'S-X

2

UFRPE

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
_ DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA
COORDENACAO DO CURSO DE BACHARELADO EM ZOOTECNIA

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

Larissa Rayane Antunes

Recife — PE
2019



4‘!4

UFRPE

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
_ DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA
COORDENACAO DO CURSO DE BACHARELADO EM ZOOTECNIA

RELATORIO DE ESTAGIO SUPERVISIONADO OBRIGATORIO

Relatorio apresentado a Coordenacgdo do curso de
Bacharelado em Zootecnia, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos
requisitos da disciplina Estagio Supervisionado
Obrigatério (ESO).

Larissa Rayane Antunes

Recife — PE
2019



FOLHA DE APROVACAO

A comisséo de avaliacdo do ESO aprova o Estagio Supervisionado Obrigatorio da discente
Larissa Rayane Antunes por atender as exigéncias do ESO.

Recife, 28 de junho de 2019

Comisséo de avaliacéo

Prof. Dr. Julio Cézar dos Santos Nascimento

(Departamento de Zootecnia/UFRPE)

Prof. Dr. Valdson Joseé da Silva
(Departamento de Zootecnia/UFRPE)

Me. Hilton Nobre da Costa
(Departamento de Biologia/UFRPE)



DADOS DO ESTAGIO

ESTABELECIMENTO: Universidade Federal Rural de Pernambuco
LOCAL DE REALIZACAO: Laboratério de Nutricdo Animal
PERIODO: 01/04/2019 & 21/06/2019

CARGA HORARIA: 330 horas

ORIENTADOR: Jalio Cézar dos Santos Nascimento
SUPERVISOR: Carlos Henrique da Silva Mendes

Carga horéria total: 330 horas



“ UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO a
g DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA 00

LABORATORIO DE NUTRICAO ANIMAL LMA

UFRPE

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins, que a estudante Larissa Rayanc Antunes, aluna
do curso de Zootecnia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),

realizou o estdgio supervisionado obrigatério no Laboratério de Nutricio Animal
(LNA) com carga horaria total de 330h.

Recife, 18 de junho de 2019,



AGRADECIMENTOS

A Deus por sempre se fazer presente durante toda minha caminhada, sempre estando ao

meu lado. Sem ele tenho certeza de que nada seria.

A minha familia, em especial aos meus pais, Luciana Maria de Silva e José Severino
Antunes Filho, por serem meu suporte e me instigaram a sempre crescer, e por todo amor que
dedicam a mim. Ao meu irmdo, Matheus Henrique Antunes, que apesar de sermos muito

diferentes, amo incondicionalmente, assim como aos meus pais.

A UFRPE pela oportunidade do curso e por ser minha segunda casa durante esses cinco

anos.

Ao meu orientador, Prof. Julio Cézar dos Santos Nascimento, por toda ajuda e

conhecimentos passados.

Aos técnicos do Laboratério de Nutrigdo Animal, Vanessa e Carlos, por me auxiliarem

durante o periodo de estagio.

A todos os amigos e amigas que a graduacdo me deu, por serem parte importante da

minha vida e da minha trajetoria durante este tempo. Sou grata a todos.

Enfim, a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacéo deste trabalho,
e que sempre torceram por mim. Obrigada!l



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt e e e e a e e et e e st e e e nnae e e nnaee e s 8
1. APRESENTAGAO ...ttt 9
1.1. Uso de insetos na alimentagao animal ............cccoviiiiiiiiiiinieeeee e 9
1.2.  Acido oxalico em ingredientes de origem Vegetal...........c...cccvvevevereeevivierevesesnennns 10
2. LLOCAL ..ottt E bRttt sttt ne e 12
3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO .....ccocooevvreeerrrene, 14
3.1. Producdo de baratas da espécie N. cinerea alimentadas com diferentes tipos de
AIIMENTOS ...ttt e bt bbbt Rt e b e bbb ne e 14
3.1.1.  Instalacao dO eXPErMENTO .....cc.civieiieeie e 15
312, IVIBNEJO ottt bbb 17
3.1.2.1.  FOrneCimento 8 AQUA ..........erurueruereriirieieiisie ettt 17
3.1.2.2.  Fornecimento de alimento e ajuste de CONSUMO .........coeveeeriereenierienieniesienieans 18
KT8 I TR |V [ - T o [ S OS 19
3.1.3.  Acompanhamento e registro de dados..........c.cccveveeieiieieeie e 19
3.2.  Quantificacdo de acido oxalico em ingredientes de origem vegetal.............c.cc........ 20
3.2.1. Metodologia para determinacdo de acido 0XaliCo ...........ccccceevveveevviiieiiesiee, 20
3.2.1.1.  Ingredientes UtiliZadOS ..........ccveiiiieiieiie e 21
T R i - 10T SRR ROPRPPRN 21
3.2.1.3.  Quantificacdo de acidos OXAliCOS tOLAIS ........ccveverrriiiireieiee e 26
4, CONSIDERAC@ES FINAIS e e 27

