ser mais consumido,
especialmente na Africa, Asia, Américas e Australia. E uma das espécies de insetos que
apresenta maior quantidade de proteinas (47,76 a 53,13%) e lipidios (27,25 a 38,26%),
cuja contribuicdo energética varia de 379 a 573 kcal/100g. Considerando que o valor

energético diario para um individuo adulto é de 2000 kcal/dia, 100g de tenébrios
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atendem, aproximadamente, um quarto da necessidade energética didria. Portanto, o
aporte energético dos insetos pode ser importante para a seguranca alimentar [16,17,18].

T. molitor € um dos maiores besouros que infestam produtos alimenticios em
armazéns, principalmente de graos. Os tenébrios comecam a depositar seus ovos a partir
de 4 a 17 dias apds a copula. Uma Unica fémea pode gerar em média 500 ovos. O
desenvolvimento embrionario dura de 4 a 6 dias, podendo ser acelerado com o leve
aumento da temperatura (25 a 27°C). O periodo larval é de aproximadamente 3 meses e
é nesta fase que o inseto é consumido, sendo que uma larva adulta pesa em média 0,2g e
mede 25-35mm de comprimento. Apds este periodo a larva se transforma em pupa, cujo
estagio dura 5 a 6 dias dando origem ao individuo adulto [19].

Para a criacdo de insetos em cativeiro é necessario administrar dietas artificiais,
geralmente constituidas de folhas e grdos. Na regido do Cerrado brasileiro a palmeira
Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart. (Arecaceae), conhecida por bocaiuva ou
macauba é abundante e fornece frutos com alta capacidade nutricional [20,21,22] e
anti-inflamatoria [23,24], devido principalmente a presenca de carotenoides e de acidos
graxos.

O d6leo da polpa da bocaiuva apresenta predominancia de acidos graxos
monoinsaturados, em especial do 4acido oleico. Os &cidos graxos insaturados
desempenham importantes funcdes no organismo humano como, por exemplo, na
manutencdo do sistema imunoldgico contra processos inflamataérios [24].

Diante disso, foram elaboradas dietas alternativas com farinha de bocaiuva
visando favorecer o aumento da concentracdo de acidos graxos insaturados nas larvas
de T. molitor. Assim, a comparacdo do valor nutritivo das larvas alimentadas com
diferentes dietas permitira indicar novas fontes de biomassa que aumentem o valor
nutricional do tenébrio. Do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi determinar a
composicao quimica das larvas de tenébrio criadas em diferentes dietas com adicao de

farinha de polpa de bocaiuva.
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Material e Métodos

Material

Larvas de Tenebrio molitor foram adquiridas de um criadouro particular em S&o
Paulo-SP (Atraki). As larvas da segunda geracdo foram criadas sob quatro dietas
constituidas de: farinhas de trigo, de soja, de polpa de bocaiuva e de améndoa de
bocaiuva desidratada. As farinhas de trigo e de soja foram adquiridas no mercado local.
Os frutos de bocaiuva foram coletados em Dourados-MS e, apds higieniza¢do foram
separadas a polpa e a améndoa, desidratadas em estufa com circulacdo de ar,
separadamente, a 45°C durante 48 horas. Depois disso foram trituradas e peneiradas em
tamis com abertura de malha de 355um, obtendo-se as respectivas farinhas.

Nutricéo das larvas

As larvas de T. molitor adquiridas foram mantidas em caixas de poliestireno
expandido (40 x 30 x 25cm) durante 30 dias até completar o ciclo de vida. As racGes
oferecidas as larvas de T. molitor da segunda geracdo foram divididas em quatro dietas:
(A) 50% de farinha de trigo e 50% de farinha de soja (dieta controle); (B) 50% de dieta
controle e 50% de farinha de polpa de bocaiuva; (C) 50% de dieta controle e 50% de
améndoa de bocaiuva e (D) 50% de farinha de polpa de bocaiuva e 50% de améndoa de
bocaiuva.

