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FILHO, Jodo Antonio Barbosa. Avaliacdo da farinha de larvas de mosca de soldado negro
(Hermetia illucens L.) na alimentacao de galinhas poedeiras leves. 2019. 130 f. (Doutorado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos dos diferentes niveis de inclusdo da
farinha de larvas de mosca do soldado negro (FLMSN) sobre imunologia, desempenho, analise
sensorial e qualidade dos ovos de galinhas poedeiras comerciais. Foram realizados dois
experimentos. No Experimento 1 foi adotado um delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com quatro tratamentos, seis repeti¢des e oito aves por parcela experimental. Foram utilizadas 192
poedeiras da linhagem Bovans, com 25 semanas de idade por um periodo de 63 dias, dividido em
trés ciclos de 21 dias. Os tratamentos consistiram em quatro niveis de inclusdo de FLMSN (0, 3, 6
e 9%). Foram avaliados consumo de racdo, porcentagem de postura, peso médio dos ovos, massa
dos ovos, conversdo alimentar, unidade Haugh, coloracdo da gema, indice de gema, pH albimen e
gema, porcentagem albimen, gema e casca, espessura de casca, e quantificacdo de IgY no soro e
na gema dos ovos. A incluséo de FLMSN né&o afetou (P>0,05) o desempenho e o teor de IgY do
soro e gema dos ovos. Em relago a qualidade dos ovos, houve efeito quadratico (Y = 98,72925 +
0,65364x — 0,07458x?) para unidade Haugh, com ponto de méaximo o nivel de 4,38% de FLMSN,
efeito linear decrescente (Y =65,15 — 0,525185x) para porcentagem de albimen e aumento linear
(Y = 25,28 + 0,41889x) para porcentagem de gema. Conclui-se que a FLMSN pode ser usada até
9% de inclusdo na dieta de poedeiras sem comprometer o desempenho, quantificacdo de IgY do
soro e gema do ovo, entretanto influencia em algumas caracteristicas de qualidade dos ovos. No
experimento 2, foi adotado um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4
(niveis de inclusdo de FLMSN e quatro tempos de armazenamento). Na avaliacdo sensorial dos
ovos foi utilizado o teste triangular, com 60 avaliadores ndo treinados. Objetivou-se nesse
experimento avaliar a qualidade de ovos armazenados em diferentes periodos (0, 7, 14 e 21 dias),
provenientes de galinhas poedeiras alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de FLMSN, e
uma analise sensorial de ovos de poedeiras submetidas a dietas com 0 e 9% de FLMSN. As
analises de qualidade de ovos realizadas foram: perda de peso, gravidade especifica, unidade
Haugh, indice de gema, coloracdo da gema, porcentagem de albimen, gema e casca, pH albumen
e gema e espessura de casca. A inclusdo de FLMSN na dieta de aves ndo alterou as caracteristicas
sensoriais dos ovos. Houve interacdo significativa entre niveis de FLMSN x periodos de
armazenamento sobre unidade Haugh e coloracdo da gema. Com o aumento dos niveis de
FLMSN houve reducéo linear (Y = 1,5192 — 0,0168x) na perda de peso e crescente (Y =1,0816 +
0,001x) na gravidade especifica. Quanto ao tempo de armazenamento dos ovos, verificou-se
efeito quadratico para perda de peso (Y = 0,8262 — 0,0436x + 0,0054x?), gravidade especifica (Y
= 1,0944 — 0,0006x — 0,00003x?) e indice de gema (Y = 0,46 — 0,015x + 0,0003x?). A inclusdo de
niveis crescente de FLMSN na dieta de aves promoveu aumento linear (Y = 27,6332 + 0,1040x)
na porcentagem de gema e reducdo (Y = 62,7101 — 0,1319x) na porcentagem de albumen. O
tempo de armazenamento dos ovos afetou na porcentagem de albimen e gema. Houve um efeito
linear decrescente (Y = 63,9926 — 0,1787x) para porcentagem de albdmen, enquanto que para a
porcentagem de gema houve um efeito linear crescente (Y = 26,2477 + 0,1765x). A porcentagem
de casca e espessura de casca ndo tiveram efeito para os tratamentos utilizados. O pH do albdmen
e gema dos ovos de poedeiras foi influenciado pelo tempo de armazenamento, sendo que o pH do
albimen dos ovos apresentou efeito quadratico (Y = 8,1862 + 0,1893x — 0,0060x%) e o pH da
gema efeito linear crescente (Y = 5,9102 + 0,081). Conclui-se que a FLMSN apresentou melhora
na unidade Haugh e colorac¢do da gema e ndo influencia no sabor dos ovos.

Palavras-chave: Aves. Consumo de racdo. Insetos. Proteina. Tempo de armazenamento.



FILHO, Jodo Antonio Barbosa. Evaluation of black soldier fly (Hermetia illucens L.) larvae
meal in the feeding of laying hens. 2019. 130 p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of different levels of inclusion of black soldier
fly larvae meal (BSFLM) on immunology, performance, sensorial analysis and egg quality of
commercial laying hens. Two experiments were carried out and in Experiment 1, a completely
randomized design (CRD) with four treatments was adopted, with six replicates of eight birds per
experimental plot. A total of 192 layer hens of Bovans lineage with 25 weeks age were used for a
period of 63 days, divided into three cycles of 21 days. Treatments consisted of four BLSFLM
inclusion levels (0, 3, 6 and 9%). The aim of this experiment was to evaluate the performance,
quantification of antibodies in serum and egg yolk and egg quality. It were available feed intake,
egg weight, egg mass, feed conversion, Haugh unit, yolk color, yolk index, aloumen and yolk pH,
percentage of albumen, yolk, shell and shell thickness, and quantification of antibodies in serum
and egg yolk. The inclusion of BSFLM did not affect (P>0.05) the performance or the IgY
content of serum and yolk of the eggs. Regarding egg quality, there was quadratic effect (Y =
98.72925 + 0.65364x — 0.07458x2) with maximum point for the BSFLM level was 4.38% for
Haugh unit and linear decreasing effect (Y = 65.15 — 0.525185x) for albumin percentage and
linear increase (Y = 25.28 + 0.41889x) for yolk percentage. It is concluded that the BSFLM can
be used up to 9% inclusion in the laying diet without compromising the performance,
quantification of IgY in serum and egg yolk, however it influences some quality characteristics. In
experiment 2, a completely randomized design was adopted in a 4 x 4 factorial scheme (inclusion
levels of BSFLM and four storages time). In the sensorial evaluation of eggs, the triangular test
was used, with 60 untrained evaluators. The objective of this experiment was to evaluate the
quality of eggs stored in different periods (0, 7, 14 and 21 days) of laying hens fed different
BSFLM inclusion levels and a sensorial analysis of laying hens egg submitted to diets with 0 and
9% BSFLM. The egg quality analyzes were: weight loss, specific gravity, Haugh unit, yolk index,
yolk color, percentage of aloumen, yolk and shell, albumen and yolk pH and shell thickness. The
inclusion of BSFLM in the diet of laying hens did not alter the sensorial characteristics of the
eggs. There was significant interaction between BSFLM levels x storage periods on Haugh unit
and yolk color. With the increase of BSFLM levels there was a linear reduction (Y = 1.5192 —
0.0168x) in weight loss and improvement (Y = 1.0816 + 0.001x) in specific gravity. As for egg
storage time, there was a quadratic effect (Y = 0.8262 — 0.0436x + 0.0054x?) for weight loss, (Y =
1.0944 — 0.0006x — 0.00003x?) specific gravity and (Y = 0.46 — 0.015x + 0.0003x?) yolk index.
The inclusion of increasing levels of BSFLM in the diets for laying hens promoted a linear
increase (Y = 27.6332 + 0.1040x) in the percentage of yolk and reduction (Y = 62.7101 —
0.1319x) in the percentage of albumen. Egg storage time affected the percentage of albumen and
yolk. According to the regression analysis there was a linear decreasing (Y = 63.9926 — 0.1787x)
effect for percentage of albumen, while for the percentage of yolk there was an increasing (Y =
26.2477 + 0.1765x) linear effect. The percentage of shell and shell thickness had no effect for the
treatments used. The pH of the albumen and egg yolk of laying hens was influenced by the
storage time, and the pH of the eggs albumen showed quadratic effect (Y = 8.1862 + 0.1893x —
0.0060x?) and the pH of the yolk increasing linear effect (Y = 5.9102 + 0.081). It is concluded
that BSFLM shows improvements in egg quality and does not influence egg flavor.

Keywords: Birds. Feed intake. Insects. Protein. Storage time.
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1. INTRODUCAO

A avicultura de postura brasileira se desenvolveu muito nos ultimos anos, sendo
posicionada em oitavo lugar no ranking entre os maiores produtores mundiais (AMARAL et
al., 2016). Em 2018 a producédo industrial de ovos brasileira foi de aproximadamente 44,2
bilhGes de unidades, somado a isto, verificou-se que o consumo per capita foi de 212
unidades por ano, apresentando uma alta de 10,4% em comparacédo a 2017 (ABPA, 2018).

Entre os motivos para esse comportamento, justifica-se pelo ovo ser um alimento
essencial na dieta humana e considerado como alto valor biolégico (ALMEIDA et al., 2019).
Além disso, € um alimento com preco acessivel para o consumidor de menor poder aquisitivo,
sendo que as caracteristicas fisicas e quimicas do ovo podem influenciar o seu grau de
aceitabilidade no mercado e também agregar valor ao produto comercializado (PASCHOAL
et al., 2008; FREITAS et al., 2011).

A qualidade do ovo é uma medida das caracteristicas desejadas e valorizadas pelos
consumidores, sendo percebida pelos atributos sensoriais, nutricionais, tecnoldgicos,
sanitarios e éticos (ALLEONI; ANTUNES, 2001). Em frente a isto, se faz necessario o uso de
medidas que possam proporcionar melhora na qualidade externa e interna dos ovos. Cabe
assim ressaltar que a nutri¢do representa aproximadamente 70% dos custos de producédo (AL-
QAZZALZ et al., 2016;) e dependendo dos nutrientes utilizados, pode-se melhorar a qualidade
dos ovos.

Em consideracdo aos alimentos utilizados nas dietas de poedeiras comerciais, Neves et
al. (2017) relatam que as granjas de postura tiveram grandes dificuldades econémicas nos
ultimos anos. A causa dessa instabilidade deve-se a disponibilidade de milho e farelo de soja,
em funcdo de sofrerem variacGes em funcdo da época do ano (PARENTE et al., 2014), pelo
regime de chuvas, radiacao solar e altas temperaturas (SANS; GUIMARAES, 2008).

Em virtude do aumento do consumo de ovos e da expectativa do consumidor em
relacdo & qualidade deste produto, a busca por alternativas para melhorar o produto final, o
ovo, por meio do que é fornecido as poedeiras € de suma relevancia, atendendo as exigéncias
nutricionais dos animais, sem interferir no desempenho.

Neste cenario, 0s recursos primarios para transformacdo das fontes vegetais em
proteina animal deverdo tornar-se mais caros € mais escassos. Paralelamente, 0 aumento de
producdo agricola é questionado por utilizar os recursos hidricos e, por vezes, requerer mais
areas naturais para sua expansdo. Neste sentido, a utilizacdo de fontes alimentares alternativas

tem sido evidenciada ultimamente, destacando-se, entre outras, as farinhas derivadas de
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insetos (FINKE, 2002; PREMALATHA et al, 2011; VELDKAMP et al., 2012;
HALLORAN; VANTOMME, 2013; MAKKAR et al., 2014; HENRY et al., 2015;
BARBOSA FILHO et al., 2018), sendo estas especialmente identificadas com a alimentacéo
das aves, um produto na qual esta espécie naturalmente tem em sua cadeia alimentar (AL-
QAZZAZ et al., 2016).

Aliado a isto, os insetos sdo fontes nutricionais que detém potencial como alimento
(HELM et al.,, 1990), visto que sdo consideradas ricas fontes proteicas (ATTEH,;
OLOGBENLA, 1993; HWANGBO et al., 2009), lipidicas (RUMPOLD; SCHLUTER,
2013a), de aminoéacidos essenciais (DE MARCO et al., 2015), vitaminas (CHEN; FENG,;
CHEN, 2009), fibras, minerais (MAKKAR et al., 2014), podendo ter acdo prebidtica
(BORRELLI et al., 2017) e beneficios na saide e bem-estar das aves (JOZEFIAK;
ENGBERG, 2015) por apresentaram peptideos antimicrobianos (defensinas), chamados de
antibioticos naturais (JOZEFIAK et al., 2016).

Cabe ressaltar ainda, que além das caracteristicas nutricionais, a utilizacdo de insetos
pode ser justificada pela baixa producéo de gases de efeito estufa (OONINCX et al., 2010),
producdo em pequena area (DOBERMANN; SWIFT; FIELD, 2017), alta taxa de
crescimento, apresenta eficiéncia de conversdo alimentar (HALLORAN; VANTOMME,
2013), répida reproducdo, ciclo de vida curto (CARVALHO et al., 2016) e impacto ambiental
positivo, pois atuam através do processo de bioconversdo, no qual utilizam residuos
organicos, produzindo como produtos finais ingredientes naturais de alto valor para
alimentacdo dos animais de producdo (VELDKAMP et al., 2012; NGUYEN; TOMBERLIN;
VANLAERHOVEN, 2015).

Considerando a importancia do assunto, com a preocupacao de alimentos alternativos
para nutricdo animal com apelo a sustentabilidade e ao potencial da industria processadora de
ovos no Brasil e mundial, justifica-se plenamente a necessidade de novas investigagoes
cientificas para confirmar os achados de outros pesquisadores, bem como contribuir com
novas informacGes que possam resultar em beneficios para o segmento de postura comercial,

o0 qual engloba as unidades produtoras e as inddstrias de processamento de ovos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Legislagéo e uso de insetos na nutrigdo animal

A insercdo dos insetos como alimento alternativo na nutricdo animal vem crescendo e
ganhando cada vez mais interesse. No entanto, segundo o Codex Alimentarius (referéncia
internacional humana e animal organizado pela FAO e OMS), ainda ndo ha um padrdo
estabelecido destes produtos para uso como alimento. Como consequéncia, segue em curso
uma série de propostas, que deverdo evoluir para legislagdes especificas, para a indicagédo de
normas de uso destes (ALEGRETT], 2017).

Alguns paises europeus como o0 Reino Unido e a Holanda, aliados as instituigdes
publicas e privadas, buscam desobstruir estas limitacbes por meio de legislacdes e pesquisas,
estabelecendo os requerimentos demandados e as regulamentacdes exigidas para atender toda
a cadeia de producéo e de processamento dos insetos (ALEGRETTI, 2017).

As principais preocupagdes sobre a utilizagdo dos insetos na alimentagdo animal
advém do sistema de criacdo e do tipo de substrato empregado para alimenta-los (vegetais,
residuos organicos ou dejetos de animais, entre outros). Em 2016, a International Plataform of
Insects for Food and Feed (IPIFF), uma organizacdo sem fins lucrativos que representa 0s
interesses da industria de insetos, composta por 27 companhias, sugeriu a liberacdo da
proteina de insetos criados exclusivamente em substrato vegetal para uso na aquicultura. Para
a IPIFF, quando os insetos sdo alimentados com substratos permitidos, a possibilidade de
ocorréncia de danos microbioldgicos é minima, comparavel a qualquer outra fonte proteica de
origem animal (PROTEINSECT, 2016).

Na sequéncia deste cenario de prospeccdo do uso destes ingredientes para as racoes de
animais de producdo, a Comissdo da Unido Europeia que regulamenta estas questoes
promulgou a autorizagéo (2017/893) em maio de 2017, que trata da utilizacdo de insetos como
fonte de proteinas animais transformadas de ndo ruminantes apenas para especies vinculadas a
aquicultura. Todavia, ha neste sentido, um grande otimismo que em 2019 a Europa também
referende sua utilizacdo na alimentacdo de aves e suinos.

No Brasil, o Ministério de Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) nado dispde
de uma legislacédo especifica para este tema. Por outro lado, empresas brasileiras (Nutrinsecta
e BUG) atuam junto ao MAPA para a elaboracdo de normas de produgdo e processamento
para o uso de insetos desidratados para alimentacdo de aves e suinos no pais (ALEGRETTI,
2017).



18

2.2 Caracteristicas nutricionais dos insetos

Os insetos apresentam como caracteristicas nutricionais, proteinas (BOVERA et al.,
2015; AKHTAR; ISMAN, 2018), aminoacidos (AL-QAZZAZ; ISMAIL, 2016), lipidios
(KOURIMSKA; ADAMKOVA, 2016), fibora (RUMPOLD; SCHLUTER, 2013b), minerais
(VAN HUIS et al., 2013) e vitaminas (FINKE, 2004).

No entanto, considerando a ampla diversidade de espécies de insetos que podem ser
empregadas na nutricdo animal, é naturalmente distinto o valor nutricional que estes
“produtos” detém. Mesmo dentro de uma mesma espécie, 0s valores nutricionais podem
mostrar grandes diferencas, sendo estas decorrentes da fase nas quais estes insetos se
encontram (LIU et al., 2017), da caracteristica de seu habitat (VAN HUIS, 2003; MAKKAR
et al., 2014), da composi¢cdo dos meios de crescimento utilizados para a producdo (RAMOS-
ELORDUY et al., 2002; JUCKER et al., 2017) e processamento (VELDKAMP et al., 2012).

Entre as espécies de insetos que habitam o mundo, as que estdo sendo avaliadas na
nutricdo animal sdo a larva do besouro Tenebrio molitor, larva e pupa da mosca doméstica
(Musca domestica), mosca do soldado negro (Hermetia illucens) e insetos das familias
pertencentes a ordem Orthoptera, incluindo gafanhotos e grilos. Além desses, insetos da
ordem Blattodea, como baratas americana (Periplaneta americana), alema (Blattella
germanica) e asiatica (Blattella asahinai) também sdo candidatos interessantes (HELM et al.,
1990).

Segundo Alegretti (2017), os insetos podem fazer parte da racdo por meio do
processamento integral do animal, mas, ja existem técnicas que permitem o fracionamento
destes para uma analise mais precisa do contetdo nutricional (tipos de aminoécidos, vitaminas
e minerais) e sua destinagdo mais especifica nas dietas, conforme esquematizado na Figura 1.