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oo oo e e e e e aenan s 28



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Vista aérea do Departamento de ZOOtECNIA .........ccceevveieerieeiieiieneeie e 12
Figura 2. Laboratorio de NutricBo Animal (LNA) ..ot 12
Figura 3. NAUPNOELa CINEIEA .........ciiiiiiiiieeeet e 14
Figura 4. Caixas de POlProPIHENO .......c.coviieiiee e 15
Figura 5. Abertura na tampa da caixa (“respirador’™) ........cccerererenininesee e 15
Figura 6. Placa de petri com algoddo umedecido para fornecimento de agua ....................... 16
Figura 7. Placa de petri para fornecimento de alimento ..........cccooveiiieniiinininineeeee, 16
Figura 8. Parte iNterNa da CAIXA ........cccuevveeiieiieiiieie et et re et ste e sre e esaeeaesneenas 16
Figura 9. Pesagem das dietas experimentais em balanca analitica ............cc.ccocevvciiennincnns 18
Figura 10. Pesagem de animaiS MOITOS .........cccoiiririeiienienienie et 19
Figura 11. Amostras do material vegetal em erlenmeyers ..........cccevvvevieeiiese s 22
Figura 12. Amostras em aquecimento para eXtraGa0 ...........ccocurererieeierreresesiesesieseseeeennas 22
Figura 13. Extrato vegetal N80 filtrado ..........c.cccooiiiiiiii i 22
Figura 14. Oxalato precipitado ap6s adicdo de solucao precipitante ...........ccoceeeverereereriennnn. 23
FIgUra 15. TUDO @ VACUOD .......ocviiieeie ettt sre s 23
FIgUra 16. CentrifUQa ......c.coveiiiiiiieece ettt e nre e ers 24
Figura 17. AmOostras Na CeNEITUQA .......oooreiiiiiiee e 24
FIQUIPa 18, ANAIITO ..o et ae e 24
Figura 19. Adicdo das solugdes de HCI e de 1avagem ... 24
Figura 20. Precipitado diluido em SOlUGA0 de H2S04 .......ccoveiviiiiiriiiiiiiieee e, 25
Figura 21. Titulag8do COM KIMNO4 .....c.voiiiiiiiiiiiiiiisiee e 25
Figura 22. Material titulado ..........coooiiiiii e 25



1. APRESENTACAO

O presente relatorio corresponde as atividades realizadas durante o periodo de estagio
supervisionado obrigatorio, realizado no Laboratorio de Nutricdo Animal (LNA), no
Departamento de Zootecnia/UFRPE. As atividades foram referentes ao acompanhamento do
experimento realizado com baratas da espécie Nauphoeta cinerea, e as analises de &cido oxalico

em diferentes ingredientes de origem vegetal, mais comumente utilizados na nutricdo animal.

1.1. Uso de insetos na alimentacdo animal

O uso de insetos na alimentacdo animal é de grande interesse, uma vez que estudos
mostram que ha uma grande variedade de insetos benéficos e que sdo comestiveis, apresentando

boas qualidades nutritivas.

Os insetos contém quantidades satisfatorias de proteinas e lipideos, e sdo ricos em sais
minerais e vitaminas. Estudos mostram que a composic¢do nutricional dos valores das proteinas
na maioria das espécies de insetos tem alta qualidade e quantidade (RAMOS-ELORDUY et al.,
2005), possuindo maiores niveis de proteina do que do farelo de soja, que é a principal fonte de

proteina para formulacdo de dietas na alimentacdo animal.

A produgdo de insetos para alimentagdo animal € um nicho de mercado em crescimento.
Cada vez mais os insetos vém sendo testados e utilizados como fonte alternativa na alimentacéo
de animais de producdo, podendo substituir ingredientes proteicos que estdo cada vez mais
onerosos. A exemplo, o farelo de soja que é o principal ingrediente proteico utilizado na
alimentacdo animal, sofre efeito da sazonalidade, que atrelada a demanda alimenticia humana

e ao uso na producao animal, acaba limitando e encarecendo a producao.