Foram colocadas aproximadamente 400 larvas de T. molitor por caixa, de acordo
com o manejo alimentar de cada dieta (A, B, C e D). A temperatura média foi de 25°C,
com umidade relativa do ar de 80% e fotoperiodo de 10h de luz (0,18Klux) x 14h de
escuro (OKlux). Apds 90 dias, as larvas foram coletadas e congeladas a -6°C, mantendo-

se armazenadas nessa temperatura até realizacdo das andlises.

Composicao nutricional

Foram determinadas a composicdo nutricional das quatro dietas (A, B, C e D) e
das larvas alimentadas com as dietas A e B. Foram analizados os teores de umidade em
estufa [25]; minerais em mufla a 550°C [25]; lipidios por extracdo com éter de petréleo
utilizando o equipamento de Soxhlet [25]; o teor de proteinas foi quantificado pela

determinacdo do nitrogénio presente na amostra realizada pelo método Kejldahl [25],
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utilizando o fator de conversdo 6,25; fibras por extracdo acida e alcalina [26]. A
determinacdo de carboidratos foi feita por diferenca (100g de amostra — umidade-
minerais-lipidios-proteinas-fibras). O valor energético foi calculado utilizando-se os
coeficientes de Atwater que considera 4 kcal/g de amostra para proteinas e carboidratos
e 9 kcal/g de amostra para lipidios [27].

Composicao de acidos graxos

O dleo das larvas de T. molitor alimentadas com as dietas A e B foi extraido de
acordo com o método de Bligh & Dyer [28]. Para a transesterificacdo dos triglicerideos,
aproximadamente 50mg da matéria lipidica extraida foram transferidos para tubos
falcon de 15mL, aos quais foram adicionados 2mL de n-heptano. A mistura foi agitada
até a completa dissolucdo da matéria graxa e foram adicionados 2mL de KOH 2 mol/L
em metanol. A mistura foi agitada por aproximadamente 5min e ap0s a separacdo das
fases, 1mL da fase superior (heptano e ésteres metilicos de acidos graxos) foi
transferido para frascos eppendorf de 1,5mL. Os frascos foram hermeticamente
fechados, protegidos da luz e armazenados em freezer a -18°C, para posterior analise
cromatografica.

A composicdo de &cidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa,
utilizando-se cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (GCHA-
Shimadzu). Para a eluicdo foi empregada uma coluna capilar de silica fundida de 100m
x 0,25mm x 0,20um (SP-2560). A temperatura do forno foi programada para iniciar em
100°C e foi mantida assim por 1min, quando foi elevada a 170°C a 6,5°C/min.

Posteriormente, outra elevacdo de 170 a 215°C foi realizada a 2,75°C/min. e a
temperatura foi mantida por 12min. Finalmente, uma ultima elevacdo foi realizada de
215 para 230°C a 40°C/min. As temperaturas do injetor e detector foram de 270 e
280°C, respectivamente.

As amostras de 0,5uL foram injetadas em modo “split” (1:20), utilizando-se
nitrogénio como gas carreador a uma velocidade de arraste de 1ml/min. A identificacdo
dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada por compara¢do com 0s tempos de
retencdo dos compostos da amostra com os padrdes (Sigma) eluidos nas mesmas

condicdes das amostras.
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Analise da atividade antioxidante

O extrato foi preparado a partir da mistura de 1g de 6leo e 50 ml de solucédo
hidrometandlica (50%). Apos repouso de 60min., o material foi centrifugado (4000rpm)
por 15min e o sobrenadante retirado. Ao sedimento foi adicionada 40ml de acetona
(70%) para realizar a segunda extracdo seguindo-se o procedimento da 12 extracdo. Os
sobrenadantes das duas extrages foram misturados, transferidos para um baldo (100ml)
e 0 volume completado com agua destilada, obtendo-se o extrato.