Com o objetivo de aumentar o teor proteico das ragdes destinadas & nutricdo animal,
diversas técnicas de extracao lipidica podem ser utilizadas como o uso de solventes organicos
ou por meio de técnicas alternativas ja empregadas em produtos de origem e animal, como na
industria de peixes, no qual obtém-se por cozimento e pressdo (VELDKAMP et al., 2012) e
de origem vegetal, como o farelo de soja que é realizada por prensa mecanica (RAMALHO;
SUARES, 2013).



Criacdo de insetos

Processamento: limpeza, secagem,
aquecimento e moagem

Farinha de inseto integral

Processamento: limpeza, secagem,

agquecimento, moagem, remocdo
de pgordura, remocdo da fracdo
solivel de proteinas, extracdo da
quitina.
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Fracdo de gordura Fracdo desengordurada

Fracdo da
farinha
sem

Fracdo de proteina insoldvel

gordura

Fracdo de proteina solivel

L

Fracdo de quitina

Figura 1. Processamentos para obten¢do de farinha de insetos.

Fonte: Adaptado de Alegretti (2017).

2.2.1 Valor Energético

De acordo com Kourimska e Adamkova (2016) o valor energético dos insetos depende

principalmente da composicdo do teor de gordura. Larvas ou pupas geralmente apresentam
maior quantidade quando comparado a adultos (KOURIMSKA; ADAMKOVA, 2016). Por
outro lado, espécies de insetos que possuem alto teor de proteina e apresentam menor
contetido energético (BEDNAROVA, 2013). Ramos-Elorduy et al. (1997) analisaram 78

espécies de insetos e calcularam o valor calorico entre 293 até 762 kcal por 100 g de matéria

seca. Gahukar (2016) verificou que os insetos (criados em subprodutos organicos que proviam

288-575 kcal/100g) apresentam aproximadamente 217-777 kcal/100 g. A Tabela 1 mostra os

valores energéticos de algumas espécies de insetos selecionados, expressos em kcal por 100 g

de peso vivo. Observando os valores energéticos de insetos da Tabela 1, verifica-se que as
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espécies de insetos apresentam grande diferenca, no qual para a espécie Bombyx mori na fase
de pupa proporciona um teor energético de 94 kcal/100g enquanto que para a espécie Atta
mexicana na fase adulta possui um valor energético de 404 kcal/100g, isso corresponde a uma

diferenca de aproximadamente 76,23%.

Tabela 1. Valor energético de insetos

Nome cientifico Fase Valor energético
(kcal/1009)

Tenebrio molitor Adulto 138

Tenebrio molitor Larva 206

Gryllus bimaculatus Adulto 120

Bombyx mori Pupa 94

Atta mexicana Adulto 404

Fonte: Van Huis et al. (2013).

2.2.2. Proteina Bruta

Dentre os critérios mais importantes avaliados pela composicao centesimal destaca-se
a porcentagem de proteina, tendo a finalidade de considerar o uso do alimento para nutricao
animal (MCDONALD et al, 2002; SANCHEZ-MUROS; BARROSO; MANZANO-
AGUGLIARO, 2014). Em relacdo a essa caracteristica, Conconi; Rodriguez; Moreno (1984),
Guevara et al. (1995) e Oguniji et al. (2007) afirmam que os insetos em geral possuem uma
quantidade e qualidade elevada de proteina.

Dentre os processos industriais de processamento de alimentos, existe 0 método de
extracdo de gordura. Segundo Sheppard et al. (2007), a reducdo do teor de gordura na farinha
de insetos pode aumentar em até 60% o teor de proteina bruta. Outras vantagens de
desengordurar é que pode reduzir-se o risco de oxidacdo lipidica (ZHENG et al., 2013),
permitindo um maior tempo de vida de prateleira do produto (COCKCROFT, 2018).
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Tabela 2. Porcentagem de proteina bruta (PB) de diferentes farinhas de insetos

Inseto Fase Processamento PB (%) Referéncias
Besouro tenebrio Larva  N&o desengordurada 46,4 Ravzanaadii et al.
Besouro tenebrio Adulto  Nao desengordurada 63,3 (2012)

Mosca do soldado Larva  Desengordurada 56,1  Mwaniki et al. (2018)

negro

rl\égiga do soldado Larva Desengordurada 61,3 Marono et al. (2017)
rl\égiga do soldado Larva  N&o desengordurada 35,9 Driemeyer (2016)
Gafanhoto Adulto  N&o desengordurada 64,4 Rumpold et al. (2013)
Mosca domeéstica Larva  N&o desengordurada 59,8 Hussein et al. (2017)

Fonte: autor

Além do processo de desengorduramento, outro fator que também influencia na
composicao proteica da farinha de insetos € o substrato que é fornecido como alimento a esses
animais. Spranghers et al. (2017), ao avaliarem a composicdo nutricional da mosca do
soldado negro criadas com diferentes substratos (biofertilizante, racdo de frango, residuos de
restaurante e residuos vegetais), encontraram 0s seguintes valores de proteina bruta 246, 175,
157 e 86 g/kg respectivamente.

2.2.3. Aminoacidos

Ao invés de uma exigéncia de proteina bruta, os animais monogastricos possuem
exigéncias de aminoacidos especificos (TELES et al., 2011). Caso ndo seja atendido essas
necessidades nutricionais, provavelmente o retorno econémico da atividade sera prejudicado,
visto que o conteudo super ou subestimado de aminoacido da dieta ndo permite que o animal
expresse todo o seu potencial produtivo, seja para producdo de carne e/ou ovos (ALBINO et
al., 1992).

Assim, a fim de determinar a qualidade de uma proteina é preciso avaliar a
composigdo especifica dos aminoécidos da fonte, especialmente o equilibrio entre os
aminoéacidos essenciais e ndo-essenciais (CONCONI et al., 1984).

Considerando a composicdo de aminoacidos nos insetos, verifica-se que ha um
nimero de amino&cidos nutricionalmente valiosos em elevados niveis (KOURIMSKA;
ADAMKOVA, 2016), sendo ponderados como fontes de aminoacidos essenciais (MAKKAR
et al., 2014; VAN BROEKHOVEN et al., 2015; De MARCO et al., 2015). De Marco et al.
(2015) afirmam que as farinhas de insetos derivada de Tenebrio molitor e Hermetia illucens

sdo fontes valiosas de aminoacidos essenciais para frangos de corte. Na Tabela 3 esta
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demonstrada a composicdo de aminoécidos de alguns insetos. Em comparagdo com o farelo
de soja, o Hermetia illucens, contém quantidades menores e maiores de nutrientes, com
excecdo do triptofano, que é deficiente na fase de larva, e isoleucina, lisina, triptofano, que

sdo deficientes na fase pré-pupa (LINDER, 2018).

Tabela 3. Composicdo de aminoacidos (g/100g) em matéria seca de diferentes insetos

Larva da mosca Grilo Farinha de Farinha de pupa de
Aminoacidos do soldado domeési pupa de crisalida
omestico P
negro crisélida (desengordurada)

Essencial

Metionina 13,13 8,75 21,88 18,75
Cistina 0,63 5,00 6,25 5,00
Valina 51,25 31,88 34,38 30,63
Isoleucina 31,88 27,50 31,88 24,38
Leucina 49,38 61,25 46,88 36,25
Fenilalanina 32,50 18,75 32,50 27,50
Tirosina 43,13 32,50 36,88 34,38
Histidina 18,75 14,38 16,25 16,25
Lisina 41,25 33,75 43,75 38,13
Treonina 23,13 22,50 31,88 30,00
Triptofano 3,13 3,75 5,63 8,75
N&o essencial

Serina 19,38 28,75 31,25 28,13
Arginina 35,0 38,13 35,00 31,88
Acido glutamico 68,13 65,00 86,88 51,88
Acido aspartico 68,75 48,13 65,00 48,75
Prolina 41,25 35,00 32,50 32,50
Alanina 48,13 55,00 36,25 27,50

Fonte: Makkar et al. (2014).

Quanto a composicao nutricional da mosca do soldado negro criadas com diferentes
substratos, Spranghers et al. (2017) encontraram que 0s aminoacidos essenciais mais
prevalentes na biomassa das pré-pupas foram a lisina, a valina e a arginina, com niveis entre
20 e 30 g/kg de matéria seca. Apesar das diferencas substanciais na composicdo de
aminoacidos dos substratos, as diferengas no teor de aminoacidos das pré-pupas criadas em
diferentes substratos eram pequenas. Os niveis de lisina estavam entre 23,4 e 25,7 g/kg de
matéria seca e todas as amostras continham treonina entre 15,4 e 16,8 g/kg de matéria seca. O
conteddo de isoleucina e valina variaram de 17,2 a 19,1 g/kg e de 24,1 a 28,2 g/kg na matéria
seca, respectivamente. Os niveis para a metionina estavam entre 7,1 a 8,6 g/kg na matéria

seca, 5,4 a 6,7 g/kg para o triptofano e de 19,9 a 20,3 g/kg matéria seca para arginina.
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2.2.4 Lipidios

Determinar o perfil lipidico da gordura dos insetos é importante, uma vez que o lipidio
atende as exigéncias nutricionais dos acidos graxos essenciais ou atuam em diversas funcoes
bioldgicas. Por outro lado, a composicdo final do lipidio de uma dieta afeta a qualidade e as
propriedades do produto final (AL-QAZZAZ; ISMAIL, 2016).

O teor de gordura (Tabela 4) encontrado em insetos é extremamente variavel e
depende do tipo da dieta. Para larvas de mosca de soldado negro alimentadas com residuos de
aves, encontrou-se valores de 15-25% (ARANGO GUTIERREZ et al., 2004), 28% para
residuos de suinos (NEWTON et al., 2005), 35% para residuos bovinos (NEWTON et al.,
1997) e 42-49% em residuos de comida ricos em 6leos (BARRY, 2004).

A composicao de acidos graxos também é influenciada pela dieta. Os lipidios de larvas
de mosca de soldado negro nutridas com residuo bovino continha 21% de acido laurico, 16%
acido palmitico, 32% de &cido oleico e 0,2% de &cidos graxos 6mega-3, enquanto isto, as
larvas alimentadas numa propor¢do de 50% de visceras de peixe e 50% de residuo bovino
continha, 43%, 11%, 12% e 3%, respectivamente, e o teor total de lipidios aumentou de 21%
para 30% na matéria seca. Logo, nutrir larvas de mosca de soldado negro com uma dieta feita
de residuos contendo &cido graxo 6mega-3 € uma maneira de enriquecer a biomassa final (ST-
HILAIRE et al., 2007b).

Entre os &cidos graxos essenciais para galinhas poedeiras, o acido linoleico possui
uma exigéncia nutricional de 1,1% na matéria seca (LINDER, 2018). De acordo com Liu et
al. (2017), a larva de Hermetia illucens possui 2,0% de éacido linoleico na matéria seca, ja na
fase pré-pupa a quantidade varia de 0,7-7,1% (JUCKER et al., 2017; SPRANGHERS et al.,
2017).

Tabela 4. Composicdo de acidos graxos de alguns insetos na matéria seca

Acidos graxos (%)

Acidos graxos

Tenebrio molitor Hermetia illucens Acheta domestica

Acido Laurico C12:0 05+0,5 36,37 -

Acido Miristico C14:0 40+21 6,25 0,7

Acido Palmitico C16:0 21,1+6,7 14,71 23,4
Acido Palmitoleico

C16'1 40+1,8 2,01 1,3

Acido Esteéarico C18:0 2,7+04 2,37 9,8

Acido Oleico C18:1 37,7+8,7 16,13 23,8
Acido Linoleico C18:2 27,4+40 19,33 38,0
Acido Linolénico C18:3 1,3 0,15 1,2

Fonte: Finke (2002), Jones et al. (1972), Hwangbo et al. (2009), Odesanya et al. (2011), Pretorius (2011), Li et al. (2016)
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Em consideragdo ao perfil de acidos graxos presentes em pré-pupas de mosca do
soldado negro, Spranghers et al. (2017), Finke (2013) e Ushakova et al. (2016) identificaram
que o &cido laurico (C12:0) tinha o maior teor, 60%, 42% e 38,43% do total de acidos graxos,
respectivamente. O 4&cido laurico é conhecido por possuir efeito antiviral e atividade
antibacteriana (LIEBERMAN et al., 2006; HUANG et al., 2011). Outra caracteristica
apresentada do acido laurico é o potencial nutracéutico contra Clostridium perfringens
(SKRIVANOVA et al., 2006). Spranghers et al. (2017) ainda afirmam que o C12:0 gera
menor impacto nos Lactobacilos benéficos, e isto otimiza o desempenho e a satde de suinos e
aves pela mudanca da microbiota na parte superior do intestino delgado, que é dominada por

bactérias gram-positivas.

2.2.5 Fibra

Outro componente muito importante na composi¢do dos insetos é a fibra, que esta
presente no exoesqueleto em forma de quitina (VAN HUIS et al., 2013). De acordo com
Finke (2007), os insetos possuem entre 11,6 a 137,2 mg quitina/kg corporal. A quitina e seus
derivados (quitosanas) sdo componentes que vém despertando o interesse de pesquisadores
em razdo de seus efeitos positivo sobre o estimulo celular do sistema imune inato (LEE et al.,
2008), detendo acdo antioxidante, antimicrobianas e hipocolesterolémicos, quando utilizado
como aditivo alimentar para aves (SWIATKIEWICZ et al., 2015).

Khempaka et al. (2011), ao qual adicionaram na alimentagdo de frangos de corte
quitina proveniente de camardes, observaram que esta inibiu o crescimento dos patdgenos
transmitidos por alimentos, como Escherichia coli e Salmonella no intestino. Em outra
pesquisa conduzida por Islam e Yang (2017), no qual forneceu farinha de Tenebrio molitor e
Zophobas morio fermentada (obtida pela fermentacdo com Lactobacillus plantarum e
Saccharomices cerevisiae) para pintos de corte, verificaram que houve reducdo cecal de E.
coli e Salmonela spp. e aumento nos niveis de IgG e IgA. Segundo os autores, a redugédo de
organismos patogénicos foi explicada como um efeito sinérgico entre a quitina e 0s
probidticos, levando os autores a afirmarem que os probidticos larvais poderiam ser usados
como uma alternativa aos antibiticos.

Um fator importante que influencia na acdo da quitina € o processamento da farinha,

Borrelli et al. (2017), utilizando a farinha de Hermetia illucens desengordurada, notaram um
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efeito prebidtico quando o nivel de inclusdo do inseto foi de 18,8% na dieta de poedeiras,
correspondendo ao consumo diario de 1,02g de quitina.

Outros fatores que também merecem importancia para o teor de quitina sdo 0s
subprodutos fornecidos as larvas para sua nutricdo. Subprodutos de cereais consistem em 5%
e 7% de quitina na matéria seca, dependendo do grau de desengorduramento (SCHIAVONE
et al., 2017). O nivel de quitina em pré-pupas é de cerca de 6-9% em matéria seca (DIENER
et al., 2009; CUTRIGNELLI et al., 2017; SPRANGHERS et al., 2017). Observou-se um
nivel de cerca de 6-7% de quitina na matéria seca, sem diferencas significativas entre os preé-
pupas criadas em diferentes substratos, biofertilizante, racdo de galinha, e residuos vegetais da
indUstria e restaurante (SPRANGHERS et al., 2017).

Por outro lado, sdo necessarias mais pesquisas em relacdo as concentracdes de quitina
na nutricdo de aves. Longvah et al. (2011) verificaram que altas concentracdes de quitina
presentes no exoesqueleto de insetos influenciam negativamente o consumo de racgdo e
interferem no uso de proteinas. O teor de quitina provavelmente esta relacionado a fase de
vida de Hermetia illucens, no qual ha maior esclerotizacdo cuticular em pupas do que larvas,
0 que acarreta menor digestibilidade das pupas (BOSCH et al., 2014). Embora os frangos
tenham demonstrado produzir quitinase no proventriculo e hepatocitos (SUZUKI et al.,
2002), a digestibilidade da quitina parece ser limitada (HOSSAIN; BLAIR, 2007),
particularmente em aves jovens (IJAIYA; EKO, 2009).

2.2.6. Vitaminas

Devido ao tema, ser ainda recente, ha poucos registros na literatura a respeito das
vitaminas oriundas de insetos (LINDER, 2018), embora seja reconhecido que estes contém
uma grande variedade de vitaminas lipofilicas (XIAOMING et al., 2010; FINKE, 2004;
FINKE, 2002, OONINCX; DIERENFELD, 2012). Bukkens (2005) listou uma variedade de
insetos e verificou a presenca de tiamina em todos, com niveis variando de 0,1 a 0,4 mg por
100 g de matéria seca. A riboflavina em insetos apresenta os teores de 0,11 a 8,9 mg por
100g. Em Tenebrio molitor verificou-se teores da vitamina B12 de 0,47ug/100g, enquanto
que para o grilo doméstico (Acheta domesticus) adulto o valor de 5,4 pg/100g e 8,7 ug/100g
em ninfas. No entanto, muitas outras espécies que foram analisadas contém quantidades
insignificantes desta vitamina (FINKE, 2002; BUKKENS, 2005).
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2.2.7. Minerais

Os insetos podem ser considerados interessantes em termos de contetdo nutricional de
minerais, como ferro, zinco, potassio, sodio, calcio, fésforo, magnésio, manganés e cobre
(VAN HUIS et al., 2013). Em questdo a quantidade de micro e macro-elementos, Johson e
Peniston (1982) e No; Meyers e Lee (1989) relatam que a maioria dos insetos contém
quantidades minimas, entretanto, algumas espécies como a pupa da mosca da face (Musca
autimnalis) e larvas da mosca do soldado negro (Hermetia illucens) contém uma quantidade
significativa de célcio na sua cuticula (DASHEFSKY et al., 1976; ROSELAND et al., 1985;
TOMBERLIN; SHEPPARD; JOYCE, 2002). De Marco et al. (2015) e Jézefiak et al. (2016)
verificaram que as larvas da mosca do soldado negro fornecem substancialmente mais célcio
do que os demais insetos. Segundo Driemeyer (2016), a larva da mosca de soldado negro
possui a seguinte composicao mineral em matéria seca (g/kg): 75,6 de calcio, 9 de fosforo, 6,9
de potéssio, 1,3 de sodio, 3,9 de magnésio, 0,246 de manganés, 0,108 de zinco, 0,006 de
cobre e 1,370 de ferro.