Diante disso, a Nauphoeta cinerea Olivier (Blaberidae: Blattodea) € uma das espécies
que vem sendo estudadas para utilizagdo como fonte alternativa de proteina. No entanto, ha
necessidade de novas pesquisas a fim de investigar seu valor nutritivo, verificando através de

sua composicéo a possibilidade de utilizagdo como ingrediente na alimentacdo animal.

Desta forma, as atividades desenvolvidas durante o periodo de estagio, tiveram por

objetivo estudar mais a fundo o potencial desses animais na nutricdo animal.



1.2. Acido oxalico em ingredientes de origem vegetal

O acido oxalico encontra-se presente em inameros alimentos de origem vegetal,
podendo estar em combinacdo com céations, originando oxalatos solUveis, como 0s de potassio
e de sodio, ou oxalatos insoluveis, principalmente os de calcio, que podem formar cristais
insollveis e calculos renais no organismo (OKE, 1978; ANDRADE et al. 2015).

Sendo assim, esses compostos podem ser considerados antinutricionais, ou seja, capazes
de impedir o aproveitamento dos nutrientes no organismo animal. A presenca de acidos
organicos, como o oxalato, pode reduzir a biodisponibilidade dos minerais.

Um dos principais alimentos utilizados na alimentagdo de ruminantes é a palma
forrageira, que, no entanto, apresenta quantidades consideraveis de acidos oxalicos. De acordo
com Ben Salem et al. (2002), a presenca de acido oxalico nesse alimento forma sais insoluveis
com o Ca e pode ter efeito sobre a ingestao e digestdo em ovinos.

Segundo Nefzaoui e Ben Salem (2001) quantidades elevadas de oxalato de calcio nos
cladodios podem explicar o efeito laxativo da palma quando administrada aos animais. Por
apresentar-se na forma seca é possivel que a dietas a base de palma desidratada concentre a
quantidade de oxalato de calcio em sua composi¢do, proporcionando um efeito mais severo
quando comparado a dietas a base de palma in natura (LUCENA, 2011). .

A alta ingestdo de oxalato pode levar a intoxicacdo, provocando deficiéncias
nutricionais, lesdes renais, lesdes no sistema nervoso central e até causar a morte do animal. A
exemplo, os niveis considerados toxicos para bovinos estdo acima de 4% de oxalatos totais,
com base na matéria seca e valores mais elevados do que este podem estar presentes em certas
gramineas tropicais. (RIBEIRO & MEDEIRQS, 2005).

Em outros ingredientes vegetais, os efeitos causados no organismo animal devido a
presenca de &cido oxalico podem variar, a depender também da espécie animal que possa ingeri-
lo.

Outra espécie vegetal que possui altos teores desse composto é a Brachiaria humidicola
(graminea forrageira), que uma vez consumida por equinos, o oxalato presente se liga ao Ca no
intestino delgado formando oxalato de célcio, tornando o Ca indisponivel para os animais.
Assim sendo, para manter a relacao fisiologica normal (2:1) entre o Ca e P, 0 animal, por meio
do paratorménio, comega a retirar Ca dos 0ssos e a langa-lo na corrente sanguinea, provocando
disturbios na formacdo 6ssea, comumente conhecido como osteodistrofias (PUOLI FILHO et

al., 1999). A mais notoria é o hiperparatireoidismo nutricional secundéario, conhecido também
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por osteodistrofia fibrosa ou cara inchada (Swartzman et al., 1978). De acordo com Arboitte &
Menezes (2006), as forrageiras que apresentam niveis de oxalato superiores a 0,5% na matéria
seca, podem ser consideradas como impréprias para equinos.

Na literatura, inumeros sdo os trabalhos que descrevem os efeitos do oxalato no
organismo animal, e como este composto pode afetar a producdo. No entanto, a grande maioria
das pesquisas é realizada com forrageiras, estudando seus efeitos em animais ruminantes, ou
em equinos. Sendo assim, é dificil encontrar dados referentes a outros tipos de alimentos, e aos
efeitos que esses acidos podem causar em outras espécies. Desta forma, o intuito das anélises
realizadas durante o periodo de estagio foi quantificar os teores de &cido oxalico em diferentes
espécies vegetais, sejam elas utilizadas como concentrados ou volumosos, para quaisquer que

sejam as espécies de animais de producao.
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2. LOCAL

O estégio foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal (LNA) do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Figura 1), localizada na cidade de
Recife-PE, no Bairro de Dois irmaos, durante o periodo de 01 de abril a 21 de junho do ano de

2019, perfazendo uma carga horaria de 330 horas.