O radical ABTS™ (2, 2 AZINO BIS-3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic acid
diammoninum) foi formado pela reacdo de ABTS™ (7mM) com persulfato de potassio
(140mM), a mistura reagiu por 16h & temperatura ambiente e na auséncia de luz,
obtendo-se a solucdo radicalar. Para as analises, a solucdo radicalar foi diluida em
etanol até absorbéancia de 0,70 (£ 0,05) a 734nm (espectrofotdmetro Biospectro).
Aliquotas de 30ul de amostra foram adicionadas a 3ml da solugdo diluida de ABTS ™ e
as absorbancias da mistura foram registradas apés 6min. A atividade antioxidante foi
calculada utilizando-se da curva-padréo de 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox). A curva-padrdo foi preparada a partir de solugcbes etanolicas de
Trolox nas concentracBes de 100; 500; 1000; 1500 e 2000uM [29]. Os resultados foram

expressos em UM de Trolox/g de extrato. Cada determinacao foi realizada em triplicata.

Analise das atividades triptica e quimotriptica

As atividades triptica e quimotriptica foram realizadas em microplacas [30]. O
ensaio utiliza a hidrolise de substratos cromogénicos BApNA (N-a Benzoyl-D-L-
Arginine p-Nitroanilide) para tripsina e SAAPFPNA (Succynil Alanina Alanina PF p-
Nitroanilide) para quimotripsina.

A atividade triptica da larva de T. molitor alimentada com a dieta A (50%
farinha de trigo e 50% farinha de soja) foi feita incubando as amostras com Tris-HCI
50mM, pH 8,0 para um volume final de 70ul. Apds adi¢ao do substrato o tempo de
ensaio foi de 30min a 37°C. O resultado desta andlise foi expresso em
nmol/BApNA/min. e Ul/ml. A atividade quimotriptica larval foi analisada incubando as
amostras com Tris-HCI 50mM, pH 8,0 para um volume final de 100ul. Apods adi¢ao do

substrato o tempo de ensaio foi de 10min. a 37°C e a reacdo lida em Leitor de
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Microplacas Multiskan Go a 410nm. O resultado desta andlise foi expresso em nmol/
SAAPFPNA/min. e Ul/ml.

Nos ensaios enzimaticos para analise do potencial anti-triptico e anti-
quimotriptico das larvas foi adicionado 10ul de tripsina bovina, no anti-triptico, e 10ul
de quimiotripsina bovina, no anti-quimotriptico, para que seja determinado se possuem
acdo inibitoria sobre esta enzima. Apds adicdo do Tris-HCI 50mM, pH 8,0 foram
adicionados os respectivos substratos como descrito nos ensaios triptico e quimotriptico
das larvas, prosseguindo a incubacdo e leitura no a 410nm. Para cada ensaio e amostra
foram feitas trés replicatas. As reac6es foram lidas em Leitor de Microplacas Multiskan
Go a410nm.

Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
como media e desvio padrdo. As comparaces dos valores médios entre 0S grupos
foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA) e as diferencas comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de p <0,05 com auxilio do programa Statistica
versdo 8.0 [31] e Prism 3.0 [32].

Resultados e Discussao

Composicao nutricional das dietas

A composicdo nutricional das dietas elaboradas para a criacdo de larvas de
tenébrio é apresentada na Fig. 1. A dieta controle (A) apresentou maior contetdo de
carboidratos e proteinas, conforme era esperado por ser constituida de trigo e soja. A
substituicdo parcial da dieta controle pela farinha e améndoa de bocaiuva (dietas B e C)
influenciou na composicao de nutrientes, observa-se reducéo significativa (p<0,05) nos
teores de umidade, de proteinas e de carboidratos e aumento significativo (p<0,05) nas

quantidades de minerais e lipidios em relacédo as dietas controle A e dieta B.
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Figura 1. Composi¢do nutricional de dietas (A, B, C e D) para criacéo de larvas de
Tenebrio molitor (Coleopetera, Tenebrionidae). (A) 50% de farinha de trigo e 50% de
farinha de soja (dieta controle); (B) 50% de dieta controle e 50% de farinha de polpa de
bocaiuva; (C) 50% de dieta controle e 50% de améndoa de bocaiuva e (D) 50% de
farinha de polpa de bocaiuva e 50% de améndoa de bocaiuva. Letras diferentes em
colunas correspondentes diferem significativamente entre si (p<0,05).