Todavia, deve-se ter atencdo, pois 0s insetos podem acumular compostos quimicos
perigosos no corpo, como metais pesados (HANDLEY et al., 2007; ZHUANG et al., 2009).
Por outro lado, pesquisa conduzida por Hyun et al. (2012) em gafanhotos (Oxya chinensis
formosana) encontraram baixo teores de metais pesados, mostrando este ser seguro para 0

consumo humano.

2.2.8. Digestibilidade

Em consideracdo a digestibilidade da proteina de insetos para nutricdo animal, ha
dados muito limitados disponiveis. A principal razdo pela qual ndo foram publicados
trabalhos sobre a digestibilidade com insetos como ingredientes das dietas de galinhas
poedeiras, deve-se as restricGes legais que impedem o uso de proteina de inseto em alimentos
para animais destinados ao consumo humano em muitos paises (BELLUCO et al., 2013;
VANTOMME, 2015).

A digestibilidade e o valor nutricional dos insetos dependem das espécies a serem
utilizadas, podendo variar de 50 até 96% de proteina bruta na matéria seca (RAMOS-
ELORDUY et al. 1997; SCHABEL, 2010). Estes valores sdo, em média, apenas um pouco
menores que os valores para proteina do ovo (95%) ou carne bovina (98%), e ainda muito

maior que no caso de proteinas vegetais (FINKE, 2004).
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Espécies como a mosca doméstica (Musca domestica) possuem um teor de 43 e 68%
de proteina bruta, enquanto que o Tenebrio molitor apresenta valores entre 44 e 69%, muito
préximos aos encontrados no farelo de soja (VELDKAMP et al., 2012).

Tabela 5. Coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes, EMA e EMAn da farinha de
Hermetia illucens e Tenebrio molitor em frangos de corte.

Hermetia illucens Tenebrio molitor
Matéria seca 0,53 0,60
Matéria organica 0,66 0,66
Proteina bruta 0,51 0,60
Lipidios 0,99 0,88
Energia bruta 0,69 0,64
EMA (MJ/kg MS) 17,38 16,86
EMAN (MJ/kg MS) 16,60 16,02
EMA = energia metabolizavel aparente; EMAN = energia metabolizavel aparente corrigida pelo balanco de

nitrogénio.
Fonte: De Marco et al. (2015).

De Marco et al. (2015), ao avaliarem a digestibilidade de duas farinhas de insetos,
Tenebrio molitor e Hermetia illucens em frangos de corte (Tabela 5), descreveram que ambas
sdo boas fontes de proteina e lipidios. Sauvant et al. (2004) relatam que a farinha de Hermetia
illucens possui um teor similar de proteina bruta de algumas fontes de proteina vegetal, como
o farelo de girassol, tremoco ou fava, além de um maior teor de lipidios.

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes das farinhas de Tenebrio
molitor e Hermetia illucens encontrados na pesquisa de De Marco et al. (2015) foram
inferiores ao encontrado em duas pesquisas realizadas por Hwangbo et al. (2009), em mosca
doméstica. No entanto, De Marco et al. (2015) explicam que a quitina contida no
exoesqueleto das larvas de Hermetia illucens e Tenebrio molitor pode afetar negativamente os
nutrientes.

Em consideragdo ao coeficiente de digestibilidade ileal dos aminoacidos (Tabela 6),
De Marco et al. (2015) notaram diferenca entre as larvas de Hermetia illucens e Tenebrio
molitor. O coeficiente de digestibilidade ileal de 17 amino&cidos na farinha de Tenebrio
molitor foi maior e apresentou menores variacdes do que a farinha de Hermetia illucens. Em
consideracdo aos aminoacidos com menor digestibilidade para Tenebrio molitor, identificou-
se a treonina e a metionina com 0,80, j& em Hermetia illucens foram os aminoacidos
metionina, com digestibilidade de 0,42, e isoleucina, 0,45. Quanto aos amino&cidos nao-

essenciais, os de maiores digestibilidade para Tenebrio molitor foram fenilalanina (0,91) e
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arginina (0,90), enquanto que para a farinha de Hermetia illucens, foram a arginina (0,83) e
histidina (0,81).

Tabela 6. Coeficientes de digestibilidade ileal de aminoacidos de farinha de Hermetia illucens
e Tenebrio molitor em frangos de corte.

Aminoacidos essenciais Hermetia illucens Tenebrio molitor
Arginina 0,83 0,90
Histidina 0,81 0,85
Isoleucina 0,45 0,82
Leucina 0,76 0,82
Lisina 0,46 0,85
Metionina 0,42 0,80
Fenilalanina 0,63 0,91
Treonina 0,75 0,80
Valina 0,62 0,82
Aminoacidos nao

essenciais

Alanina 0,86 0,93
Acido Aspartico 0,61 0,89
Cisteina 0,82 0,84
Glicina 0,67 0,89
Acido Glutamico 0,74 0,88
Prolina 0,89 0,84
Serina 0,82 0,89
Tirosina 0,43 0,83

Fonte: De Marco et al. (2015)

Em pesquisa de digestibilidade aparente da proteina da farinha de mosca do soldado
negro desengordurado em codornas, Cullere et al. (2016) encontraram que 0S aminoacidos
essenciais em maiores concentracfes foram a valina e a leucina, enquanto que 0s aminoéacidos

ndo essenciais foram alanina e &cido glutamico.

2.2.9 Peptideos antimicrobianos (AMPs)

O melhoramento genetico das galinhas poedeiras para alta producdo de ovos,
associado ao desenvolvimento nas &reas de nutricdo, manejo, sanidade e ambiéncia
permitiram a criacdo intensiva dessas aves em escala industrial (ROCHA; LARA; BAIAO,
2008; JACOME; ROSSI; BORILLE, 2014). No entanto, aliado a essas mudancas, esses
animais tornaram-se mais susceptiveis ao estresse e simultaneamente apresentam uma
capacidade imunoldgica reduzida (BAYYARI et al., 1997; JOHNSON; ESCOBAR; WEBEL,
2001; LUNDBERG, 2005).
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Dessa forma, com o intuito de almejar um excelente desempenho zootécnico e uma
boa condi¢do imunoldgica, novos caminhos estdo sendo desenvolvidos na nutricdo animal
para resolver este problema. Visto que a alimentacdo exerce papel fundamental no estado
sanitario e imunologico dos animais (WILLIAMS; STAHLY; ZIMMERMAN, 1997), uma
das &reas que mais tém atraido a atencdo dos técnicos em avicultura é a imunomodulagdo por
meio da nutricdo (VIEIRA et al., 2015).

Neste cenario, um dos recentes destaque na nutricdo animal sdo o0s peptideos
antimicrobianos (AMPs), também conhecidos como antibidticos naturais (JOZEFIAK et al.,
2016) e pelos seus efeitos positivos sobre desempenho, digestibilidade de nutrientes,
microbiota intestinal, morfologia intestinal e funcdo imunolégica (MAROTI et al., 2011;
CHOI et al., 2013; XIAO et al., 2015; WANG et al., 2016), sendo que alguns AMPs
apresentam grande potencial, pois chegam a eliminar praticamente 100% das bactérias em
poucos minutos (STEINBERG et al., 1997).

Os AMPs sdo componentes de defesa naturais do sistema dos hospedeiros contra
patdgenos infecciosos (ZASLOFF, 2002; BOMAN, 2003; HANCOCK; SAHL, 2006). Podem
ser encontrados desde em organismos simples, como bactérias unicelulares, organismos
multicelulares, como em plantas, animais e até mesmo no homem (OSTBERG et al., 2005;
MISHRA; WANG, 2012).

Almeida (2007) relata que a diversidade de AMPs é muito grande. A exemplo dessa
quantidade, Cederlund; Gudmundsson; Agerberth (2011) afirmam que em 2011 havia mais de
1700 AMPs identificados em fontes naturais variadas ou previstos através das sequéncias de
amino&cidos. No entanto, dentre os AMPs encontrados nos insetos destacam-se as defensinas
(COCIANCICH et al., 1994; Y1 et al., 2014; JOZEFIAK et al., 2016) e as cecropinas (XIAO
et al., 2015). Estes peptideos sdo produzidos por células adipdcitas, bem como células do
sangue - trombdcitos, de onde eles podem ser facilmente difundidos e agir em todo o corpo. A
hemolinfa de inseto ganha propriedades antimicrobianas apds o inseto ser ferido ou apés
indugdo microbiana.

Essas defensinas sdo ativas principalmente contra bactérias Gram-positivas, incluindo
Micrococcus luteus, Aerococcus viridians, Bacillus megaterium, Bacillus subtillis, Bacillus
thuringiensis e Staphylococcus aureus. Algumas defensinas de inseto também séo ativas
contra bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli (YAMADA; NATORI, 1993;
LOWENBERGER et al., 1995; VIZIOLI et al., 2001; LEE et al., 2004; UEDA et al., 2005;
SEUFI; HAFEZ; GALAL, 2011).
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Além disso, as propriedades antifingicas tém sido observadas em algumas AMPs de
insetos, por exemplo Termicina em Pseudacanthotermes spiniger, drosomicina em
Drosophila melanogaster, heliomicina em Heliothis verescens e gallerimicina em pupas de
Galleria mellonella (AERTS et al., 2008; ZYLOWSKA; WYSZYNSKA; JAGUSZTYN-
KRYNICKA, 2011). Pouco se sabe sobre a atividade de defensinas e peptideos semelhantes a
defensina de Hermetia Illucens. Um estudo realizado por Park et al. (2015) identificou um
novo peptideo como AMP-defensina-4 (DLP4) de Hermetia illucens. Esta proteina exibe
propriedades antimicrobianas contra bactérias Gram-positivas principalmente e MRSA (S.
aureus resistente a meticilina), S. aureus 40881, S. aureus 12256, S.epidermidis e Bacillus
subtilis. A analise PCR em tempo real da expressdo DLP4 em diferentes tecidos da mosca de
soldados negro e sua maior expressdo foi observada na traquéia e na gordura corporal (PARK
etal., 2015).

Kim e Rhee (2016) relatam que a larva da mosca do soldado negro possui um elevado
teor de &cido laurico (C12:0), que é conhecido por ser um agente antimicrobiano natural, que

atua por ruptura da membrana celular, sendo assim eficaz para o controle de varios patdgenos.

2.2.9.1 Mecanismos de a¢do dos AMPs

O modelo pelo qual os AMPs sdo capazes de eliminar os microrganismos é um tema
de grande interesse cientifico, uma vez que sua elucidacéo pode auxiliar no desenvolvimento
de novas drogas com potencial terapéutico (CARVALHO; MACHINI, 2013). Sendo assim,
alguns mecanismos de acdo foram descritos com o intuito de explicar a ruptura das
membranas celulares que os AMPs causam.

Com base nesta informacéo e nas estruturas assumidas pelos AMPs em ambientes
hidrofobicos, foram propostos os seguintes modelos: ripas de barril, carpete e poro toroidal ou
canal agregado (BROGDEN, 2005; CARVALHO; MACHINI, 2013; XIAO et al., 2015),

conforme demonstrado na Figura 2.



31

Membrana celular
AMPs em solucido aguosa

3 N ~

ILigacio de AMPs a membrana e
formacg3io de estruturas de a-hélice

A)

P10 > ) (©)
\@m | P
3{»\"&&;»‘5’9 \§:§ 3 ==
S <355

GO0 K —SECT)

Figura 2 - Representacdo esquemética de alguns mecanismos de acdo de AMPs membrana-ativos. (A) modelo ripas de barril.
As moléculas de AMP inserem-se na membrana perpedicularmente. (B) Modelo do tapete. Pequenas areas da membrana sdo
revestidas com moleculas de AMP com lados hidrofébicos voltados para dentro deixando poros para trds na membrana. (C)
Modelo de poro-toroidal. Este modelo assemelha-se modelo ripas de barril, mas os AMPs estdo sempre em contato com
grupos fosfolipidicos da membrana. A cor azul representa as por¢des hidrofébicas de AMPs, enquanto a cor vermelha
representa as partes hidrofilicas dos AMPs. Fonte: Bahar e Ren (2013).

Modelo ripas de barril - neste, os AMPs anfipaticos a-hélice, ap0s interacéo
eletrostatica com a face externa da membrana bacteriana, formam poros do tipo barril, aonde
a regido apolar do peptideo interage com a regido hidrofobica dos fosfolipidios da membrana
e a regido hidrofilica do peptideo fica voltada para dentro do poro. O vazamento do conteido
intracelular através destes poros pode ocasionar a morte celular (BROGDEN, 2005).

Modelo carpete - a membrana da bactéria é totalmente coberta pelo peptideo.
Inicialmente hé interacdo eletrostatica entre os residuos carregados positivamente do peptideo
e as cargas negativas dos fosfolipidios, em seguida, 0 AMP se acumula na superficie da
membrana plasmatica, recobrindo-a de forma analoga a um carpete, causando a sua
permeabilizacdo (BROGDEN, 2005; CARVALHO; MACHINI, 2013).

Modelo dos poros toroidais ou canais agregados - apos interagdo com fosfolipidios
da membrana varias moléculas de peptideo se agregam e formam um complexo com
moléculas de agua associadas. Este complexo induz a formacéo de canais transmembranicos
temporarios que podem permitir a passagem de ions, moléculas de grande massa molecular e,
inclusive, do préprio peptideo, sem que haja grandes alteracfes na estrutura da membrana. A
diferenga entre este modelo e 0 modelo ripas de barril é que os peptideos estdo sempre
associados com as cabecas polares dos fosfolipidios, mesmo quando inseridos
perpendicularmente a bicamada lipidica (BROGDEN, 2005).
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3. Mosca do Soldado Negro

A mosca do soldado negro (Hermetia illucens Linnaeus 1758) € uma mosca da Ordem
Diptera e pertence a familia Stratiomyidae. E nativa das zonas tropicais, subtropicais e
temperadas quentes da América (MAKKAR et al., 2014). No entanto, em razéo da facilidade
concebida pelo desenvolvimento do transporte internacional desde a década de 1940, resultou
na naturalizacdo em diversas regides do mundo (LECLERCQ, 1997). Dessa forma, é
encontrada em regides tropicais e sub-tropicais entre os paralelos 45° N e 40° S (DIENER et
al., 2011).

De acordo com Diener et al. (2011) e Van Huis et al. (2013), a criacdo dessa mosca
tem sido proposta desde a década de 1990 como uma forma eficiente de eliminar os residuos
organicos, convertendo-0s numa biomassa rica em proteinas e rica em gordura, adequada para
varios fins, incluindo a alimentacdo animal para todas as espécies, producdo de biodiesel e
quitina.

A mosca do soldado negro é uma espécie extremamente resistente em condigdes
ambientais exigentes, como a seca, escassez de alimentos ou de deficiéncia de oxigénio
(DIENER et al., 2011). Dentre as vantagens da criacdo de Hermetia illucens em consideracao
as outras espécies de insetos utilizadas na producdo de biomassa, € que o adulto ndo se
alimenta e, por conseguinte, ndo precisa de cuidados especiais, além disso, ndo € um potencial
portador de doencas (MAKKAR et al., 2014).

O ciclo de vida das moscas do soldado negro (Figura 3) inicia-se com a oviposi¢do das
fémeas em substrato de esterco. Normalmente as fémeas colocam 900 ovos de uma sé vez,
que apresentam aproximadamente um milimetro de comprimento e coloracdo branca cremosa
(DICLARO; KAUFMAN, 2009).
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Figura 3. Ciclo de vida da mosca do soldado negro.
Fonte: Hu (2017).

Estes ovos eclodem em quatro dias e passam por cinco fases larvais pelo periodo de
duas ou mais semanas (FURMAN; YOUNG; CATTS, 1959). As larvas (Figura 4) podem
atingir até 27 mm de comprimento e 6 mm de largura e pesar até 220 mg na sua Ultima fase
larval (MAKKAR et al., 2014).

As larvas podem alimentar-se de 25 a 250 mg de matéria bruta/dia e de uma vasta
gama de materiais organicos em decomposicao, como frutas, vegetais, p6 de gréos de café e
gréos de destilaria (HARDOUIN; MAHOUX, 2003; DIENER et al., 2011;VAN HUIS et al.,
2013). Para a nutricdo animal as larvas ndo desengorduradas sdo desidratas e destinadas aos
animais (Figura5).  Na fase final de larva (pré-pupa), esta esvazia o seu aparelho digestivo e
para de realimentar e mover-se (HARDOUIN; MAHOUX, 2003). As pré-pupas migram entao
em busca de um local seco e protegido para a fase de pupa (DIENER et al., 2011). A duracgéo
da fase de pupa € de cerca de 14 dias, mas pode ser extremamente variavel e durar até cinco
meses (HARDOUIN; MAHOUX, 2003).
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Figura 4. Larva de mosca do soldado negro (Hermetia illucens L.).
Fonte: Park (2016).

Figura 5. Larva de mosca de soldado negro desidratado.
Fonte: Barbosa Filho et al. (2018).

Na fase adulta (Figura 6) a mosca apresenta uma coloracdo negra, e atinge de 15-20
mm de comprimento (HARDOUIN; MAHOUX, 2003). Ndo possuem ferrdo, nem possuem
uma boca ou érgdos digestivos para permitir-lhes consumir residuos, portanto, eles nao
mordem também (HAWKINSON, 2005). A fémea possui um abddémen de cor avermelhada,
enquanto o abdémen do macho é mais bronze. As pernas sao pretas com faixas amarelas
palidas. As antenas sdo longas, retas e possuem uma coloracdo negra e sobressaem da cabeca
diretamente para frente e ndo contém uma arista (apéndice semelhante a cerdas na pontas das

antenas).
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Figura 6. Visdo lateral da mosca do soldado negro (Hermetia illucens L.).
Fonte: Park (2016).

3.1. Criagdo da mosca

A producdo das moscas do soldado negro é concebida em instalagbes que
compreendem caracteristicas de estufas (Figura 7), sendo totalmente teladas, a fim de evitar a
entrada de animais. Conforme recomenda Teixeira Filho (2018), a area total da estufa de 50
m? é suficiente para garantir uma criagdo comercial. Dessa area total, 25 m? recomenda-se
telar com telas de 1 mm? nas laterais e sombrite de 5 mm? na cobertura, sendo 12,5 m?
cobertos com plastico transparente para permitir a entrada de luz e evitar chuva em metade do
viveiro. A radiacdo solar estimula o crescimento e reproducdo dos adultos (TOMBERLIN;
SHEPPARD, 2002). Esta area foi destinada a reproducdo, oviposicdo e fase de pupa das
moscas do soldado negro (Figura 8).