Figura 1. Vista aérea do Departamento de Zootecnia

iuabg@gﬁgmdeﬂumi;éo -
Animal/Progene’

Fonte: Google Maps

O LNA (Figura 2) estd localizado no municipio de Recife, que estad disposto nas
seguintes coordenadas geograficas: latitude 8° 04°03”’S; longitude 34°55°00°” O; e com altitude
média em relacdo ao nivel do mar de 4 metros. Segundo classificacdo de Kdppen, o clima da
regido ¢ do tipo As’ — tropical quente e umido, com verdo seco e chuvas de outono-inverno.
Apresenta temperatura média anual de 25°C e umidade relativa do ar média anual de 80%, com

baixas amplitudes térmicas.

Figura 2. Laboratorio de Nutricdo Animal (LNA)

Fonte: Acervo pessoal
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O LNA ¢ utilizado para anélises referentes a nutricdo animal, onde séo realizadas a
grande maioria das analises dos experimentos realizados no Departamento de Zootecnia, dentre
elas sdo realizadas as Anélises Bromatoldgicas, que incluem: Matéria seca (MS), proteina bruta
(PB), matéeria mineral (MM), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), fibra bruta (FB), lignina (L1G), extrato etéreo (EE), carboidratos, nitrogénio amoniacal,
entre outras. Além da avaliacdo da digestibilidade e degradabilidade dos alimentos e contagem

e identificacdo de protozoarios de liquido ruminal.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO

Durante o estagio foram acompanhadas as atividades referentes ao experimento com
baratas da espécie N. Cinerea, incluindo manejo alimentar, acompanhamento do
comportamento dos insetos e registro de dados para fins experimentais. Concomitantemente,
foram realizadas as atividades referentes as andlises laboratoriais para determinagdo de acido
oxalico em ingredientes de origem vegetal comumente utilizados na alimentacdo animal,

testando a metodologia de Moir (1953), bem como a tabulacdo e analise dados.

3.1. Producdo de baratas da espécie N. cinerea alimentadas com diferentes tipos de

alimentos

AN. cinerea (Figura 3) é uma espécie de barata possivelmente nativa do Leste da Africa,
se distribuindo para outras regides do mundo através do comércio (OLIVIER, 1789). Esses
insetos sao onivoros, com habito noturno, e quando adultos apresentam dimensdes entre 25-29
mm de comprimento, coloracdo acinzentada matizada, com asas manchadas que nao cobrem o
abdémen. Esta espécie € popular como alimento vivo, principalmente para répteis, aves e
aracnideos, além de ser muito utilizada como isca para pescaria. Também sdo utilizadas para
enriquecimento de ragfes para animais silvestres e exoticos, sendo vastamente utilizadas,
também, na industria Pet Food, por serem muito palataveis e com alto valor nutricional,
podendo chegar a ter 70% de PB, com perfil de aminoacidos de alta digestibilidade
(SCHICKLER, 2013).

Figura 3. Nauphoeta cinerea

Fonte:http://g1.globo.com/natureza/noticia/2012/11/pesqui
sadores-brasileiros-estudam-enzimas-de-baratas-para-obter-
etanol.html
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3.1.1. Instalacio do experimento

O experimento com as baratas da espécie N. cinerea foi instalado, inicialmente, no LNA,
passando posteriormente a ser realizado nas instalagfes anexas ao Laboratorio de Biologia
Molecular Aplicada a Produgdo Animal (BIOPA).

Os animais foram distribuidos em caixas de polipropileno atéxico (Figura 4),
devidamente higienizadas, com dimensdes de 40,8 cm x 29 cm x 12,6 cm. Como pode ser visto
na Figura 5, foram feitas aberturas nas tampas, informalmente chamadas de “respirador”, para
que ocorra renovacao do ar, onde essas aberturas sdo cobertas por tecido do tipo voil, para evitar
que os animais escapem. O “respirador” tem por fungdo evitar o acimulo de umidade dentro
das caixas, impedindo assim a formacdo de goticulas de agua no ambiente, que podem

umedecer o alimento.