Na dieta D, constituida por 50% de farinha de polpa de bocaiuva e 50% de
améndoa de bocaiuva (Fig. 1), além das alteracGes significativas no conteudo de lipidios
(36,93%) e proteinas (12,03%), houve aumento no teor de fibras (9,43%). Essas
alteracdes ja eram esperadas devido aos constituintes nutricionais da polpa e da
améndoa de bocaiuva [22]. O valor energético total em 100g da dieta controle (A) foi
414Kkcal e das dietas B, C e D foram 450, 487, 517kcal, respectivamente.

Os insetos sobreviveram durante todo o estagio larval nas quatro dietas (A, B, C
e D). Porém, ap6s 130 dias, ao chegar a fase adulta, os besouros da dieta C e D
morreram, provavelmente devido ao elevado teor de lipidios (29,28% e 36,93%) dos
respectivos substratos (Fig. 1). A alta concentracdo de 6leo favoreceu a aglomeracédo do
substrato dificultando a aera¢do e movimentacdo dos insetos.

E considerado que o excesso de 6leo pode interferir na respiragdo do besouro
que ¢é realizada através de traqueias localizadas no abdémen do individuo adulto [33].
Para os insetos das Dietas A e B a duracdo do periodo adulto ndo foi influenciada pela
dieta consumida, sendo de 16 dias, condizente com Aguilar-Miranda et al. [19] que

afirma que a vida do besouro adulto pode variar de 4 a 17 dias apds a copula. Em
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funcdo desses resultados, somente foram determinadas a composicdo nutricional das

larvas das dietas A e B.

Composicao nutricional das larvas

A composicédo nutricional das larvas de T. molitor alimentados com as dietas A
(50% farinha de trigo e 50% farinha de soja) e B (50% controle e 50% farinha de polpa
de bocaiuva) é apresentada na Tabela 1. Larvas de ambas as dietas apresentaram
maiores quantidades de nutrientes em comparacdo com alimentos convencionais. O
conteido de minerais nas larvas foi maior que as carnes de frango, bovina, suina e peixe
[35]. Os minerais sdo compostos quimicos inorganicos necessarios em pequenas
quantidades, pois contribuem na formacdo dos tecidos, favorecem a transmissdo dos
impulsos nervosos e a contracdo muscular. Participam na manutencdo do equilibrio

acidobésico, sendo os mais conhecidos: célcio, ferro, magnésio, zinco e iodo [36].

Tabela 1. Composicédo nutricional das larvas de Tenebrio molitor (Coleopetera,
Tenebrionidae) criadas em dietas artificiais A e B (fotoperiodo 10hL x 14hE,
T=25°C) e de alimentos convencionais.

Amostras Umidade Minerais Lipidios Proteinas Carboidratos
(9/100g) (9/1009) (9/1009) (9/1009) . .
Fibras Amido
(9/100g) (9/100g)
Larvas T. 51,91+0,78*  3,85+0,12*  39,05+2,06° 50,07%0,76° 18,84+1,01° -
molitor (A)
Larvas T. 52,78+0,87*  4,76+0,67*  40,45+0,42°  44,83+0,40" 13,42+1,38" -
molitor (B)
Larvas T. 56,27 3,54 50,15 40,98 - -
molitor**
Frango* 63,6 2,2 57,42 42,58 N.A. -
Ovo * 4,24 44,88 48,51 N.A. -
Carne 52,7 1,9 67,23 35,31 N.A. -
bovina*
Carne 36,9 2,22 48,02 47,58 N.A. -
suina*
Peixe * 59,9 2,49 48,88 49,63 N.A. -
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Valores apresentados em massa seca com + desvio padrdo, n=3. (A) dieta constituida de farinha de soja e
de trigo, (B) dieta constituida de 50% de farinha de soja e de trigo e 50% de farinha de polpa de bocaiuva.
* TACO - Tabela brasileira de composicéo de alimentos, 2011. NA = nédo aplicavel.**[34]. Média com
sobrescritos diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p<0,05).