A Hermetia illucens, como tantos outros insetos, sdo ectodérmicos, assim como a
maioria dos insetos, ou seja, a temperatura afeta diretamente o crescimento e desenvolvimento
(GULLAN; CRASTON, 2000). De acordo com estudos, a temperatura étima para a producao
de Hermetia illucens varia de 24 a 29,3°C (BARRY, 2004). Tomberlin et al. (2009) afirmam
que em condicOes de temperatura de 27°C e alta umidades as larvas amadurecem em dois
meses, porém a fase larval pode durar até quatro meses, quando ndo ha alimentacéao suficiente
disponivel (HARDOUIN; MAHOUX, 2003). Em consideracdo a reproducdo, as temperaturas
Otimas para acasalamento estdo entre 24-40°C (SHEPPARD et al., 2002). Quanto a umidade
relativa, Sheppard et al. (2001) relatam que a umidade 6tima esta entre 30 e 90%, enquanto
Barry (2004) cita de 50 a 90%.
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Figura 7. Viveiro para criagdo de Hermetia illucens.
Fonte: Teixeira Filho (2018).

Os outros 25 m? sdo destinados para as células de degradacéo de engorda, medindo
100 cm x 50 cm x 20 cm de altura cada e com rampa de saida das larvas com inclinacdo de
28°, de acordo com recomendacdes de Diener et al., (2011), no qual facilita a saida das larvas
em direcdo a caixa de coleta e acondicionamento das pré-pupas (Figura 9). Cada célula
continha substrato organico para alimentacio das larvas. Ainda nestes 25 m? foram alocados
area de pesagem, tanque de lavagem e area de bercéarios e depdsito de materiais.

- > 3 e 3 ~
Figura 8. Area de reproducio e oviposicio.
Fonte: Teixeira Filho (2018).

Além disso, Tomberlin et al. (2009) identificaram que a temperatura de 27°C, tanto
para a criacdo de machos, quanto fémeas, foi quando o periodo de larva, pré-pupa, pupa e
adulto apresentou-se mais eficiente. Os mesmos autores concluiram que os adultos menores e
com uma vida mais curta possuem correlacdo com o aumento de temperatura devido as

maiores taxas de metabolismo e crescimento que possuem. Da mesma maneira que a
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temperatura, a umidade também influencia no desenvolvimento dos insetos. Estudos
conduzidos em laboratorios indicam que a melhor faixa de umidade com Hermetia illucens
varia de 50 a 99% de umidade (BARRY, 2004).

B .. ._’“‘ <

Figura 9. Célula de degradacao de residuos e engorda de imaturos de Hermetia illucens.
Fonte: Teixeira Filho (2018).

4. Influéncia da farinha de larvas de mosca do soldado negro sobre desempenho de
poedeiras

Diversos pesquisadores verificaram que o uso de larvas da mosca de soldado negro
melhorou o desempenho de frangos (OLUOKUN, 2000; CHOI et al., 2013; UUSHONA,
2015; DAHIRU; AZHAR; ANJAS-ASMARA, 2016), codornas (WIDJASTUTI;
WIRADIMADJA; RUSMANA, 2014; CULLERE et al., 2016), suinos (DRIEMEYER, 2016)
e algumas espécies de peixes (BONDARI; SHEPPARD, 1981; NEWTON et al., 2005; ST-
HILAIRE et al., 2007a; TALAMUK, 2016). No entanto, ha uma escassez de informagGes a
respeito da inclusdo deste ingrediente na dieta de poedeiras.
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O primeiro artigo referenciado sobre o uso de farinha de larvas de mosca de soldado
negro para poedeiras como fonte de proteina foi realizada por Hale (1973), no qual tinha
como objetivo substituir o farelo de soja ou farinha de peixes.

Maurer et al. (2016) realizaram um ensaio de alimentacdo em pequenos grupos de
poedeiras com farinha parcialmente desengordurada de larvas de mosca de soldado negro
desidratadas. As dietas continham 12 e 24% de farinha de larvas substituindo 50 ou 100% de
torta de soja (utilizada na dieta controle), respectivamente. Apos trés semanas de experiéncia
ndo houve diferenca significativa entre os grupos alimentados para os parametros producao de
0vos, consumo de racgdo, peso dos ovos e eficiéncia alimentar. Houve uma tendéncia (P=0,06)
para menor peso de albumen no tratamento com 24% de farinha de larvas, ja os pesos da
gema e da casca ndo diferenciaram. Além disso, ndo houve mortalidade e sinal de distarbio de
salde.

Al-Qazzaz et al. (2016) e RUHNKE et al. (2018), utilizando farinha de larvas de
mosca do soldado negro ndo desengordurado ou parcialmente desengordurada na dieta de
poedeiras, também ndo observaram diferenca no consumo de racdo. Por outro lado,
trabalhando com farinha de larvas de mosca de soldado negro desengordurada Borrelli et al.
(2017), Marono et al. (2017) e Secci et al. (2018) observaram redugdo no consumo de ragéo
(125 g para 108 g) em 13,6%, quando comparado com dietas formuladas a base de farelo de
soja, além disso, identificou-se uma melhor conversdo alimentar (2,17 vs 1,97), conforme a
pesquisa realizada por Marono et al. (2017). Os resultados dessas pesquisas podem ser
explicados dados ao fato que a farinha de larva de mosca de soldado negro desengordurada
apresentar maior teor de quitina, que por sua vez pode agir como prebioético, melhorando a
microbiota intestinal (BORRELLI et al., 2017).

Al-Qazzaz et al. (2016), avaliando diferentes niveis da farinha de larvas de mosca do
soldado negro (0, 10 e 50 g/kg) ndo desengordurada, notaram que com a inclusdo de 5%
houve uma maior porcentagem e massa dos ovos.

Hopley (2016), avaliando o uso de dietas com 10% de farinha de larva de mosca de
soldado negro e 10% de farinha de pré-pupa da mosca do soldado negro, verificou que a
conversdo alimentar das aves tratadas com a farinha de pré-pupa apresentou melhor resultado.
Makkar et al. (2014) também observaram que a inclusdo de até 10% de farinha de larvas pode
ser usada como substituto do farelo de soja ou sorgo na fase inicial de frangos de corte, sem
efeitos negativos no consumo de racdo, ganho de peso e eficiéncia alimentar.

Trabalhando com galinhas poedeiras de 24 a 45 semanas de idade, Marono et al.

(2017) observaram que a substituicdo total de farelo de soja pela farinha de larvas de mosca
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do soldado negro resultou em maior porcentagem de ovos pequenos, médios e extra-grandes
do que as aves alimentas com farelo de soja, que apresentou maior porcentagem de ovos
grandes. Logo, os mesmos autores concluiram que a farinha de larvas de mosca de soldado
negro pode ser uma fonte de proteina alternativa para galinhas poedeiras, porém a substitui¢éo
completa da farinha pela soja necessite de mais investigacdo para evitar efeitos negativos na
ingestdo de alimentos.

Diante dessas informacdes, torna-se necessario mais estudos sobre a utilizacdo da

farinha de larva de mosca do soldado negro na dieta de galinhas poedeiras.

5. Qualidade dos ovos de poedeiras alimentadas com farinha de larvas de mosca do

soldado negro

A qualidade do ovo possui suma importancia, visto que é um dos alimentos mais
completos da dieta humana, apresentando uma composicao rica em vitaminas (A, B, D e K),
minerais (Fe, K, Na, P, Cu, Mn, Mg, Se, 1), &cidos graxos poli-insaturados e proteinas, que
relinem varios aminoécidos essenciais de excelente valor biolégico (REGO et al., 2012;
GARCIA et al., 2015). Além dessas caracteristicas, 0 ovo contém substancias promotoras da
salde e preventivas de doencas, 0 que o torna um alimento funcional (MAZZUCO, 2008).

No entanto, para consumir um ovo de boa qualidade existem diversos fatores antes e
depois da oviposicdo que podem influenciar essas caracteristicas, como a saude e idade da
poedeira, qualidade e seguranca da dieta e também o ambiente habitacional (BERTECHINI,
MAZZUCO, 2013).

Analisando as caracteristicas de qualidade dos ovos de poedeiras alimentadas com
dietas contendo diferentes niveis de farinha de larvas de mosca do soldado negro, Al-Qazzaz
et al. (2016) notaram que ndo houve influéncia para os valores de unidade Haugh. Quanto a
coloracdo da gema dos ovos, realizada através de um analisador de ovos Orka Food
Technology, os mesmos autores observaram influéncia da dieta, sendo que a cor da gema de
ovos oriundos de poedeiras alimentadas com farinha de larvas de mosca do soldado negro a
50 g/kg foi mais brilhante, ou seja, com menor intensidade de carotendides na gema.

Por outro lado, Hopley (2016) encontrou maiores valores de a* (componente
vermelho-verde) em gema de ovos de poedeiras alimentadas com farinha de larva de mosca
de soldado negro e farinha de pré-pupa de mosca de soldado negro em comparagdo com a
dieta controle. Finke (2013) relata que a mosca do soldado negro contém beta-caroteno (<0,20
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mg/kg), luteina (0,6 mg/kg) e zeaxantina (1,3 mg/kg). Estes carotendides sdo geralmente
responsaveis pela pigmentacdo amarela nos alimentos para animais (HOPLEY, 2016).

Além das caracteristicas de qualidade do ovo de poedeiras alimentadas com dietas
contendo diferentes niveis de farinha de larvas de mosca do soldado negro, Al-Qazzaz et al.
(2016) também realizaram a analise sensorial do produto, no qual verificaram que o aumento
dos niveis de farinha de larvas de mosca do soldado negro melhorou significativamente a
aparéncia, textura, sabor, odor e consequentemente a aceitacdo dos ovos. Os autores
justificam essa aceitacdo devido ao teor de acido glutamico ser elevado na farinha de larvas de
mosca do soldado negro (6,85 g/kg), o que, segundo Yoshida (1998) provém das interacoes
entre o cido glutamico e a percepcao humana. A justificativa da maior aceitacdo dos ovos,
deve-se ao efeito umami ser proveniente do acido glutamico (ELMAN et al., 2013),
estimulando o sabor, bem como também de func@es fisiologicas adicionais dos alimentos,
sendo apontado que os sensores do &cido glutdmico e seu sistema de transducdo de sinal séo
encontrados nas células gustativas e também nas células da mucosa do intestino (TORII;
UNEYAMA; NAKAMURA, 2013).
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OBJETIVOS

6. 1. Objetivo Geral

» Avaliar o desempenho zootécnico, qualidade dos ovos e imunidade de galinhas
poedeiras alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de farinha de

larvas de Hermetia illucens.

6. 2. Objetivos Especificos

> Determinar o valor nutricional da farinha de larvas de Hermetia Illucens;

» Avaliar o desempenho zootécnico (consumo de ragdo, conversdo alimentar, peso
médio e massa dos ovos) de poedeiras comerciais alimentadas com dietas contendo
diferentes niveis de farinha de larvas de Hermetia Illucens;

» Estudar as caracteristicas de qualidade interna (pH da gema e albimen, coloracéo da
gema, unidade Haugh, indice de gema, porcentagem de albumen, gema e casca) e
externa (espessura de casca) dos ovos de poedeiras alimentadas com dietas contendo
diferentes niveis de inclusdo de farinha de larvas de Hermetia Illucens;

» Avaliar a anlise sensorial de ovos de poedeiras alimentadas com diferentes niveis de
inclusédo de farinha de larvas de Hermetia Illucens;

» Analisar a quantidade de anticorpos IgY no soro e gema dos ovos de poedeiras
alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de farinha de larvas de Hermetia
Illucens;
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7. ARTIGOS PARA PUBLICACAO

Artigo 1 — Desempenho, qualidade dos ovos e resposta imune humoral de poedeiras
alimentadas com diferentes niveis de farinha de larvas de mosca de soldado negro

(Hermetia illucens)

Artigo cientifico escrito com base nas normas para publicacdo do periddico Poultry Science

(ANEXO C), exceto o idioma, que estd em portugueés.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a incluséo de diferentes niveis de farinha de larvas de
moscas de soldado negro (FLMSN) ndo desengordurada no desempenho, qualidade e resposta imune
humoral de poedeiras. Foram utilizadas 192 poedeiras da linhagem Bovans de 25 semanas de idade
por um periodo de 63 dias, dividido em trés ciclos de 21 dias. Os tratamentos experimentais
consistiram na inclusdo de FLMSN nos niveis de 0, 3, 6 e 9% na dieta das aves. Os parametros
analisados foram consumo de ragdo (g/ave/dia), porcentagem de postura, peso médio dos ovos (g),
massa dos ovos (g de ovos/ave/dia), conversdo alimentar por kg de ragdo e por duzia, coloragdo da
gema, unidade Haugh, indice de gema, pH do albimen e gema, porcentagem de albimen, gema e
casca, espessura de casca e quantificacdo de IgY sérico e na gema de ovos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos, seis repeticdes e oito aves por
unidade experimental. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e posteriormente a uma
analise de regressdo polinomial usando o software estatistico R. A inclusdo de FLMSN ndo afetou
(P>0,05) o desempenho dos animais. Em relacdo & qualidade dos ovos, houve efeito quadrético (Y =
98,72925 + 0,65364x — 0.07458x?) para unidade Haugh, efeito linear decrescente (Y = 65,15 —
0,525185x) para porcentagem de albimen e linear crescente (Y = 25,28 + 0,41889x) para porcentagem
de gema, além disso, ndo foi observada alteracdo nos niveis de anticorpos IgY na gema ou soro.
Conclui-se que a FLMSN pode ser usada até 9% de inclusdo na dieta de poedeiras mantendo
desempenho e resposta imune satisfatoria, além de influenciar na unidade Haugh, porcentagem de

albimen e gema.

Palavras-chave: Farinha de larvas de mosca de soldado negro, qualidade do ovo, desempenho
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INTRODUCAO

O uso de insetos na agricultura é atrativo, por causa da alta eficiéncia na conversao
alimentar (Halloran e Vantomme, 2013), baixa producéo de gases de efeito estufa (Oonincx et
al., 2010), pegada hidrica inferior a de outros animais (Miglietta et al., 2015), menor area para
sua producdo (Dobermann, Swift e Field, 2017) e por possuirem como substrato para seu
desenvolvimento residuos organicos, bioconvertendo-os em produtos finais de alto valor
nutricional (Veldkamp et al., 2012) sendo assim considerado um potencial alimento para
melhorar a sustentabilidade das dietas de animais e atender a crescente demanda global por
produtos pecudrios (Verbeke et al., 2015).

Em consideracgdo a nutri¢cdo animal, alguns insetos ja estdo sendo avaliados na dieta de
aves, como larvas de mosca doméstica (Zuidhof et al., 2003), gafanhotos (Sun et al., 2012),
grilos (Wang et al., 2005), pupa de bicho-da-seda (Jintasataporn, 2012), larva de tenebrio
molitor (Biasato et al., 2017), baratas (Hopley, 2016) e larva de mosca de soldado negro (De
Marco et al., 2015; Barragan-Fonseca et al., 2017).

Dentre estes insetos utilizados na nutricdo de aves, destaca-se as larvas de mosca de
soldado negro por apresentar beneficios potenciais, como o alto valor nutricional (Spranghers
et al., 2017), acdo prebidtica (Borrelli et al., 2017), antimicrobiana (Elhag et al., 2017) e
imunoldgica (Lee et al., 2018). Com a finalidade de garantir este alimento como um novo
ingrediente na nutricdo de aves € necessario a investigacdo do melhor nivel para produgédo
animal.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a inclusdo de diferentes niveis de farinha
de larvas de moscas de soldado negro (FLMSN) ndo desengordurada no desempenho,

qualidade e resposta imune humoral de poedeiras.
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MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais descritos neste estudo foram aprovados pelo Comité

de Etica no Uso de Animais da Universidade, com protocolo n° 17042.2017.04.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema de regressao polinomial, com quatro tratamentos (0, 3, 6 e 9% de inclusédo de

FLMSN), seis repeti¢Oes e oito aves por unidade experimental.

Animais e Tratamentos

Foram utilizadas 192 galinhas poedeiras comerciais leves da linhagem Bovans, com
25 até 36 semanas de idade, por um periodo de 63 dias, divididos em trés ciclos de 21 dias. As
aves foram alojadas em 24 gaiolas de arame galvanizado, medindo 100 cm de comprimento
(dividido em dois compartimentos de 50 cm) x 45 cm de profundidade x 40 cm de altura,
providas de comedouros individualizados tipo calha de madeira e bebedouros tipo copo,
confeccionados em plasticos, distribuidos lateralmente nas divisorias das gaiolas, atendendo a
quatro aves cada um. As gaiolas foram instaladas em um galpdo do tipo convencional
apresentando as respectivas dimensfes: 24 m de comprimento, 5,50 m de largura, pé direito
de 2,80 m, com cobertura de telha fibrocimento. O programa de iluminacéo foi de 16 horas
por dia (iluminagdo natural + artificial).

As racOes experimentais foram & base de milho e farelo de soja e atenderam as
exigéncias minimas preconizadas por Rostagno et al. (2017). Os tratamentos experimentais

consistiram na inclusdo de diferentes niveis de farinhas de larvas de mosca de soldado negro
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(Hermetia illucens) (0, 3, 6 e 9%) na dieta das galinhas poedeiras. As larvas de mosca de
soldado negro foram fornecidas pela empresa BUG agentes biologicos (Piracicaba-SP), as
larvas eram alimentadas com residuos de gréos.

A determinacdo de matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo e matéria mineral da
FLSMN néo desengordurada (Tabela 1) foi realizada de acordo com a metologia descrita pela
Associacdo de Analistas Quimicos Oficiais (AOAC, 2004). As andlises de aminoacidos da
FLMSN foram feitas conforme o método 994.12 da Associacdo de Analistas Quimicos
Oficiais (AOAC, 2000). Amostras foram hidrolisadas em 6M HCI a 112°C por 22 horas. A
oxidacdo do acido perférmico ocorreu antes da hidrélise acida. Os amino acidos hidrolisados
foram determinados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) na Evonik
LTDA®, localizada na Alemanha. Os valores de energia metabolizavél aparente (EMa) de
4.044 kcal/kg foram publicados por Barbosa Filho et al. (2018). Os teores usados para o teor
de célcio, fdosforo e sodio disponivel foram respectivamente 6,9%, 0,91% e 0,12% (Marono et

al., 2017).