Figura 4. Caixas de polipropileno

Fonte: Acervo pessoal

Figura 5. Abertura na tampa da caixa (“respirador”)

Fonte: Acervo pessoal
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Cada caixa continha duas placas de petri, sendo uma para fornecimento de alimento, e
outra para o fornecimento de &gua, como demonstrado nas Figuras 6 e 7.

Figura 6. Placa de petri com algoddo umedecido para fornecimento de dgua

Fonte: Acervo pessoal

Figura 7. Placa de petri para fornecimento de alimento

Fonte: Acervo pessoal
Esses animais possuem o corpo revestido por células que sdo sensiveis a luz, sendo
assim, eles ainda podem se proteger de ameacas se escondendo em locais mais escuros
(FERNANDES et al. 2016). Por este motivo, foram dispostos alguns pedacos de caixas
confeccionadas de papeldo reciclado (Figura 8), que sdo comumente utilizadas para
comercializacdo de ovos, com o intuito de fornecer abrigo aos insetos, visto que eles tém baixa
tolerancia a luminosidade. Essa baixa tolerancia ¢ também conhecida como fototropismo

negativo.

Figura 8. Parte interna da caixa

Fonte: Acervo pessoal
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A temperatura do laboratério era controlada por um termo higrémetro (medidor de
temperatura e umidade), variando de 25°C a 32°C ao longo do dia. As baratas sdo insetos com
grande capacidade adaptativa, sobrevivendo as mais diversas condi¢cdes ambientais, adaptando-
se a temperatura ambiente (FERNANDES et al. 2016; RODRIGUES 2015).

Para fins experimentais, foi utilizado em média 40 g de cinéreas adultas por caixa, entre
machos e fémeas, de forma a padronizar os tratamentos. Os animais foram distribuidos em 5

tratamentos, com 4 repeticdes cada, sendo eles:

e T1 (controle): Racdo para frangos de corte;
e T2: Farelo de biscoito;

e T3: Farelo de moringa;

e T4: Torta de moringa;

e T5: Farelo de residuo de acerola.

Antes da distribuicdo dos tratamentos, os animais passaram por um periodo de
adaptacdo ao ambiente, de trés dias, em que foi fornecido a dieta controle para todas as caixas,

que ¢ o alimento fornecido normalmente na empresa onde sdo produzidos e comercializados.

3.1.2. Manejo

Segundo Fernandes et al (2016), esses animais possuem grande capacidade reprodutiva
e adaptativa, conseguindo sobreviver por até um més sem ingerir alimento ou agua.
Experimentalmente, o manejo dos animais durante a pesquisa consistia basicamente em

fornecimento de &gua e alimento, e verificacdo da mortalidade.

3.1.2.1.Fornecimento de 4gua

O fornecimento de &4gua se dava a cada trés dias, sendo fornecida em uma placa de petri
contendo algoddo umedecido, para que assim evitasse possiveis afogamentos. O intervalo de
tempo entre o fornecimento e reposicdo da agua foi determinado a partir da observacao e
verificacdo diéria das caixas, durante um periodo adaptativo de trés dias, em que se observou

que o algoddo ja havia perdido boa parte da sua umidade apds este tempo.
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3.1.2.2. Fornecimento de alimento e ajuste de consumo

O fornecimento das dietas experimentais ocorria a cada trés ou quatro dias. A quantidade
de sobras e de alimento fornecido eram pesados em balanca analitica, e os dados registrados

em planilhas, para que posteriormente possa ser determinado o consumo.

O alimento era fornecido em placas de petri, na quantidade de 4 g, sendo esse valor
determinado a partir da observagdo do consumo de alimento pelos animais, ao longo da primeira
semana de experimento. Os ingredientes foram pesados em balanga analitica (Figura 9),
inicialmente fornecendo 7 g por caixa, e apos trés dias foram pesadas as sobras, que estavam
em grande quantidade. A partir disso, o0 mesmo procedimento foi repetido, no entanto,
fornecendo-se 5 g de alimento, e apds a pesagem das sobras, foi observado que ainda havia
grande quantidade residuo. Sendo assim, o valor de 4 g de alimento por caixa foi determinado,
tendo em vista uma quantidade de sobras suficiente para que 0s animais tivessem alimentacdo

a vontade.