O percentual de lipidios das larvas foi de 39,05% (dieta A) e 40,45% (dieta B).
Os lipidios sdo importantes na dieta, pois sdo vitais ao funcionamento bioldgico e
estrutural das células e auxiliam no transporte de vitaminas lipossolUveis, essenciais
para a nutricdo do organismo. Além disso, intensificam a palatabilidade dos alimentos
através da absorcdo e retencdo de sabores [37], bem como influenciam na textura dos
alimentos conferindo maciez e crocéncia. Energicamente, sdo importantes porque
produzem 9kcal/g quando oxidados no organismo. Esta importante fonte energética para
0s seres humanos contribui, em alguns paises, com 30-40% do total de energia
consumida na alimentacéo [36,37].

E considerado que a digestibilidade das proteinas de insetos é comparavel com
as de carnes convencionais [38]. O teor de proteinas das larvas (44,83 a 50,07%) foi
maior aos alimentos considerados ricos em proteinas como, por exemplo, o frango
(42,58%) e a carne bovina (35,31%) (Tabela 1). Porém, nota-se que ha uma gama de
valores reportados de proteina total da larva de T. molitor, variando de 49,8% a 76,14%
[16]. Outros autores [17] relacionam essa variacdo na composicao nutricional ao fato de
que ainda ndo foram criadas metodologias padrdes para a criacdo de insetos ou para sua
alimentacéo.

A alta concentracdo de proteinas e sua digestibilidade séo indicadores de que
esses insetos podem ser empregados tanto na producdo de alimentos para consumo
humano como na producéo de racdo animal. Foi constatado que os tenébrios apresentam
44,09% de aminodacidos essenciais, 0 que demonstra a qualidade das proteinas, podendo
ser utilizadas como multimisturas nutritivas [17].

A proteina animal € superior a vegetal, portanto os melhores suplementos
proteicos devem incluir alguma proteina animal [39]. Muitos desses produtos contém
proteina derivada do leite, cuja produgdo causa um impacto ambiental muito maior do
que dos insetos [39]. Esse tipo de produto produzido a base de insetos enfrenta uma
barreira de aceitabilidade relativamente baixa, pois visam consumidores com
consciéncia nutricional e ambiental, e a origem da proteina ndo é visivelmente ou

palatalmente distinguivel (ex.: a substituicdo da soja em po por inseto em pd ndo altera
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331 a aparéncia, sabor ou textura do produto) [39]. Ou seja, 0 uso de insetos na industria
332 alimenticia pode constituir um ingrediente de alta qualidade proteica para um
333  suplemento proteico de elevado padrao.
334 Outra importante contribuicdo das larvas de tenébrio sdo as fibras, as larvas de
335 ambas as dietas apresentaram alto teor de fibras (Tabela 1). O consumo de alimentos
336  ricos em fibras est associado com a redugdo de risco cardiovascular, redugdo de niveis
337  glicémicos e lipidicos associados & diminuicdo de hiperinsulinemia. O alto consumo
338  acarreta menores riscos para o desenvolvimento da obesidade [40].
339 Este estudo demostra que as larvas de T. molitor alimentadas com dieta contendo
340 farinha de polpa de bocaiuva (dieta B) s@o fontes de fibras, visto que a quantidade
341 apresentada é superior a 6,09/100g, conforme estabelece a Portaria n°® 27/1998 da
342  Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [41].
343 Considerando-se as necessidades diarias de um humano adulto em relagcdo aos
344  minerais (2,8g), proteinas (60g), lipidios (65g) e fibras (30g) [36], 30g de larvas
345  atenderiam, respectivamente, 51%, 23%, 19% e 13% desses nutrientes.
346
347
348
329 Composicao de acidos graxos e atividade antioxidante
350 A composicao de acidos graxos do 6leo extraido das larvas de T. molitor (dietas
351 A e B) é apresentada na Tabela 2. Ndo houve diferencas significativas entre os acidos
352  graxos das larvas das dietas A e B, com excecdo da presenca (0,12%) de &cido caprilico
353  (C8:0) nas larvas da dieta B.
354
355 Tabela 2. Composicdo de acidos graxos do 6leo de larvas de Tenebrio molitor
356  (Coleopetera, Tenebrionidae) criadas em dietas artificiais A e B (fotoperiodo 10hL
357  x 14hE, T=25°C).
358
Acidos graxos Larvas de T. molitor Carne Carne
Dieta A Dieta B bovina* suina**
, (%) (%) (%) (%)
Acido Caprilico (C8:0) - 0,12+0,01 0,50 -
Acido Laurico (C12:0) 0,53 £00,1*  0,64+0,01° 0,30 0,01
Acido Miristico (C14:0) 4,26+0,09%  4,35+0,04° 4,0 0,16
Acido Palmitico (C16:0) 21,07+0,12* 21,18+0,09 23,0 16,66
Acido Estearico (C18:0) 6,88+0,13*  6,95+0,11° - 3,16
Acido Araquidico (C20:0) 0,46+0,01*  0,48+0,01° - 0,55
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Acido Palmitoleico (C16:1) 1,87+0,05  1,89+0,03° 6,0 0,12