Desempenho zootécnico

Os parametros de desempenho zootécnico avaliados foram: consumo de racao
(g/ave/dia), porcentagem de postura, peso médio dos ovos (g), massa dos ovos (g de

ovos/ave/dia) e conversdo alimentar por kg de racdo e por ddzia.

Qualidade de ovos

Ao final de cada ciclo, por trés dias consecutivos, foram coletados todos os ovos de
cada parcela experimental, sendo posteriormente pesados e selecionados apenas 0S 0vOS

integros. Em consideracdo ao peso médio dos ovos da parcela eram selecionados trés ovos
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com 0 peso mais proximo a média e posteriormente submetidas as seguintes analises de

qualidade do ovo:

Coloracéo da gema

A coloracéo da gema foi determinada por meio de um leque colorimétrico DSM®

(Yolk Color Fan), com escores para cor variando de 1 a 15.

Unidade Haugh

Os ovos foram pesados individualmente em balanca de precisdo e em seguida
quebrados sobre uma mesa de vidro, onde a altura do albdmen foi medida através de um
paquimetro. Com a medida da altura do albimen e o peso do ovo foram determinados os

valores de unidade Haugh, utilizando a seguinte equacéo (Nesheim et al., 1979):

UH = 100 x log (H = 1,7P%37 + 7,57)

Em que:
UH = Unidade Haugh
H = altura do albtimen (mm)

P = peso do ovo (g)
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Indice de gema

Foi determinado com o auxilio de um paquimetro manual (£ 0,5 mm), no qual foi
mensurado a altura e o diametro da gema. Com base nos valores obtidos foi calculado o indice
de gema por meio da seguinte formula:

IG=AG/DG,
sendo:
IG = indice de gema
AG = altura da gema

DG = diametro da gema

Determinacao do pH do albimen e da gema

A determinacdo do pH do albumen e da gema foi realizado com o auxilio de um

pHmetro digital da marca Testo AG, modelo 205.

Determinacao de porcentagem de albimen, gema e casca

As porcentagens de albumen, gema e casca foram obtidas dividindo-se os respectivos
pesos pelo peso do ovo inteiro e o resultado multiplicado por 100. Para a determinagédo da
porcentagem de casca, as mesmas foram lavadas, submetidas a secagem por 48 horas em

temperatura ambiente e entéo pesadas.



180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

65

Espessura de casca

A espessura da casca foi determinada utilizando todas as cascas dos ovos que foram
utilizadas na determinacdo da porcentagem da casca, no qual estas foram devidamente secas
ao ar em temperatura ambiente. Posteriormente com auxilio de um micrémetro externo digital
(Digimess®, com leitura de 0,01 mm e exatiddo de + 0,02 mm) foi mensurado as quatro partes
equatoriais da casca. Apés a determinacdo desses valores realizou-se uma média obtendo o

resultado final.

Quantificacdo de Anticorpos

No final do experimento, duas aves por parcela experimental foram selecionadas
aleatoriamente para a coleta de sangue, sendo o material armazenado em tubos.
Posteriormente o sangue foi centrifugado a 1500rpm para obtencdo do soro e armazenado em
microtubos, o qual foi armazenado em freezer a -20°C até o momento das analises. Quanto
aos ovos, foram coletados dois ovos por parcela experimental, sendo posteriormente também
armazenados em freezer a -20°C até o momento das analises.

A quantidade de anticorpos IgY do soro e da gema dos ovos das poedeiras foi
determinada utilizando o kit de quantificacdo de IgY ELISA (Bethyl Laboratories, inc).
Inicialmente adicionou-se 50 pL do anticorpo de captura anti-lgY diluido em tampéo
bicarbonato-carbonato, pH = 9,6 a cada po¢o em duplicata. Em seguida, essas amostras
foram incubadas overnight a 4°C. Depois, foi feito bloqueio com PBS 1x leite em po
desnatado (PBSL) 5%, nas placas e incubadas por 2h em estufa a 37°C. Ap0s isto, as placas
foram lavadas uma vez com PBS 1x e posteriormente colocada as amostras (50 pL/poc¢o) de

soro (1:250.000), gema (1:180.000) diluidas em PBS 1x leite em p6 desnatado 1% PBSL e
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novamente submetidas a incubacdo por 1h. A seguir as placas foram lavadas trés vezes com
solucdo tween 0,05% (200 pL/poco) e em seguida adicionado o conjugado (anticorpo
secundario anti-IgY conjugado com peroxidase, diluido em PBS1X leite 1%) e levado para
incubar na estufa a 37°C por uma hora. Apoés isso, lavou-se novamente com tween 0,05% trés
vezes (200 uL/poco) e adicionou-se o substrato (TMB, H20., acetato de sddio, pH = 5,0).
Depois deixou desenvolver a placa no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos.
Interrompeu-se a reacdo adicionando 50 pL de solucdo de acido sulfurico 2N. A densidade
Optica foi determinada em leitor multiskan Thermo Plate (Tp-Reader, Rayto Life and

Analytical Sciences Co. Ltd, Germany) a 450 nm.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e posteriormente ao teste de

regressao polinomial, pelo software estatistico R 3.2.2 (R Core Team, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho

Os resultados de desempenho zootécnico (Tabela 3) mostram que a inclusdo dos
diferentes niveis de FLMSN na dieta de galinhas poedeiras ndo influenciou (P>0,05) no
consumo de racdo, peso médio dos ovos, conversdo alimentar, porcentagem de postura e
massa dos ovos.

Al-Qazzaz et al. (2016), usando os niveis de 1% e 5% de FLMSN nédo
desengordurada, e Maurer et al. (2016), utilizando FLMSN parcialmente desengordurada com

inclusdo de 12% e 24% na dieta de galinhas poedeiras, também n&o observaram diferengas no
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consumo de racdo quando comparado com a dieta controle. Por outro lado, Borrelli et al.
(2017), Marono et al. (2017) e Secci et al. (2018), usando valores de 10 até 17% de FLMSN
desengordurada, observaram reducdo no consumo de racdo (125g para 108g) em 13,6%
guando comparado com dietas formuladas a base de farelo de soja. Além disso, verificou-se
uma melhor conversédo alimentar (2,17 vs 1,97), quando adicionado, conforme apresentado na
pesquisa de Marono et al. (2017).

A reducdo do consumo de racdo pode ser explicada pelo teor de quitina na FLMSN, no
qual Hyuben et al. (2019) observaram que a inclusdo de 30% deste ingrediente proporcionou
19 g quitina/kg de racdo, por outro lado, a FLMSN desengordurada tem um teor de 28 g/kg.
Segundo Cody (1989), a quitina pode atuar como substrato, aumentando a proliferacdo da
bactérias quitinoliticas, o qual é representado pelo filo Firmicutes, que aumenta a producéo de
acido graxo butirico em frangos de corte. Este acido graxo é considerado a principal fonte de
energia dos enterdcitos, estimulando o crescimento de células da mucosa intestinal e
manutencdo do trato gastrointestinal. Com isto, ha uma maior quantidade de &cido butirico e
um aumento de nutrientes para os enterdcitos que aumentam o fluxo sanguineo através do
intestino, proporcionando maior transporte e absor¢do dos nutrientes, proporcionando assim
um menor consumo de racao.

Os resultados encontrados para peso médio dos ovos e porcentagem de postura
corroboram com os obtidos por Maurer et al. (2016), no qual ndo identificaram diferenca com
a inclusédo de FLMSN parcialmente desengordurada na dieta de poedeiras. De acordo com
Leeson e Summers (2005), a energia e 0s amino&cidos sdo 0s principais fatores que

influenciam na porcentagem de postura e peso médio dos ovos.
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Qualidade de ovos

O uso dos diferentes niveis da inclusdo da FLMSN ndo demonstrou efeito (P>0,05)
para a porcentagem de casca, no entanto averigou-se que houve uma reducdo linear na
porcentagem de albumen e um aumento linear para porcentagem de gema (Tabela 4). Estes
resultados corroboram com os encontrados por Secci et al. (2018), no qual avaliaram a
substituicdo total de farelo de soja por FLMSN desengordurada.

A FLMSN ¢ considerada uma fonte de alto valor nutricional (J6zefiak et al., 2016),
com niveis de lipidios entre 15 até 35% (Makkar et al., 2014), proteina entre 40 até 63%
(Makkar et al., 2014; Spranghers et al., 2017) e ainda altos niveis de calcio (6,6-9,3% na
matéria seca) (Finke, 2013; Makkar et al., 2014; Spranghers et al., 2017), mineral considerado
importante para formacao da casca (Kaur et al., 2013).

Entretanto, a FLMSN também contém um polissacarideo presente no exoesqueleto dos
artrépodes (Marono et al., 2017), quitina, a qual ndo é digestivel por animais monogastricos
(Sanchez-Muros et al., 2014) e niveis acima de 3,23% afetam o desempenho e a
digestibilidade de aminoécidos e proteina (Khempaka et al., 2006; Finke, 2007; Khempaka et
al., 2011; Longvah et al., 2011). Quanto ao aumento na porcentagem de gema, Whitehead et
al. (1991) registraram que o teor de acido graxo essencial na dieta de poedeiras influencia
diretamente no transporte de lipidios para o ovario. Secci et al. (2018), ao avaliarem o perfil
de &cido graxo de gemas de ovos de poedeiras alimentadas com dietas a base de farelo de soja
e FLMSN, encontraram significativamente maior teor de acido linoleico (+14,4%) e acido
estearico (+4,4%) em ovos provenientes de poedeiras que receberam FLMSN, comparado
com o farelo de soja. Considerando que neste, 0s autores usaram niveis crescentes de

FLMSN, pode-se dizer que houve também uma deposic¢do gradativa de acido graxo.
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Com relacgéo a inclusdo dos diferentes niveis de FLMSN na dieta das poedeiras, houve
um efeito quadratico (P<0,05) para unidade Haugh (Tabela 5), no qual o ponto de méxima
inclusdo de FLMSN foi o nivel de 4,38%. N&o houve diferenca significativa (P>0,05) para as
variaveis coloracdo da gema, indice de gema, pH do albumen e gema espessura de casca
(Tabela 5).

O resultado para unidade Haugh pode ser explicado pelos niveis de aminoacidos
presentes na FLMSN e a digestibilidade deles (De Marco et al., 2015). Entre os aminoacidos
responsaveis por este resultado tem-se a lisina, a qual possui uma digestibilidade de 0,46 e é
responsavel pela deposicdo de proteina no albimen. Por outro lado, a FLMSN também
apresenta arginina, que em altas quantidades e devido a maior digestibilidade (0,83) pode
provocar uma reducdo no teor de albumen (De Marco et al., 2015), visto que estes dois
aminoéacidos competem pelo mesmo sitio de absorcao (Costa et al., 2008).

Em relacdo a coloracdo da gema, Finke (2013) relata que a mosca do soldado negro
contém beta-caroteno (0,20 mg/kg), luteina (0,6 mg/kg) e zeaxantina (1,3 mg/kg),
carotenoides responsaveis pela pigmentacdo nos alimentos. Mediante esses teores,
possivelmente os teores de inclusdo ndo foram suficiente para obter-se diferenca na cor da
gema.

Secci et al. (2018), substituindo farelo de soja por FLMSN desengordurada,
verificaram que ndo houve efeito significativo no pH da gema. O valor do pH do albumen e
da gema é influenciada pelo tempo de armazenamento e temperatura (Oliveira et al., 2010).
Visto que esta analise foi realizada com ovos frescos, ndo houve diferengas nesta variavel.

Levando em consideracdo que nesta pesquisa as dietas utilizadas eram balanceadas e
proporcionou melhor qualidade de ovos, pode-se afirmar entdo que a FLMSN é um potencial
alimento na nutricdo de poedeiras, podendo ser usado como alimento alternativo e ainda com

elevada importancia devido a ser um alimento sustentavel.
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Quantificacdo de IgY no soro e gema de ovos

Os resultados de quantificacdo de IgY no soro e gema de ovos (Tabela 6) de poedeiras
alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de FLMSN néo apresentou diferenca (P>0,05)
entre os tratamentos. Finke (2007) registrou que a FLMSN possui um teor de 2,7 a 49,8 g/kg
de quitina e, de acordo com Tokura et al. (1999), o aumento de quitina aumenta a producéo de
anticorpos. O fato de ndo ter promovido aumento nos niveis de imunoglobulina nessa
pesquisa pode ser atribuida ao baixo teor de quitina na FLMSN néo desengordurada, visto que

o teor de gordura € 36,99%, portanto a quitina em termos percentuais no momento € baixa.

CONCLUSAO

A FLMSN pode ser usada na dieta de galinhas poedeiras até o nivel de inclusdo de 9%
com a manutencao do desempenho e da producdo de anticorpos séricos e na gema de ovos. A
inclusdo de FLMSN favorece a qualidade do ovo, aumentando a porcentagem de gema e

melhorando a unidade Haugh.
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soldado negro (Hermetia illucens L.) nédo

Composicéo %

Matéria seca 94,27
Proteina bruta 40,28
Extrato etéreo 36,99
Matéria mineral 5,21
EM (kcal/kg) 4.044

Aminoacidos essenciais*
Lisina 1,984
Metionina 0,485
Met+Cis 0,861
Treonina 1,354
Arginina 1,784
Histidina 1,159
Valina 2,096
Isoleucina 1,494
Leucina 2,396
Fenilalanina 1,753
Aminoacidos ndo-essenciais!

Cistina 0,376
Alanina 3,437
Serina 1,613
Glicina 2,058
Prolina 2,272
Acido Aspartico 2,974
Acido glutamico 4,029

Lvalores em aminoécidos totais
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533  Tabela 2. Composicao percentual e niveis nutricionais calculados das rages

i Niveis (%)
Ingredientes (%) 0 30 6.0 90
Milho gréo 57,660 58,126 58,592 59,058
Farelo de soja 46% 24,753 22,013 19,273 16,534
Calcario 10,638 10,644 10,650 10,656
Oleo de soja 4,131 3,328 2,525 1,723
FLMSN! - 3,000 6,000 9,000
Fosfato bicalcico 1,534 1,563 1,592 1,621
Sal comum 0,514 0,515 0,517 0,518
DL-metionina 0,376 0,385 0,393 0,402
L-treonina 0,107 0,116 0,124 0,132
L-lisina 0,083 0,106 0,129 0,152
Vitaminico-mineral 0,200 0,200 0,200 0,200
premix?
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Exigéncias Nutricionais
EM (kcal/kg) 2.900 2.900 2.900 2.900
Proteina bruta (%) 15,88 15,88 15,88 15,88
Célcio (%) 4,564 4,771 4,978 5,185
Faosforo disponivel (%) 0,382 0,409 0,437 0,464
Metionina+cistina (%) 0,864 0,864 0,864 0,864
Lisina (%) 0,891 0,891 0,891 0,891
Metionina (%) 0,472 0,472 0,472 0,472
Treonina (%) 0,713 0,713 0,713 0,713
Triptofano (%) 0,205 0,206 0,207 0,208
Saédio (%) 0,215 0,219 0,222 0,226

534 'FLMSN: farinha de larvas de mosca do soldado negro; 2Composigdo por kg do produto: Vit. A: 500.000 Ul; Vit. D3: 180.000 UI; Vit. E:
535 625 Ul; Vit. B1: 60 mg; Vit. B2: 280 mg; Vit. B6: 60 mg; Vit. B12: 875 mcg; Vit. K3: 80 mg; Pantotenato Célcio: 700 mg; Niacina: 1 g;
536 Etoxiquim: 5 mg; B.H.A.: 4 mg; Zinco: 5 g; Ferro: 4 g; Manganés: 5,2 g; Cobre: 21,2 mg; lodo: 96,4 mg; Cobalto:21,2 mg; Selénio: 28 mg;
537 Veiculo: 200 g.
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Tabela 3. Desempenho zootécnico de poedeiras alimentadas com diferentes niveis de farinha

de larvas de mosca de soldado negro (FLMSN).

Variavéis analisadas

Nivel de Consumo Conversdao Conversdo Porcentagem
FLMSN < Peso médio  Massa ovo . .
(%) ragéo do ovo (g) (%) alimentar  alimentar  de postura
(g/ave/dia) (kg/kg) (kg/dz) (%)

0 103,07£0,85 61,79+1,08 58,58+3,09 1,70+0,07 1,23+0,02 96,77+2,60
3,0 102,38+2,17 59,83+1,43 59,83+1,43 1,68+0,04 1,24+0,03 97,62+0,92
6,0 102,68+1,99 62,14+0,82 59,56+1,89 1,67+0,04 1,22+0,04 97,56+2,42
9,0 101,37+4,79 61,17+1,50 58,56+2,98 1,70+0,07 1,23+0,06 97,38+1,90

P-valor 0,370 0,589 0,939 0,974 0,695 0,640
Efeito NS NS NS NS NS NS
Regresséo

NS: ndo significativo

Tabela 4. Valores relativos dos componentes de ovos de poedeiras alimentadas com

diferentes niveis de farinha de larvas de moscas de soldado negro (FLMSN).

Nivel de FLMSN

Variaveis analisadas

Porcentagem de

Porcentagem

Porcentagem de

(%) alblimen (%)! de gema (%)? casca (%)
0 65,15+0,78 25,28+0,62 9,57+0,18
3,0 64,66+0,79 25,63%0,72 9,72+0,25
6,0 64,97+0,47 25,34+0,33 9,70%0,24
9,0 64,04+0,57 26,19+0,54 9,78+0,10
P-valor 0,021 0,030 0,109
Efeito Regresséo L L NS

1Efeito linear: Y = 65,15 — 0,525185x

2Efeito linear: ¥ = 25,28 + 0,41889x

NS = ndo significativo



560

561

562

563

564

565

566

567

568

569
570

larvas de moscas de soldado negro (FLMSN).

82

Tabela 5. Qualidade de ovos de poedeiras alimentadas com diferentes niveis de farinha de

Nivel de Variaveis analisadas

FLMSN Unidade Coloracdo  Indice de pH H Espessura de
(%) Haugh! da gema gema albdmen P 9¢Ma casca

0 98,86+0,41  6,51+0,33 0,460,006 8,16+0,04 5,96+0,03 0,371+0,008

3,0 99,63+1,16  6,85+0,20 0,47+0,008 8,19+0,04 5,98+0,05 0,374+0,009
6,0 100,36+0,95 6,78+0,20 0,47+0,006 8,16+0,06 5,98+0,02 0,375+0,008
9,0 98,44+143 6,77+0,17 0,470,006 8,22+0,04 6,00+0,03 0,374+0,004

P-valor 0,006 0,067 0,324 0,138 0,073 0,532

. Efeito Q NS NS NS NS NS
egressdo

NS = ndo significativo

!Efeito quadrético:Y = 98,72925 + 0,65364 x — 0,07458 x?

diferentes niveis de farinha de larvas de mosca de soldado negro (FLMSN).