Figura 9. Pesagem das dietas experimentais em balanca analitica

Fonte: Acervo pessoal

E importante que a quantidade de alimento fornecido seja suficiente para alimentar
todos os animais da caixa, e que ainda haja sobras, pois, 0 consumo é variavel, a depender
também da taxa de reproducdo. Mesmo ndo sendo um pardmetro a ser avaliado, era perceptivel

a grande quantidade de ninfas nas col6nias, o que indica uma acelerada taxa de reproducéo.
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3.1.2.3.Mortalidade

As baratas sdo animais que possuem alta resisténcia e adaptabilidade as mais variadas
condicBes ambientais, podendo sobreviver dias sem dgua ou comida. Nesse contexto, Koehn e
Bayne (1989) argumentam que a alta resisténcia ao estresse esta associada ao uso eficiente de
recursos metabolicos para crescimento e reproducéo, especialmente quando estes recursos sao

limitados, justificando assim essa caracteristica.

O tempo de vida médio de uma cinérea é de cerca de 1 ano. A morte desses animais
pode se dar por diversos motivos, sejam eles ambientais ou fisioldgicos. Para controle das
condicdes experimentais, os dados referentes a taxa de mortalidade eram observados
diariamente. Os animais mortos foram pesados (Figura 10), registrando-se 0 peso e a quantidade

de insetos mortos por caixa em uma planilha.

Figura 10. Pesagem de animais mortos

Fonte: Acervo pessoal

3.1.3. Acompanhamento e registro de dados

Para determinacéo dos parametros de producéo, todos os dados referentes ao consumo
de alimentos foram registrados, com o intuito de determinar ao final do experimento qual
tratamento apresentou melhores resultados, assim como os dados referentes ao comportamento
e mortalidade. Além disso, serd avaliada a composicao quimica dos insetos, para determinar se

houve alguma influéncia da dieta no seu organismo.

Medrado et al. (2018), determinou a composicdo quimica de farinhas de diferentes

espécies de insetos, encontrando para a N. cinerea os valores de: 93,98% de matéria seca (MS),
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3,77% de matéria mineral (MM), 26,77% de extrato etéreo, e 78,93% de proteina bruta (PB).
Estes resultados demonstram o alto potencial que esses insetos tém para compor as dietas para
as espécies de animais de producdo. E com este intuito que pesquisas desse tipo vem sendo

realizadas.

Ao completar um més de experimento foram coletadas trés baratas de cada caixa para
que fosse realizada a coleta do intestino médio, a fim de determinar se houve ou néo influéncia
dessas dietas na digestdo desses alimentos. O procedimento foi realizado no Laboratério de

Fisiologia de Insetos (LAFI), na UFRPE, mas ndo foi possivel acompanhé-lo.

3.2. Quantificacéo de acido oxalico em ingredientes de origem vegetal

O conhecimento da presenca de fatores antinutricionais (capazes de interferir na
digestibilidade, absorcéo e utilizacdo de nutrientes pelos animais) e/ou tdxicos, que possam
afetar o valor nutricional dos alimentos se faz cada vez mais necessario, tendo em vista que
esses compostos podem causar danos a satde animal. A exemplo disso, os oxalatos, que podem
ser encontrados em ingredientes de origem vegetal, sdo capazes de precipitar com o calcio,

formando cristais insoltveis e calculos renais nos individuos (ANDRADE et al. 2015).

3.2.1. Metodologia para determinacéo de acido oxalico

Na literatura, ha diversas metodologias que podem ser utilizadas para determinar o teor
de &cidos oxalicos totais em vegetais, elas se diferem em algumas etapas, ou apenas nos
reagentes utilizados. Para as analises realizadas durante este periodo de estagio, a metodologia
escolhida foi a de Moir (1953). Este método consiste basicamente nas etapas de: extracgdo,
filtragem, precipitacdo, centrifugacdo, diluicdo e titulagdo com permanganato de potassio
(KMnO0a4), podendo ser considerada uma metodologia trabalhosa e um pouco ultrapassada, tendo

em vista que existem métodos mais precisos.

Até 0 ano de 1977, os procedimentos mais comuns para a determinagéo de acido oxalico
eram a titulacdo por KMn0a, alguns métodos colorimétricos e a cromatografia por papel, todos
envolvendo, basicamente, 0s mesmos passos: extracdo do acido oxalico da matriz vegetal com
acido cloridrico (HCI) ou carbonato de sddio (Na.COz) e precipitagdo do oxalato de célcio,
seguido pelo tratamento do precipitado com acido sulfdrico (H2SO4) diluido para formar

solucéo de &cido oxalico (NAPPI et al. 2006). Sendo assim, o acido oxalico é quantificado por
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um dos seguintes métodos: potenciometria com eletrodo de quinidrona (QUATROCCHI,
1992), titulagdo com solugdo padronizada de KMnOs (MOIR, 1953) ou colorimetricamente
pela conversdo do acido oxalico a &cido glicdlico e derivacdo com o &cido 2,7-dissulfénico-3,6-
diidroxinaftaleno (ZAREMBSKI & HODGKINSON, 1962). Apesar de haverem técnicas mais

avancadas, elas eram utilizadas em pequena escala.