Acido Oleico (C18:1) 52,78+0,23* 53,09+0,18 43,0 0,48
Acido Linoleico (C18:2) 11,45+0,29° 10,78+0,21° 2,0 -
Acido a-Linolénico (C18:3) 0,18+0,01*  0,23+0,01° 2,0 1,12
Acido Eicosapentaenoico-CLA (C20:5) 0,39+0,01  0,27+0,01
> AGS 33,2 33,72 27,80 20,92
> AGM 54,65 54,98 49,0 24,16
> AGPI 11,63 11,01 4,0 47,44
359  Valores expressos em média n=3 e desvio padrdo. AGS: acidos graxos saturados. AGM: acidos graxos
360  monoinsaturados. AGPI: &cidos graxos poli-insaturados. (A) dieta constituida de farinha de soja e de
361  trigo, (B) dieta constituida de 50% de farinha de soja e de trigo e 50% de farinha de polpa de bocaiuva.
362  *[42]**[43]. Médias com sobrescito diferente na mesma linha diferem significativamente entre si
363 (p<0,05).
364
365 As larvas das dietas A e B apresentaram concentracdes satisfatorias de &cidos
366  graxos essenciais. Os &cidos graxos essenciais sdo poli-insaturados e ndo sao
367  sintetizados pelas células dos mamiferos e, portanto, tém que ser ingeridos na
368 alimentacdo. Os &cidos graxos essenciais sdo o linoleico (18:2 n-6) e o a-linolénico
369  (18:3 n-3) [36].
370 Esses &cidos graxos atuam como precursores para a sintese de acidos graxos
371 poli-insaturados de cadeia longa como os acidos araquid6nico, eicosapentaendico e
372 docosahexaenoico. Esses acidos graxos sdo necessarios para manter, sob condigdes
373  normais, as membranas celulares, as funcdes cerebrais e a transmissdo de impulsos
374  nervosos. Participam da transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sanguineo,
375  da sintese da hemoglobina e da divisdo celular [44].
376 Apesar das dietas A ¢ B possuirem menos acido a-linolénico (0,18% e 0,23%)
377 em comparacdo com a carne bovina (2,0%) e a carne suina (1,12%), a concentracdo de
378  é&cido linoleico dessas larvas (11,45% e 10,78%) foi notoriamente superior a das carnes
379  convencionais (2,0% e 0%).
380 Os acidos graxos poli-insaturados das series 6mega-3 (C18:3 e C20:5) e 6mega-
381 6 (C18:2) apresentam principais efeitos na prevencao de doencas cardiovasculares e
382  tipos de cancer [37]. A alta concentracdo de &cidos graxos no Oleo afeta sua atividade
383  antioxidante, que € altamente desejada na dieta humana [37].
384 O é&cido linoleico conjugado (CLA) esta presente nos produtos carneos e tem
385 demonstrado ter atividade antioxidante [42,43]. O CLA pode diminuir o acimulo de
386  acidos graxos saturados nas membranas celulares, tornando essas membranas menos
387  susceptiveis a oxidacdo e, desta forma, tém menor potencial de causar danos oxidativos
388  aos componentes celulares [45,46].
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Alguns exemplos de antioxidantes nas carnes, além do CLA, incluem os
minerais, a carnosina e a glutationa [47]. A atividade antioxidante do dleo das larvas de
T. molitor (dieta A) avaliada pelo método ABTS, que possibilita 0 uso de extratos
hidrofilicos e lipofilicos, foi de 4,5 uM trolox/g, valor superior ao de Oleos
convencionais como o de soja (2,2 uM trolox/g) e o de girassol (1,17 uM trolox/g) [35].