Tabela 6. Quantificacdo de IgY do soro e gema de ovos de poedeiras alimentadas com

Nivel de FLMSN (%)

Variaveis analisadas

IgY soro (mg/mL) IgY gema (mg/mL)
5,73+3,39 1,96+1,03
6,16+2,40 1,59+0,89
5,58+2,54 2,13+1,04
6,15+3,30 1,71+1,42

P-valor 0,85 0,90
Efeito Regresséo NS NS

NS = ndo significativo
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8. ARTIGOS PARA PUBLICACAO

Artigo 2 — Efeito da farinha de larva de mosca de soldado negro dietética sobre a qualidade de
ovos sob diferentes periodos de armazenamento

'Artigo cientifico escrito com base nas normas para publicacdo do periddico Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences (ANEXO D), exceto o idioma, que estd em

portugués.
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Efeito da farinha de larva de mosca de soldado negro dietética sobre a qualidade de ovos sob diferentes

periodos de armazenamento

*Corresponding author: Alexandre Oba
Tel: + 55-43-3371-5974

!Animal Science Department, Londrina State University, Londrina, Parana 86057-970, Brazil

Titulo do manuscrito: Efeito da farinha de larva de mosca de soldado negro dietética sobre a qualidade de ovos

sob diferentes periodos de armazenamento

RESUMO

Obijetivo: avaliar a analise sensorial e qualidade de ovos armazenados em diferentes periodos de armazenamento
de ovos de poedeiras alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de farinha de larvas de mosca de soldado
negro.

Metodologia: o experimento foi conduzido com ovos provenientes de poedeiras da linhagem Bovans de 36
semanas de idade. Os tratamentos experimentais consistiram na inclusdo de diferentes niveis de farinha de
larvas de mosca de soldado negro (0, 3, 6 e 9%) na dieta de poedeiras. Os pardmetros avaliados foram: perda de
peso (PP), gravidade especifica (GE), unidade Haugh (UH), indice de gema (IG), coloragdo da gema (CG)
porcentagem de albimen (PA), gema (PG) e casca (PC), pH do alblimen e gema e espessura de casca (EC) em
diferentes periodos de armazenamento (0, 7, 14 e 21 dias).

Resultados: houve interacéo significativa entre os niveis de FLMSN x periodos de armazenamento para unidade
Haugh e coloragdo da gema. Os diferentes niveis de FLMSN mostrou um efeito linear decrescente para PP (Y =
1,5192 — 0,0168x) e aumento para GE (Y = 1,0816 + 0,0001x). Para tempo de armazenamento dos ovos, houve
um efeito quadrético para PP (Y = 0,8262 — 0,0436x + 0,0054x?), GE (Y = 1,0944 — 0,0006x — 0,00003x?) e I1G
(Y = 0,46 — 0,015x + 0,0003x2). Os niveis de inclusio de FLMSN e o periodo de armazenamento influenciaram
(P<0,05) a PA e PG, no qual houve um efeito linear decrescente para PA (Y = 62,7101 — 0,1319x), enquanto que
para PG houve um efeito linear crescente (Y = 27,6332 + 0,1040x). O periodo de armazenamento afetou
(P<0,05) a PA e PG. Houve um efeito linear decrescente para PA (Y = 63,9926 — 0,1787x) enquanto que para

PG houve um efeito linear crescente (Y = 26,2477 + 0,1765x). A PC e EC n#o tiveram efeito (P>0,05) para 0s
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tratamentos avaliados. O pH do albimen e da gema foram influenciados (P<0,05) pelo tempo de
armazenamento, sendo que o pH do alblimen apresentou efeito quadrético (Y = 8,1862 + 0,1893x — 0,0060x2),
com o ponto de maximo aos 15,76 dias e o pH da gema um efeito linear crescente (Y = 5,9102 + 0,0081x). Nao
houve efeito sensorial de ovos de poedeiras alimentadas com e sem FLMSN.

Concluséo: a farinha de larvas de mosca de soldado negro melhora a unidade Haugh e coloracdo de ovos, mas
n&o influencia no sabor do mesmo.

Palavras-chave: Farinha de inseto; sensorial; periodo de armazenamento; temperatura

INTRODUCAO

A qualidade do ovo possui suma importancia, visto que € um dos alimentos mais completos da dieta
humana, apresentando uma composic¢do rica em vitaminas (A, B, D e K), minerais (Fe, K, Na, P, Cu, Mn, Mg,
Se, 1), &cidos graxos poli-insaturados e proteinas, que retinem varios aminoécidos essenciais de alto valor
bioldgico [2, 9]. Além dessas caracteristicas, 0 ovo contém substancias promotoras de salde e preventivas de
doencas, o que o torna um alimento funcional [3].

Com o proposito de enriquecer o valor nutricional dos ovos ou mesmo preservar a qualidade, uma das
medidas adotada € através da formulacdo e composicdo das dietas das galinhas poedeiras [4], que prezam
também por um apelo ambiental. Frente a isto pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de estudar
alimentos alternativos. Dentre estes, a utilizacdo de farinha de insetos tem sido uma das propostas mais
estudadas, e entre os insetos com maior potencial para utilizacdo na nutricdo animal, destaca-se a mosca do
soldado negro (Hermetia illucens L.) [5], porque contém alto teor de proteina, energia metabolizavel, gordura,
matéria seca, bom balango de aminodacidos, micronutrientes [6, 7], mas possui como destaque duas
caracteristicas de grande potencial, o acido glutamico [6] que pode influenciar no sabor e
a quitina, que produz como derivados a quitosana, no qual Lee et al [20] relatam que aumenta a vida til dos
ovos em duas a trés semanas.

Visto que o sabor é um fator decisivo na escolha e aceitacdo de alimentos em virtude de ser uma
resposta integrada, principalmente a sensagdo do gosto e aroma [43], a nutricdo de galinhas poedeiras com
farinha de insetos podem influenciar nas caracteristicas sensoriais e na composicao quimica dos ovos [44].

Como todos os produtos naturais de origem animal, o ovo também é perecivel, e comeca a perder
qualidade interna apds a postura, caso ndo sejam tomadas medidas adequadas para sua conservacao, sendo assim

a perda de qualidade ¢ um fenémeno inevitavel, que acontece de forma continua ao longo do tempo e pode ser
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agravado por diversos fatores [1]. Dos principais fatores que podem promover alteragdes na qualidade do ovo
destacam-se o tempo de armazenamento, temperatura e umidade relativa do ar [8, 9, 10].

Mediante a isto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a analise sensorial e a qualidade de ovos estocados
por diferentes periodos provenientes de poedeiras alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de farinha de

larva da mosca de soldado negro.

MATERIAL E METODOS

Protecdo Animal

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, sob protocolo de n°

17042.2017.04 e pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos n° de parecer 2.621.055.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4 (niveis de inclusdo
de FLMSN e quatro tempos de armazenamento (0, 7, 14 e dias). Na avaliagdo sensorial dos ovos, foi

utilizado o teste triangular, sendo realizado com 60 avaliadores ndo treinados.

Animais e dietas

O experimento foi conduzido com ovos comerciais provenientes de poedeiras leves da linhagem Bovans
com 38 semanas de idade. As poedeiras estavam alojadas em galpdo do tipo convencional, em gaiolas metalicas
de arame galvanizado, providas de comedouros de madeira e bebedouro automatico tipo copo. As ragles
experimentais (Tabela 1) eram a base de milho e farelo de soja e atenderam as exigéncias nutricionais minimas
preconizadas por Rostagno et al [11]. Os tratamentos experimentais consistiram na incluséo de diferentes niveis
de farinha de larvas de moscas de soldado negro (0, 3, 6 e 9%) na dieta das galinhas poedeiras. As ragdes eram

isoenergéticas e isonutritivas, exceto para os niveis de célcio, que foram considerados na farinha de inseto.
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Andlise Sensorial

Foram coletados 80 ovos provenientes de dois tratamentos, T1 — poedeiras sem inclusdo de FLSN na
dieta; T2 — com a inclusdo de 9% de FLMSN na dieta. Estes ovos foram lavados em agua corrente, cozidos
durante dez minutos apds o inicio da ebulicdo da agua, resfriados em agua corrente, descascados manualmente e
cortados em quatro pedacos de forma que gema e clara estivessem em cada amostra. Posteriormente 0s
avaliadores recebiam trés amostras codificadas, na qual duas eram iguais e uma diferente, por fim os avaliadores

deveriam indicar a amostra diferente.

Analises de qualidade dos ovos

Foram selecionados 288 ovos (18 de cada tratamento por periodo), os quais foram coletados pela manha
logo apds a postura, identificados, pesados individualmente e armazenados em bandejas de celulose de papel
reciclado. Em seguida os ovos foram encaminhados para sala sem controle de temperatura e colocados sobre um
balcdo até a data prevista para avaliagdo.

Entre os ovos selecionados, 72 foram utilizados para avaliagdo no tempo zero, ja os demais foram
distribuidos ao acaso para serem analisados nos préximos periodos de armazenamento (sete, 14 e 21 dias).
Durante todo o periodo experimental a temperatura e umidade relativa foram monitoradas, sendo a temperatura
média de 25,05 + 2,04 °C e umidade relativa de 75,43 + 8,85 %.

Foram avaliados os seguintes parametros de qualidade: perda de peso do ovo, gravidade especifica,
Unidade Haugh, indice de gema, coloracdo da gema, porcentagem de albimen, gema e casca, pH albdmen, pH
gema e espessura de casca.

No dia zero, para determinacdo do peso médio dos ovos, estes foram pesados individualmente em
balanca semi-analitica (+ 0,001 g). Ap6s cada periodo de armazenamento estes eram novamente pesados e pela
diferenca do peso inicial e final era obtida a de perda de peso em gramas. Assim, para se calcular a porcentagem
de perda de peso dos ovos, o peso perdido era multiplicado por 100 e dividido pelo peso inicial.

A gravidade especifica foi determinada de acordo com metodologia descrita por Mario e Padron [12].
Os ovos foram imersos em solugdes salinas de NaCl em ordem crescente de densidade 1,065 a 1,100 g/cm?®, com
gradiente de variacdo de 0,005, aferidas através de um densiometro. Considerou-se a gravidade especifica do ovo

a solucdo de menor densidade na qual o ovo flutuou.
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Em seguida, os ovos foram quebrados em uma placa de vidro e com o auxilio de um paquimetro digital,
foram mensuradas as alturas do albdmen denso. Com a medida da altura do albimen e o peso do ovo
determinaram-se os valores de unidade Haugh, conforme a férmula aplicada por Nesheim et al [13]:UH = 100
log (H—1,7P%% + 7,57). Em que o peso do ovo foi expresso em (g) e a altura do albtimen em (mm), no qual UH
= unidade Haugh, H = altura do albimen e P = peso do ovo.

Posteriormente, com o auxilio do paquimetro digital, foi mensurado a altura e o diametro da gema dos
ovos. Com base nos valores obtidos, calculou-se o indice de gema por meio da seguinte formula: 1G = Hg/Dg,
sendo Hg a altura da gema e Dg o didmetro da gema. A coloragdo da gema foi mensurada com o auxilio do leque
colorimétrico DSM® Yolk Color Fan, com escores para cor variando de 1 a 15. Em seguida foi determinado o
valor do pH do alblimen e da gema, utilizando-se um pHmetro digital da marca Testo®, modelo 205.

Logo apo6s foi determinado a porcentagem de albdmen, gema e casca, que foram calculados dividindo-
se cada uma dessas varidveis pelo peso do ovo, em seguida, multiplicando-se o resultado por 100. A
porcentagem de gema foi determinada através de um separador manual de albimen e gema. Posteriormente a
gema foi colocada em copo plastico, tarado em balanga semi-analitica e pesados. Para a determinagdo da
porcentagem de casca, as mesmas foram lavadas, submetidas a secagem em temperatura ambiente por 48 horas e
entdo pesadas em balanga semi-analitica. J& a porcentagem de albimen foi calculada pela diferenca do peso total
do ovo, menos o peso da casca e da gema.

A espessura de casca dos ovos foi determinada por meio da mensuragao de quatro partes equatoriais da
casca utilizando um micrémetro externo digital (Digimess®, com leitura de 0,01 mm e exatiddo de = 0,02 mm).

Apos a determinacdo dos valores, realizou-se uma média obtendo o resultado final.

Analise Estatistica

Os resultados obtidos de qualidade dos ovos armazenados em diferentes tempos foram submetidos a
andlise de variancia em um modelo em fatorial 4 x 4 (niveis de FLMSN x tempo de armazenamento), com o
software estatistico R e posteriormente submetido a andlise de regressdo. A andlise estatistica do teste sensorial
foi baseado nos julgamentos, certos e errado em relagcdo aos julgamentos totais de 60 avaliadores, sendo 0s
resultados do nimero de acertos verificados na tabela da ABNT, NBR 12995 [14] para visualizar se houve ou

ndo significancia menor que 5% nos resultados obtidos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito na analise sensorial

Conforme a tabela da ABNT, NBR 12995 [14], para que haja diferenca estatistica a 5% de significancia
é necessario um nimero de 27 acertos, visto que, nesta pesquisa houve apenas 18 acertos, ndo houve efeito
(P>0.05) sensorial de ovos provenientes de galinhas poedeiras alimentadas com e sem BSFLM.

Esses resultados sdo contrarios aos encontrados por Al-Qazzaz et al [6] que, ao fornecerem 5% de
FLMSN na dieta de galinhas poedeiras, observaram melhora significativa na aparéncia, textura, sabor e odor e,
consequentemente, a aceitagdo dos consumidores. Os autores justificam essa aceitacdo devido ao teor de 4cido
glutdmico ser elevado na FLMSN (6.85 g/kg), havendo, segundo Yoshida [15], interacBes entre o &cido
glutdmico e a percepgdo humana favoravel. A justificativa da maior aceitacdo dos ovos deve-se ao efeito umami
ser proveniente do 4cido glutdmico [16], possui a a¢do de estimular o sabor, bem como também de fun¢des
fisiologicas adicionais dos alimentos, sendo apontado que os sensores do acido glutdmico e seu sistema de
transducéo de sinal sdo encontrados nas células gustativas e também nas células da mucosa do intestino [17]. Os
teores de acido glutamico presente na FLMSN nesta pesquisa foram 0,121g, 0,242g e 0,363g para os niveis de
inclusdo de 3%, 6% e 9% respectivamente, sendo entdo considerados inferiores para provocar efeito na anélise

sensorial.

Efeito na qualidade dos ovos

Verificou-se interacdo significativa entre os niveis de FLMSN e os diferentes periodos de
armazenamento sobre a UH e a coloragdo da gema (Tabela 2), ja para a perda de peso, gravidade especifica,
indice de gema e espessura de casca ndo houve interacao significativa (P>0,05).

O desdobramento da interagdo (Tabela 3) demonstrou que houve efeito quadratico dos niveis de
FLMSN aos 14 dias de armazenamento, no qual apresenta como ponto de minimo o valor de 4,26% para
FLMSN. Ja aos 21 dias de armazenamento houve efeito linear decrescente a medida que aumentou o teor de
FLMSN. O comportamento dos ovos armazenados por 14 dias pode ser explicado pela presenca de quitina na
FLMSN, no qual conforme Diener et al [18], contém aproximadamente 8,7% em matéria seca, produzindo altos

niveis de derivados, dentre esses a quitosana [19]. Estudos relatados com ovos armazenados a 25°C com
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revestimento de quitosana na casca do ovo, reduziu a perda de peso e aumentou a vida Util dos ovos em duas a
trés semanas, quando comparados com ovos hao revestidos [20].

Segundo Lee [21], o revestimento de quitosana pode oferecer uma barreira protetora contra a
transferéncia de diéxido de carbono e a umidade através da casca do ovo, minimizando assim a perda de peso e
prolongando a vida util dos ovos. J4, os ovos estocados por 21 dias diminuiram linearmente a UH, devendo-se
este ao fato de ter ocorrido perda de peso dos ovos, ocasionada principalmente pela reducgdo de dgua no albimen
em funcdo do periodo de estocagem [22].

Em relacdo ao desdobramento da interacdo (Tabela 4), observou-se que houve efeito quadrético dos
diferentes niveis de inclusdo de FLMSN aos 14 dias de armazenamento dos ovos, sendo o ponto de maximo
4,87% de FLMSN. Segundo Finke [20], a FLMSN contém betacarotenos (<0,20 mg/kg), luteina (0,59 mg/kg) e
zeaxantina (1,28 mg/kg), e estes sdo responsaveis pela pigmentacdo amarela, o que pode ter contribuido para o
aumento da coloracdo da gema. Nesta pesquisa, a utilizacdo da FLMSN promoveu melhora na coloracdo da
gema até 14 dias de armazenamento com um teor de inclusdo de 4,87%.

Mediante os teores de calcio encontrados na literatura (6,6-9,3% na matéria seca) [23, 7, 24], e segundo
Garcia et al [25], o célcio dietético excessivo oriundo da FLMSN pode ter provocado efeito negativo na
deposic¢do de carotendides na gema.

Em consideracao aos diferentes niveis de FLMSN, observou-se efeito linear decrescente para a perda de
peso (Y = 1,5192 — 0,0168x) e crescente para a gravidade especifica do ovo (Y = 1,0816 + 0,0001x). Esse
resultado pode ser atribuido aos altos teores de célcio (6,6-9,3% na matéria seca) [23, 7, 24] presente na farinha
de larvas de mosca do soldado negro, que podem ter sido depositados durante a formacédo da casca dos ovos [26].
Quanto ao tempo de armazenamento dos ovos, verificou-se efeito quadrético para a perda de peso (Y = 0,8262 —
0,0436x + 0,0054x2), gravidade especifica (Y = 1,0944 — 0,0006x — 0,00003x?) e indice de gema (Y = 0,46 —
0,015x + 0,0003x?), com os respectivos pontos de minimo: 4,03; 10 e 25 dias.