Atualmente, existem metodologias mais modernas que foram desenvolvidas ao longo
dos anos, como: técnicas enzimaticas (POTEZNY et al. 1983), cromatografia gasosa
(SARKAR & MALHOTRA, 1979) e de cromatografia liquida (BUSHWAY et al. 1984;
LIBERT, 1981; WILSON et al., 1982), estas se tornaram as técnicas de escolha, sempre que

possivel.

3.2.1.1.Ingredientes utilizados

Os ingredientes vegetais utilizados durante as analises foram selecionados com base nos

alimentos com maior potencial para serem utilizados na nutri¢do animal. Sao eles:

e Milho;

e Grdo de soja;

e Farelo de soja;

e Grdo de trigo;

e Farelo de trigo;

e Gérmen de trigo;

e Aveig;

e Farelo de aveia;

e Torta de moringa;
e Farelo de moringa;

e Farelo de biscoito.

3.2.1.2.Etapas

Seguindo a metodologia descrita por Moir (1953), as atividades desenvolvidas durante

0 estagio foram divididas da seguinte forma:
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e [Extracdo de &cido oxalico da matriz vegetal:

Cada amostra possuia duas repeticdes, e para isso foram pesadas 2,5 g de cada
ingrediente em balanca analitica, colocadas em erlenmeyers de 250 ml (Figura 11), ao qual foi
adicionado 220 ml de HCI 0,25N, sendo posteriormente aquecidos em placa aquecedora elétrica

a100°C por aproximadamente 1 hora (Figura 12).

Figura 11. Amostras do material vegetal em erlenmeyers Figura 12. Amostras em aquecimento para extracao

Fonte: Acervo pessoal Fonte: Acervo pessoal
Apbds o tempo determinado, as amostras eram retiradas da placa aquecedora e
permaneciam esfriando em temperatura ambiente, por aproximadamente 2 horas (Figura 13).
Apos esse intervalo de tempo, era adicionado mais solucdo de HCI, até que completasse 250
ml. A partir disso, eram filtrados 5 ml do extrato vegetal, em papel filtro quantitativo, e

acondicionados em tubos, sendo o restante do material descartado.

Figura 13. Extrato vegetal ndo filtrado

Fonte: Acervo pessoal
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e Precipitacao:

Apds a etapa de extracdo foi adicionado, utilizando uma pipeta, 1 ml de solucéo
precipitante para cada amostra e repeticfes, para que assim precipitasse os acidos oxalicos
presentes no material vegetal. A solucédo precipitante utilizada era composta por cloreto de sédio
e acetato de célcio. O material foi colocado em um refrigerador overnight, para que ocorresse
a precipitacdo do oxalato.

e Centrifugacéao:

No dia seguinte, ap6s a extracdo e adi¢do da solucdo precipitante, seguido da noite no
refrigerador, o oxalato precipitado (Figura 14) foi transferido para tubos que sao utilizados para
coleta de sangue (Figura 15). Os tubos a vacuo utilizados foram os do tipo ativador de coagulo

(tampa vermelha), pois ndo possuem nenhum tipo de substancia que possa interferir nas
analises.

Figura 14. Oxalato precipitado apés adi¢do de solucdo precipitante Figura 15. Tubo a vacuo

Fonte: Acervo pessoal Fonte: https://www.dsyslab.com.br/

Os tubos contendo o oxalato precipitado foram colocados em uma centrifuga (Figura 16
e 17) por 5 minutos, com rotagédo de 2500 rpm, para que fosse possivel dissociar a parte liquida,
da parte solida (analito). Apos a centrifugacao, o sobrenadante foi retirado, com auxilio de uma

pipeta, restando apenas a parte solida (oxalato) (Figura 18).
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Figura 16. Centrifuga Figura 17. Amostras na centrifuga

[ =

Figura 18. Analito

Fonte: Acervo pessoal
Em seguida, foram adicionadas a parte sélida 2,5 ml de solucéo de HCI 0,25N, e 2,5 ml
de solucdo de lavagem (alcool e aménia) (Figura 19). Os tubos foram levados novamente a
centrifuga por 5 min, com rotacdo de 2500 rpm.