Atividade triptica e fatores anti-nutricionais

O processo chave para a digestdo de proteinas € mediado por enzimas
proteoliticas secretadas pelo pancreas, que auxiliam diretamente a digestdo e ativam
outras enzimas intestinais [49]. Dentre essas enzimas, destaca-se a tripsina, encontrada
nos sistemas digestorio de muitos vertebrados que necessitam hidrolisar e absorver
proteinas.

A atividade da tripsina tem papel fundamental no processo de hidrélise e
consequentemente na absorcdo de proteinas, pois essas moléculas sdo grandes para
serem absorvidas pelo intestino [50]. A presenca de inibidores de tripsina influencia
negativamente a absorcéo e aproveitamento das proteinas provenientes da dieta, pois o
inibidor liga-se a enzima tripsina impedindo-a de realizar sua funcédo [50].

As larvas de T. molitor (dieta A) foram submetidas a analise de atividade
triptica, anti-triptica, quimotriptica e anti-quimotriptica. A atividade da enzima tripsina
das larvas foi 0,144 + 0,003 nmol BAPNA/min. A presenca de tripsina sugere que o
consumo dessas larvas como alimento pode gerar maior disponibilidade de
aminodacidos. Corroborando com essa hipotese, constatou-se a auséncia de fatores anti-
nutricionais (atividade anti-triptica e anti-quimotriptica) nas larvas de T. molitor. N&o

houve atividade quimotriptica.

Conclusoes

Dietas artificiais com teor de lipidios abaixo de 29% favoreceram o
desenvolvimento de besouros de Tenebrio molitor.

Larvas de Tenebrio molitor criadas em dieta artificial com adi¢do de bocaiuva
sdo Otima fonte proteica e lipidica, apresentam concentracfes significativas de acidos

graxos insaturados, atividade antioxidante e auséncia de fatores anti-nutricionais.
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Este estudo permite indicar dietas artificiais com adigcdo de farinha de polpa de
bocaiuva como nova fonte de biomassa para criagdo de Tenebrio molitor.

Larvas criadas em dietas com adicdo de farinha de polpa de bocaiuva sdo um
recurso alimenticio altamente nutritivo para a seguranca alimentar e para 0 uso em
suplementos proteicos para atletas e pessoas interessadas em aumentar 0 consumo de

proteinas.
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Conclusao Geral

Os resultados do primeiro capitulo mostraram que as larvas de Pachymerus
nucleorum sdo 6tima fonte proteica e lipidica com concentragbes significativas de
acidos graxos insaturados em relagcdo a améndoa de bocaiuva.

As larvas e as améndoas de bocaiuva apresentaram auséncia de fatores anti-
nutricionais o que favorece seu uso na alimentagdo humana.

No segundo capitulo, determinou-se que dietas artificiais com teor de lipidios
abaixo de 29% favoreceram o desenvolvimento de besouros de Tenebrio molitor.

Larvas de T. molitor criadas em dieta artificial com adicdo de farinha de polpa
de bocaiuva sdo 6tima fonte proteica e lipidica, apresentam concentracgdes significativas
de é&cidos graxos insaturados, atividade antioxidante e auséncia de fatores anti-
nutricionais.

O conhecimento gerado por esses dois trabalhos contribuiu para a definicdo de
novas fontes de biomassa que permitem, futuramente, a obtencdo de produtos
alimenticios direcionados a esportistas ou pessoas que necessitem de consumo
suplementar de proteinas. O uso de insetos na alimentacdo humana € um nicho em
potencial para o combate a fome e a desnutricdo das populagdes com baixos recursos
financeiros.

Os estudos do aproveitamento das larvas de P. nucleorum obtidas da améndoa
da bocaiuva e da criagdo em cativeiro de T. molitor em dietas com adi¢éo de farinha da
polpa de bocaiuva contribuem para a preservacdo dessa espécie que € uma palmeira

nativa do Cerrado.
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