Como os ovos foram estocados em temperatura ambiente, quanto maior a temperatura e menor a
umidade o ovo transpira mais, intensificando a perda de CO- e agua para 0 meio, resultando em perda de peso
[27]. Ja a reducdo da gravidade especifica pode esta relacionada diretamente com a perda de peso durante o
armazenamento, pois de acordo com a férmula para o céalculo de densidade, densidade e a massa sdo grandezas
diretamente proporcionais e, dessa maneira, quando ocorre 0 decréscimo na massa, simultaneamente, ha

decréscimo na densidade [1]. Em relagdo ao indice de gema, com a liberacdo de agua e seu excesso no albimen,
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ocorre aumento da permeabilidade de enfraquecimento da membrana vitelinica, com transferéncia de agua do
albimen para a gema por osmose, o0 excedente de 4gua no interior da gema, a torna flacida e achatada [9].

Pelos resultados apresentados na Tabela 5, ndo se verificou interacdo (P>0,05) dos tratamentos
avaliados. No entanto, houve efeito dos diferentes niveis de inclusdo da FLMSN e do tempo de armazenamento
para as varidveis porcentagens de albimen e gema. A porcentagem de casca ndo teve efeito (P>0,05) para 0s
tratamentos utilizados. A analise de regressao revelou que houve um efeito linear decrescente para porcentagem
de albamen (Y = 62,7101 — 0,1319x), enquanto que para a porcentagem de gema houve um efeito linear
crescente (Y = 27,6332 + 0,1040x).

De acordo com Hyuben et al [39], os valores estimados de quitina para a os niveis de inclusdo 3, 6 e 9%
da FLMSN, foram, respectivamente 1,9; 3,8; e 5,7 g/kg. Frente a estes valores, ha reducdo na porcentagem de
albimen, deve-se ao fato de que a quitina, um polissacarideo ndo digestivel para monogastricos, afete
negativamente na digestibilidade de proteinas e aminoacidos [28, 29, 30, 31, 32] e posteriormente na
disponibilidade dessas proteinas para sintetizar a albumina do ovo [33]. Quanto ao aumento na porcentagem de
gema, Whitehead et al [34] relatam que o teor de acido graxo essencial para aves influencia diretamente no
transporte dos lipidios para o ovario. Secci et al [40], ao analisarem o perfil de acidos graxos de gemas de ovos
de poedeiras alimentadas com dietas a base de farelo de soja e FLMSN, encontraram significativamente maior
teor de &cido linoleico (14,4%) e &cido estedrico (+4,4%) em ovos provenientes de poedeiras que receberam
FLMSN do que farelo de soja.Visto que, a FLMSN possui um teor elevado de &cido linoleico 3,6-4,5% [35], a
medida que se aumentou os niveis de inclusdo deste ingrediente, houve proporcionalmente maior deposicéo de
gordura na gema, resultando em maior peso da gema.

O tempo de armazenamento dos ovos influenciou (P<0,05) a porcentagem de albimen e gema, sendo
observado um efeito linear decrescente (Y = 63,9926 — 0,1787x), enquanto que para a porcentagem de gema
houve um efeito linear crescente (Y = 26,2477 + 0,1765x). Ndo houve interagio significativa para porcentagem
de alblmen, gema e casca.

A reducdo da porcentagem do albimen e aumento da proporcdo da gema pode ser atribuida a
transferéncia de agua do albdmen para a gema. Os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados por
Garcia et al. [41]. Conforme Narushin [36], durante a estocagem ocorrem reagdes fisico-quimicas que promovem
degradacdo da estrutura da proteina presente na albumina espessa, resultando em &gua ligada a grandes

moléculas de proteinas que atravessam a gema por osmose. O excesso de agua na gema determina o aumento do
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seu volume, levando a um enfraquecimento da membrana vitelinica. Isto faz com que a gema parega maior e
achatada, quando o ovo é quebrado e disposto em uma superficie plana.

O pH do albimen e gema dos ovos néo foi influenciado (P>0,05) pelos diferentes niveis de inclusdo de
FLMSN (Tabela 6), por outro lado, houve efeito significativo (P<0,05) para o tempo de armazenamento. Com o
aumento do tempo de armazenamento o pH do albumen dos ovos apresentou efeito quadratico (Y = 8,1862 +
0,1893x — 0,0060x?), com ponto de maximo aos 15,76 dias. Ja para o pH da gema houve um efeito linear
crescente (Y = 5,9102 + 0,0081x).

Os niveis de inclusdo de FLMSN néo influenciaram os valores de pH de alblimen e gema pois, segundo
Oliveira et al [42], o valor do pH do albimen depende do equilibrio entre CO,, HCO3 e COs* e das proteinas.
Logo, como ndo houve mudanga nas caracteristicas fisico-quimicas do albimen, ndo houve diferenca no pH.

Em consideracdo ao tempo de armazenamento, Stadelman e Cotterill [37] tratam que no ovo fresco o
&cido carb6bnico (H.COs3) atua como um componente tampdo, porém com o avanco do tempo de armazenamento
e das condicBGes ambientais este componente se dissocia, formando &gua e diéxido de carbono (COy), que se
difundem através da casca e se perdem no ambiente. Devido a liberagdo do CO,, a acidez do albimen diminui,
incidindo no aumento do pH. Em relagdo ao aumento do pH da gema, Shang et al [38] relatam que é causado

pela troca de ions H* presentes na gema por ions alcalinos provenientes do albtmen.

CONCLUSAO

O aumento do periodo de armazenamento prejudica a qualidade dos ovos, o uso de farinha de larvas de

moscas de soldado negro na dieta das aves promove melhora na unidade Haugh em até 15,76 dias de

armazenamento e o nivel de 4,87% de FLMSN promove melhora colora¢do da gema dos ovos por até 14 dias,

por outro lado ndo ha influencia no sabor do mesmo.

CONFLITO DE INTERESSES

Nos certificamos que ndo ha conflito de interesses com qualquer organizagdo sobre o material discutido

Nno manuscrito.



269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

2901

292

293

294

295

296

297

298

93

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem as empresas Bug agentes biolégicos e Evonik Degussa e a Universidade Estadual

de Londrina pela ajuda e suporte fornecido durante a pesquisa.



299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338

94

REFERENCIAS

1. Barbosa NAA, Sakomura NK, Mendonca MO, Freitas ER, Fernandes JBK. Quality of eggs from commercial
layers stored for different times and environment conditions. ARS Vet 2009; 24:127-33.

2. Régo IOP, Cangado SV, Figueiredo TC, Menezes LDM, Oliveira DD, Lima AL, Caldeira LGM, Esser LR.
Influence of storage period on refrigerated pasteurized whole egg quality. Arq Bras Med Vet Zoot 2012;64:735-
42,

3.Mazzuco H. Acdes sustentaveis na producdo de ovos. Rev Bras Zootec 2008; 37:230-38.

4. Pita MCG, Piber Neto E, Nakaoka LM, Mendonca Junior CX. Effect of dietary supplementation of
unsaturated fatty acids and vitamin E upon yolk lipid composition and a-tocopherol incorporation into the egg
yolk. Braz J Vet Res Anim Sci 2004; 41:25-31.

5. Mwaniki Z, Neijat M, Kiarie E. Egg production and quality responses of adding up to 7.5% defatted black
soldier fly larvae meal in a corn-soybean meal diet fed to Shaver White Leghorns from wk 19 to 27 age. Poult
Sci 2018;97:2829-35.

6. Al-Qazzaz MFA, Ismail D, Akit H, Idris LH. Effect of using insect larvae meal as a complete protein source

on quality and productivity characteristics of laying hens. Rev Bras Zootec 2016;45:518-23.

7. Makkar HP, Tran G, Heuzé V, Ankers P. State-of-the-art on use of insects as animal feed. Anim Feed Sci
Technol 2014;197:1-33.

8. Scott TA, Silversides TB. The effect of storage and strain of hen on egg quality. Poult Sci 2000; 79:1725-29.

9. Garcia ERM, Alves MCF, Cruz, FK, Conti ACM, Batista, NR, Barbosa Filho JA. Internal egg quality: effect
of storage, strain and age of laying. Braz J Sust Agric 2015; 5:101-09.

10. Pissinati A, Oba A, Yamashita F, Silva CA, Pinheiro JW, Roman JMM. Internal quality of eggs subjected to
different types of coating and stored for 35 days at 25°C. Semina: Ciéncias Agrarias 2014; 35:531-40.

11. Rostagno HS, Albino LFT, Hannas MI, Donzele JL, Sakomura NK, Perazzo FG, Saraiva A, Abreu MLT,
Rodrigues PB, Oliveira RF, Barreto SLT, Brito CO. Brazilian tables for poultry and swine: feed composition and

nutritional requirements. 2017. 4rd ed. UFV, Vicosa, Minas Gerais, Brazil.

12. Mario E, Padron N. Calidad de cascaron en aves reproductoras pesadas. Avicultura Profesional. 1991; 8:112-
14,



339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378

95

13. Nesheim MC, Austic RE, Card LE. Poultry Production. 12 ed. Philadelphia: Lea & Febiger, 1979, 325p.

14. Associacdo Brasileira de Normas Técnicas. NBR 12995: Teste triangular em andlise sensorial de alimentos e
bebidas. Rio de Janeiro, 1993.

15. Yoshida Y. Umami taste and traditional seasonings. Food Rev Int 1998; 14:1610-15.

16. Elman I, Geraldo APG, Karcher C, Pinto-Silva MEM. Characterization of umami taste sensitivity in children
with and without cancer. J Humam Growth Dev 2013;23:1-7.

17. Torii K, Uneyama H, Nakamura E. Physiological roles of dietary glutamate signaling via gut-brain axis due
to efficient digestion and absorption. J Gastroenterol 2013; 48:442-51.

18. Diener S, Zurbrugg C,Tockner K. Conversion of organic material black soldier fly larvae: establishing
optimal feeding rates. Waste Manag Res 2009; 27:603-10.

19. Suresh PV, Raj KR, Nidheesh T, Pal GK, Sakhare PZ. Application of chitosan for improvement of quality
and shelf life of table eggs under tropical room conditions. J Food Sci Technol 2015;52:6345-54.

20. Lee SH, No HK, Jeong YH. Effect of chitosan coating on quality of egg during storage. J Korean Soc Food
Nutr 1996; 25:288-293.

22. Santos MSV, Espindola GB, L6bo RNB, Freitas ER, Guerra JLL, Santos ABE. Effect of temperature and
storage of eggs.Food Sci Technol 2009; 29:513-17.

23. Finke MD. Complet nutriente composition of commercially raised invertebrates used as food for
insectivores. Zoo Biology 2013; 21:269-85.

24. Spranghers T, Ottoboni M, Klootwijk C, Ovyn A, Deboosere S, De Meulenaer B, Michiels J, Eeckhout M,
De Clerg P, De Smet S. Nutritional composition of black soldier fly (Hermetia illucens) prepupae reared on
different organic waste substrates. J Sci Food Agric 2017; 97:2594-2600.

25. Garcia EA, Mendes AA, Pizzolante CC, Gongalves HC, Oliveira RP, Silva MA. Effect of Cantaxantina

levels on performance and egg quality of laying hens. Rev Bras Cienc Avic; 2002; 4:1-7.
26. Kaur R, Rathgeber BM, Thompson KL, Macisaac J. Uterine fluid proteins and egg quality characteristics for
2 commercial and 2 heritage laying hen lines in response to manipulation of dietary calcium and vitamin Ds.

Poult. Sci 2013; 92:2419-32.

27. Gonzales M. De Blas B. Nutricion y alimentacion de gallinas ponedoras. Madrid: Mundi-Prensa, 1991. 263p.



379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418

96

28. Marono S, Loponte R, Lombardi P, Vassalotti G, Pero ME, Russo F, Gasco L, Parisi G, Piccolo G, Nizza S,
Meo YA, Bovera F. Productive performance and blood profiles of laying hens fed Hermetia illucens larvae meal

as total replacement of soybean meal from 24 to 45 weeks of age. Poult Sci 2017; 6:1783-90.

29. Sanchez-Muros MJ, Barroso FG, Manzano-Agugliaro F. Insect meal as renewable source of food for animal
feeding: A review. J Clean Prod 2014; 65:16-27.

30. Finke MD. Estimate of chitin in raw whole insects. Zoo Biology 2007; 2:105-15.

31. Khempaka S, Chisatchapong C, Molee W. Effect of chitin and protein constituents in shrimp head meal on
growth performance, nutrient digestibility, intestinal microbial populations, volatile fatty acids, and ammonia
production in broilers. J Appl Poult Res; 2011; 20:1-11.

32. Longvah T, Mangthya K, Ramulu P. Nutrient composition and protein quality evaluation of eri silkworm

(Samia ricinii) prepuae and pupae. Food Chem 2011; 128:400-3.

33. Ribeiro CLN, Barreto SLT, Reis RS, Muniz JCL, Viana GS, Ribeiro Junior V, Mendonga MO, Ferreira RC,
Degroot AA. The effect of calcium and available phosphorus levels on performance, egg quality and bone

characteristics of Japanese quails at end of the egg-production phase. Rev Bras Cienc Avic 2016; 18:33-40.

34. Whitehead CC, Bowman AS, Griffin HD. The effects of dietary fat and bird age on the weights and egg
components in the laying hen. Br Poult Sci 1991; 32:565-74.

35. Li S, Ji H, Zhang B, Tian J, Zhou J, Yu H. Influence of black soldier fly (Hermetia illucens) larvae oil on
growth performance, body composition, tissue fatty acid composition and lipid deposition in juvenile Jian carp

(Cyprinus carpio var. Jian). Aquaculture 2016; 465:43-52.

36. Narushin VG. Non-destructive measurements of egg parameters and quality characteristics. Poult Sci 1997,
53:141-53.

37. Stadelman WJ, Cotterill OJ. Egg Science and Technology. 4. ed. New York: The Haworth Press, 1994. 591p.

38. Shang XG, Wang FL, Li DF, Yin DJ, Li JY. Effects of dietary conjugated linoleic acid on the productivity of
laying hens and egg quality during refrigerated storage. Poult Sci 2004; 83:1688-95.

39. Hyuben D, Vidakovic A, Hallgren SW, Langeland M. High-throughput sequencing of gut microbiota in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fed larval and pre-pupae stages of black soldier fly (Hermetia illucens).
Aquaculture 2019; 500:485-91.



419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433

97

40. Secci G, Bovera F, Nizza S, Baronti N, Gasco L, Conte G, Serra A, Bonelli A, Parisi G. Quality of eggs from
Lohman Brown Classic laying hens fed black soldier fly meal as substitute for soya bean. Anim 2018; 12:2191-
97.

41. Garcia ERM, Orlandi CCB, Oliveira CAL, Cruz FK, Santos TMB, Otutumi LK. Quality of eggs of lay hens
stored a different temperature and storage conditions. Rev Bras Sadde Prod An 2010;11:505-18.

42. Oliveira DD, Baido NC, Cancado SV, Figueiredo TC, Lara LJC, Lana AMQ. Lipids sources on layer hen
diet: performance and egg quality. Arg Bras Med Vet Zootec 2010;62:718-24.

43. Seibel NF, Schoffen DB, Queiroz MI, Souza-Soares LA. Sensory characterization of eggs of quails fed
modified diets. Ciénc. Tecnol. Aliment. 2010;30:884-889.

44. Mizumoto EM, Canniatti-Brazaca SG, Machado FMVF. Chemical and sensorial evaluation of eggs obtained

by different production systems. Ciénc. Tecnol. Aliment. 2008;28:60-65.



98

434  Tabela 1. Composicédo percentual e niveis nutricionais calculados das ragdes

Niveis (%)
Ingredientes (%)
0 3 6 9
Milho gréo 57,660 58,126 58,592 59,058
Farelo de soja 46% 24,753 22,013 19,273 16,534
Calcario 10,638 10,644 10,650 10,656
Oleo de soja 4,131 3,328 2,525 1,723
FLMSN! - 3,000 6,000 9,000
Fosfato bicalcico 1,534 1,563 1,592 1,621
Sal comum 0,514 0,515 0,517 0,518
DL-metionina 0,376 0,385 0,393 0,402
L-treonina 0,107 0,116 0,124 0,132
L-lisina 0,083 0,106 0,129 0,152
Supl. Vit.-min?, 0,200 0,200 0,200 0,200
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Exigéncias Nutricionais

Energia Met. 2.900 2.900 2.900 2.900
Proteina Bruta 15,88 15,88 15,88 15,88
Célcio 4,564 4,771 4,978 5,185
Fdsforo disponivel 0,382 0,409 0,437 0,464
Met+Cist 0,864 0,864 0,864 0,864
Metionina 0,472 0,472 0,472 0,472

Treonina 0,713 0,713 0,713 0,713

Sédio 0,215 0,219 0,222 0,226

435 'FLMSN: farinha de larvas de mosca do soldado negro; 2Composigdo por kg do produto: Vit. A: 500.000 Ul; Vit. D3: 180.000 UI; Vit. E:
436 625 Ul; Vit. B1: 60 mg; Vit. B2: 280 mg; Vit. B6: 60 mg; Vit. B12: 875 mcg; Vit. K3: 80 mg; Pantotenato Calcio: 700 mg; Niacina: 1 g;
437 Etoxiquim: 5 mg; B.H.A.: 4 mg; Zinco: 5 g; Ferro: 4 g; Manganés: 5,2 g; Cobre: 21,2 mg; lodo: 96,4 mg; Cobalto:21,2 mg; Selénio: 28 mg;
438 Veiculo: 200 g.
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Tabela 2. Médias de perda de peso (PP), gravidade especifica (GE), unidade Haugh (UH), indice de gema (1G),
coloracdo da gema (CG) e espessura de casca (EC) de ovos de poedeiras alimentadas com diferentes niveis de
FLMSN estocados em diferentes periodos.