Figura 19. Adicdo das solucdes de HCI e de lavagem

Fonte: Acervo pessoal
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Novamente, a parte solida foi separada da parte liquida, retirando-se a porcao
sobrenadante. Para que restasse apenas o analito, os tubos foram levados a estufa de 55°C por
uma hora. De acordo com a metodologia de Moir (1953), o material deve ser aquecido a 100°C
por 30 minutos, no entanto, devido ao material do qual os tubos utilizados sdo compostos, uma
adaptacao foi necesséria, evitando assim que derretessem.

e Diluicdo:

O precipitado aquecido foi transferido para erlenmeyers de 50 ml, e diluido em 5ml de
solucdo de H2SO4 2N, para posterior titulagéo.

Figura 20. Precipitado diluido em solucdo de H2SO4

Fonte: Acervo pessoal

e Titulagdo:

Com auxilio de uma bureta graduada, o material diluido foi titulado com solucéo de
KMnO40,02N, a fim de determinar a quantidade de oxalatos totais.

Figura 21. Titulagdo com KMn04 Figura 22. Material titulado

Fonte: Acervo pessoal Fonte: Acervo pessoal
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3.2.1.3. Quantificacao de acidos oxalicos totais
Para determinacéo da porcentagem de oxalatos totais, foi utilizada a seguinte formula,
descrita por Moir (1953):
% Oxalatos totais = Volume de KMnO4 x 1,801

Foram realizadas analises de MS, seguindo a metodologia descrita por Detmann et al.
(2012), a fim de determinar a porcentagem de oxalatos totais com base na MS, e a quantidade

desses acidos em g/kg de MS e mg/kg de MS.

A tabela 1 contém os resultados obtidos para oxalatos totais, através das analises
utilizando a metodologia de Moir (1953).

Tabela 1. Quantidade de acidos oxalicos totais presente em ingredientes de origem vegetal

% de oxalatos % de oxalatos  g/kg de mg/kg de

Ingrediente totais totais na MS MS MS
Farelo de moringa 3,3018 3,7166 37,166 37166
Torta de moringa 0,3001 0,3257 3,257 3257

Aveia 0,6604 0,7377 7,377 7377
Farelo de aveia 1,0806 1,2131 12,131 12131
Grao de trigo 0,4202 0,4761 4,761 4761
Gérmen de trigo 0,2401 0,2631 2,531 2531
Farelo de trigo 0,1801 0,2034 2,034 2034
Farelo de biscoito 0,1801 0,1893 1,893 1893
Grao de soja 3,9622 4,3912 43,912 43912
Farelo de soja 3,9022 4,6738 46,738 46738
Milho 0,1801 0,2040 2,040 2040
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As atividades desenvolvidas durante o periodo de estdgio, me permitiram um maior
contato com areas ao qual ndo tinha conhecimento. Apesar de ser um nicho em crescimento,
tanto para a alimentagdo humana quanto animal, e provavelmente o futuro, no que diz respeito
a nutricdo, o uso de insetos para este fim ndo é abordado durante o curso de graduacdo em
Zootecnia. Vale ressaltar, que até mesmo o conhecimento sobre morfologia e fisiologia desses
animais é apenas 0 que trazemos da educacdo basica, ou que temos interesse em pesquisar.
Sendo assim, ao longo deste estagio pude aprender muitas coisas a respeito da N. cinerea e
outros insetos, as quais ndo tinha conhecimento, e que hoje posso dizer que seria uma area com
a qual trabalharia, tendo em vista que, apesar de serem necessarias mais pesquisas a fim de
determinar o real potencial desses insetos para alimentacdo animal, é uma étima opcdo como

alimento alternativo.

No gue diz respeito as analises de oxalato, pude perceber que, apesar de ter uma grande
quantidade de pesquisas sobre esses acidos, e qual a influéncia deles no organismo animal, a
grande maioria trata apenas de plantas forrageiras e animais ruminantes, com exce¢do dos
equinos. Creio que, é de grande importancia estudar outros ingredientes vegetais, e se esses
compostos causam algum efeito negativo no organismo de outras espécies animais. Quanto a

metodologia utilizada, € trabalhosa, e pouco precisa, se comparada a outras técnicas mais atuais.
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