Niveis (%) PP (%) GE (g/cm?®) UH IG CG EC (mm)
0 1,173 1,081 56,02 0,3488 6,29 0,371
3 1,053 1,083 56,41 0,3479 6,48 0,376
6 1,063 1,083 53,07 0,3500 6,60 0,379
9 1,044 1,083 56,03 0,3508 6,43 0,376
Tempo (dias)
0 0,000 1,095 99,20 0,4571 7,01 0,377
7 0,784 1,087 59,59 0,3771 6,76 0,377
14 1,268 1,081 30,84 0,2950 5,60 0,379
21 2,279 1,066 31,90 0,2683 6,04 0,369
P-valor
N 0,0065 0,0478 0,3066 0,896 0,2014 0,2597
T <2e-16 <2e-16 <2e-16 <2e-16 4,45e-12 0,0726
NxT 0,0889 0,5096 0,0256* 0,265 0,0127* 0,8808

Tabela 3. Desdobramento da interacéo entre niveis de incluséo da farinha de larvas de mosca de soldado negro e
tempo de armazenamento para unidade Haugh.

fvel 0,
'23225)0 . 3N|veIS (A;) s Equacédo de regresséo n:%?;?o R?
0 98,21 99,85 100,26 98,47 NS - -
7 56,36 60,92 61,87 59,22 NS - -
14 33,34 28,08 25,78 36,16 Y = 33,8223 — 3,7042x + 4,26 0,930
X 0,4344x?
21 36,17 36,80 24,38 30,27 Y = 36,4193 — 1,0038x - 0,447

NS = ndo significativo

Tabela 4. Desdobramento da intera¢do entre niveis de inclusdo da FLMSN e tempo de armazenamento sobre a
coloracdo da gema de ovos.

Tempo Niveis (%) Ponto

(dias) 0 3 5 9 Equagcdo de regressdo méaximo R?
0 6,78 7,11 7,28 6,89 NS - -
7 6,78 6,56 6,89 6,83 NS - -
14 5,39 6,40 6,39 5,72 Y =5,4042 + 0,4505x — 0,0463x? 4,87 0,991
21 6,22 5,84 5,83 6,28 NS - -

NS = ndo significativo
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469 Tabela 5. Médias de porcentagem de albuimen (PA), gema (PG) e casca (PC) de ovos de poedeiras alimentadas

470  com niveis de FLMSN estocados em diferentes periodos de armazenamento.

Niveis (%) PA (%) PG (%) PC (%)
0 62,65 27,73 9,62
3 62,19 27,99 9,81
6 62,35 27,87 9,78
9 61,27 28,81 9,91
Tempo (dias)
0 64,30 26,03 9,67
7 62,45 27,69 9,86
14 61,16 28,95 9,89
21 60,56 29,73 9,71
P-valor
N 0,002 0,006 0,051
T 0,000 0,000 0,084
NxT 0,986 0,966 0,990
471
472
473

474  Tabela 6. Médias de pH de albimen e gema de ovos de poedeiras alimentadas com niveis de FLMSN estocados

475 em diferentes periodos.

Niveis (%) pH albimen pH gema
0 9,12 6,00
3 9,17 6,00
6 9,14 5,98
9 9,17 6,00
Tempo (dias)
0 8,11 5,91
7 9,45 5,97
14 9,44 6,02
21 9,60 6,08
P-valor
N 0,128 0,672
T <2e-16 <2e-13
NxT 0,727 0,270
476
477
478
479

480
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9. Consideracdes finais

A farinha de larvas de mosca de soldado negro, ndo desengordurada pode ser utilizado
como alimento alternativo para poedeiras com incluséo de até 9% sem alterar o desempenho e
resposta imune humoral sérica e na gema de ovos. Em relagdo a qualidade de ovos
armazenados, a unidade Haugh e coloragdo da gema foram preservados por mais tempo e
quanto ao sabor, ndo ha diferenca sensorial.

Mediante o assunto ser recente na nutricdo animal, ainda ha necessidade de estudar
outros niveis e também formas de processamento da farinha (ndo desengordura e
desengordura) para que 0s nutrientes como a quitina, presente neste ingrediente possa
expressar mais os resultados podendo melhorar a satde dos animais e consequentemente obter

um melhor desempenho e qualidade dos ovos.
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ANEXO C - NORMAS PARA PUBLICACAO NO PERIODICO POULTRY SCIENCE

Manuscript format and structure/style

General

Papers must be written in English. The text and all supporting materials must use American
spelling and usage as given in The American Heritage Dictionary, Webster’s Third New
International Dictionary, or the Oxford American English Dictionary. Authors should follow
the style and form recommended in Scientific Style and Format: The CSE Manual for
Authors, Editors, and Publishers. 2006. 7th ed. Style Manual Committee, Council of Science
Editors, Reston, VA.

Preparing the Manuscript File

Manuscripts should be typed double-spaced, with lines and pages numbered consecutively,
using Times New Roman font at 12 points. All special characters (e.g., Greek, math, symbols)
should be inserted using the symbols palette available in this font. Complex math should be
entered using MathType from Design Science (www.dessci.com). Tables and figures should

be placed in separate sections at the end of the manuscript (not placed within the text).

Headings

Major Headings: Major headings are centered (except ABSTRACT), all capitals, boldface,
and consist of ABSTRACT, INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS,
RESULTS, DISCUSSION (or RESULTS AND DISCUSSION), ACKNOWLEDGMENTS
(optional), APPENDIX (optional), and REFERENCES.

First Subheadings: First subheadings are placed on a separate line, begin at the left margin,
the first letter of all important words is capitalized, and the headings are boldface and italic.

Text that follows a first subheading should be in a new paragraph.

Second Subheadings: Second subheadings begin the first line of a paragraph. They are


http://www.dessci.com/en/
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indented, boldface, italic, and followed by a period. The first letter of each important word
should be capitalized. The text follows immediately after the final period of the subheading.

Title Page

The title page shall begin with a running head (short title) of not more than 45 characters. The
running head is centered, is in all capital letters, and shall appear on the top of the title page.
No abbreviations should be used. The title of the paper must be in boldface; the first letter of
the article title and proper names are capitalized, and the remainder of the title is lowercase.
The title must not have abbreviations.

Under the title, names of authors should be typed (first name or initial, middle initial, last
name). Affiliations will be footnoted using the following symbols:*, §, i, §, #, ||, and be
placed below the author names. Do not give authors’ titles, positions, or degrees. Numbered
footnotes may be used to provide supplementary information, such as present address,
acknowledgment of grants, and experiment station or journal series number. The
corresponding author should be indicated with a numbered footnote (e.g., Corresponding
author: name@university.edu).

Note that there is no period after the corresponding author’s e-mail address. The title page
shall include the name and full address of the corresponding author. Telephone numbers and
e-mail address must also be provided. The title page must indicate the appropriate scientific
section for the paper (i.e., Animal Well-Being and Behavior; Genetics and Genomics;
Immunology, Health and Disease; Metabolism and Nutrition; Molecular and Cellular
Biology; Physiology and Reproduction; Processing and Products; Microbiology and Food
Safety; Management and Production).

Abbreviations

Author-derived abbreviations should be defined at first use in the abstract and again in the
body of the manuscript. The abbreviation will be shown in bold type at first use in the body of
the manuscript. Refer to the Miscellaneous Usage Notes for more information on

abbreviations.


mailto:name@university.edu
https://academic.oup.com/ps/pages/Miscellaneous_Usage_Notes
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Abstract

The Abstract disseminates scientific information through abstracting journals and through
convenience for the readers. The Abstract, consisting of not more than 325 words, appears at
the beginning of the manuscript with the word ABSTRACT without a following period. It
must summarize the major objectives, methods, results, conclusions, and practical
applications of the research. The Abstract must consist of complete sentences and use of
abbreviations should be limited. References to other work and footnotes are not permitted.

The Abstract and Key Words must be on a separate sheet of paper.

Key Words

The Abstract shall be followed by a maximum of five key words or phrases to be used for
subject indexing. These should include important words from the title and the running head
and should be singular, not plural, terms (e.g., broiler, not broilers). Key words should be

formatted as follows: Key words: . . .

Introduction

The Introduction, while brief, should provide the reader with information necessary for
understanding research presented in the paper. Previous work on the topic should be

summarized, and the objectives of the current research must be clearly stated.

Materials and Methods

All sources of products, equipment, and chemicals used in the experiments must be specified
parenthetically at first mention in text, tables, and figures [i.e., (model 123, ABC Corp.,
Provo, UT)]. Model and catalog numbers should be included. Information shall include the
full corporate name (including division, branch, or other subordinate part of the corporation, if
applicable), city, and state (country if outside the United States), or Web address. Street
addresses need not be given unless the reader would not be able to determine the full address
for mailing purposes easily by consulting standard references. Age, sex, breed, and strain or
genetic stock of animals used in the experiments shall be specified. Animal care guidelines

should be referenced if appropriate. Papers must contain analyzed values for those dietary
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ingredients that are crucial to the experiment. Papers dealing with the effects of feed additives
or graded levels of a specific nutrient must give analyzed values for the relevant additive or
nutrient in the diet(s). If products were used that contain different potentially active
compounds, then analyzed values for these compounds must be given for the diet(s).
Exceptions can only be made if appropriate methods are not available. In other papers,
authors should state whether experimental diets meet or exceed the National Research
Council (1994) requirements as appropriate. If not, crude protein and metabolizable energy
levels should be stated. For layer diets, calcium and phosphorus contents should also be
specified.

When describing the composition of diets and vitamin premixes, the concentration of

vitamins A and E should be expressed as 1U/kg on the basis of the following equivalents:

Vitamin A

11U = 0.3 pg of all-trans retinol
11U = 0.344 ug of retinyl acetate
11U = 0.552 ug of retinyl palmitate
11U = 0.60 pg of B-carotene

Vitamin E

11U =1 mg of dl-a-tocopheryl acetate
11U = 0.91 mg of dl-a-tocopherol
11U = 0.67 mg of d-a-tocopherol

In the instance of vitamin D3, cholecalciferol is the acceptable term on the basis that 1 U of
vitamin D3 = 0.025 ug of cholecalciferol. The sources of vitamins A and E must be specified

in parentheses immediately following the stated concentrations.

Statistical Analysis: Biology should be emphasized, but the use of incorrect or inadequate
statistical methods to analyze and interpret biological data is not acceptable. Consultation with
a statistician is recommended. Statistical methods commonly used in the animal sciences need

not be described in detail, but adequate references should be provided.

The statistical model, classes, blocks, and experimental unit must be designated. Any

restrictions used in estimating parameters should be defined. Reference to a statistical package
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without reporting the sources of variation (classes) and other salient features of the analysis,
such as covariance or orthogonal contrasts, is not sufficient. A statement of the results of
statistical analysis should justify the interpretations and conclusions. When possible, results of
similar experiments should be pooled statistically. Do not report a number of similar
experiments separately. The experimental unit is the smallest unit to which an individual

treatment is imposed.

For group-fed animals, the group of animals in the pen is the experimental unit; therefore,
groups must be replicated. Repeated chemical analyses of the same sample usually do not
constitute independent experimental units. Measurements on the same experimental unit over
time also are not independent and must not be considered as independent experimental units.

For analysis of time effects, use time-sequence analysis.

Usual assumptions are that errors in the statistical models are normally and independently
distributed with constant variance. Most standard methods are robust to deviations from these

assumptions, but occasionally data transformations or other techniques are helpful.

For example, it is recommended that percentage data between 0 and 20 and between 80 and
100 be subjected to arc sin transformation prior to analysis. Most statistical procedures are
based on the assumption that experimental units have been assigned to treatments at random.
If animals are stratified by ancestry or weight or if some other initial measurement should be
accounted for, they should include a blocking factor, or the initial measurement should be

included as a covariate.

A parameter [mean (p), variance (c2)], which defines or describes a population, is estimated
by a statistic (X, s2). The term parameter is not appropriate to describe a variable,

observation, trait, characteristic, or measurement taken in an experiment.

Standard designs are adequately described by name and size (e.g., “a randomized complete
block design with 6 treatments in 5 blocks”). For a factorial set of treatments, an adequate
description might be as follows: “Total sulfur amino acids at 0.70 or 0.80% of the diet and
Lys at 1.10, 1.20, or 1.30% of the diet were used in a 2 x 3 factorial arrangement in 5

randomized complete blocks consisting of initial BW.” Note that a factorial arrangement is
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not a design; the term “design” refers to the method of grouping experimental units into

homogeneous groups or blocks (i.e., the way in which the randomization is restricted).

Standard deviation refers to the variability in a sample or a population. The standard error
(calculated from error variance) is the estimated sampling error of a statistic such as the
sample mean. When a standard deviation or standard error is given, the number of degrees of
freedom on which it rests should be specified. When any statistical value (as mean or
difference of 2 means) is mentioned, its standard error or confidence limit should be given.
The fact that differences are not “statistically significant” is no reason for omitting standard

errors. They are of value when results from several experiments are combined in the future.

They also are useful to the reader as measures of efficiency of experimental techniques. A
value attached by “+” to a number implies that the second value is its standard error (not its
standard deviation). Adequate re-porting may require only 1) the number of observations, 2)
arithmetic treatment means, and 3) an estimate of experimental error. The pooled standard
error of the mean is the preferred estimate of experimental error. Standard errors need not be
presented separately for each mean unless the means are based on different numbers of
observations or the heterogeneity of the error variance is to be emphasized. Presenting

individual standard errors clutters the presentation and can mislead readers.

For more complex experiments, tables of subclass means and tables of analyses of variance or
covariance may be included. When the analysis of variance contains several error terms, such
as in split-plot and repeated measures designs, the text should indicate clearly which mean
square was used for the denominator of each F statistic. Unbalanced factorial data can present
special problems. Accordingly, it is well to state how the computing was done and how the
parameters were estimated. Approximations should be accompanied by cautions concerning

possible biases.

Contrasts (preferably orthogonal) are used to answer specific questions for which the
experiment was designed; they should form the basis for comparing treatment means.
Nonorthogonal contrasts may be evaluated by Bonferroni t statistics. The exact contrasts
tested should be described for the reader. Multiple-range tests are not appropriate when
treatments are orthogonally arranged. Fixed-range, pairwise, multiple-comparison tests should

be used only to compare means of treatments that are unstructured or not related. Least
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squares means are the correct means to use for all data, but arithmetic means are identical to
least squares means unless the design is unbalanced or contains missing values or an
adjustment is being made for a covariate. In factorial treatment arrangements, means for main
effects should be presented when important interactions are not present. However, means for
individual treatment combinations also should be provided in table or text so that future
researchers may combine data from several experiments to detect important interactions. An
interaction may not be detected in a given experiment because of a limitation in the number of

observations.

The terms significant and highly significant traditionally have been reserved for P < 0.05 and
P < 0.01, respectively; however, reporting the P-value is preferred to the use of these terms.
For example, use “. . . there was a difference (P < 0.05) between control and treated samples”
rather than “. . . there was a significant (P < 0.05) difference between control and treated
samples.” When available, the observed significance level (e.g., P = 0.027) should be
presented rather than merely P < 0.05 or P < 0.01, thereby allowing the reader to decide what
to reject. Other probability (o)) levels may be discussed if properly qualified so that the reader
is not misled. Do not report P-values to more than 3 places after the decimal. Regardless of
the probability level used, failure to reject a hypothesis should be based on the relative con-
sequences of type I and II errors. A “nonsignificant” relationship should not be interpreted to
suggest the absence of a relationship. An inadequate number of experimental units or
insufficient control of variation limits the power to detect relationships. Avoid the ambiguous
use of P > 0.05 to declare nonsignificance, such as indicating that a difference is not
significant at P > 0.05 and subsequently declaring another difference significant (or a
tendency) at P < 0.09. In addition, readers may incorrectly interpret the use of P > 0.05 as the

probability of a  error, not an a error.

Present only meaningful digits. A practical rule is to round values so that the change caused
by rounding is less than one-tenth of the standard error. Such rounding increases the variance
of the reported value by less than 1%, so that less than 1% of the relevant information
contained in the data is sacrificed. Significant digits in data reported should be restricted to 3
beyond the decimal point, unless warranted by the use of specific methods.
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Results and Discussion

Results and Discussion sections may be combined, or they may appear in separate sections. If
separate, the Results section shall contain only the results and summary of the author’s
experiments; there should be no literature comparisons. Those comparisons should appear in
the Discussion section. Manuscripts reporting sequence data must have GenBank accession
numbers prior to submitting. One of the hallmarks for experimental evidence is repeatability.
Care should be taken to ensure that experiments are adequately replicated. The results of
experiments must be replicated, either by replicating treatments within experiments or by
repeating experiments.

Acknowledgments

An Acknowledgments section, if desired, shall follow the Discussion section.
Acknowledgments of individuals should include affiliations but not titles, such as Dr., Mr., or

Ms. Affiliations shall include institution, city, and state.

Appendix

A technical Appendix, if desired, shall follow the Discussion section or Acknowledgments, if
present. The Appendix may contain supplementary material, explanations, and elaborations
that are not essential to other major sections but are helpful to the reader. Novel computer
programs or mathematical computations would be appropriate. The Appendix will not be a

repository for raw data.

References

Citations in Text: In the body of the manuscript, refer to authors as follows: Smith and Jones
(1992) or Smith and Jones (1990, 1992). If the sentence structure requires that the authors’
names be included in parentheses, the proper format is (Smith and Jones, 1982; Jones,
1988a,b; Jones et al., 1993). Where there are more than two authors of one article, the first
author’s name is followed by the abbreviation et al. More than one article listed in the same
sentence of text must be in chronological order first, and alphabetical order for two
publications in the same year. Work that has not been accepted for publication shall be listed

in the text as: “J. E. Jones (institution, city, and state, personal communication).” The author’s
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own un- published work should be listed in the text as “(J. Smith, unpublished data).”
Personal communications and un- published data must not be included in the References
section.

References Section: To be listed in the References section, papers must be published or
accepted for publication. Manuscripts submitted for publication can be cited as “personal

communication” or “unpublished data” in the text.

Citation of abstracts, conference proceedings, and other works that have not been peer
reviewed is strongly discouraged unless essential to the paper. Abstract and proceedings
references are not appropriate citations in the Materials and Methods section of a paper.
In the References section, references shall first be listed alphabetically by author(s)’ last
name(s), and then chronologically. The year of publication follows the authors’ names. As
with text citations, two or more publications by the same author or set of authors in the same
year shall be differentiated by adding lowercase letters after the date.

The dates for papers with the same first author that would be abbreviated in the text as et al.,
even though the second and subsequent authors differ, shall also be differentiated by letters.
All authors’ names must appear in the Reference section. Journals shall be abbreviated
according to the conventional 1SO abbreviations given in journals database of the National
Library of Medicine. One-word titles must be spelled out. Inclusive page numbers must be
provided. Sample references are given below. Consult recent issues of Poultry Science for
examples not included below.

Article:

Bagley, L. G., and V. L. Christensen. 1991. Hatchability and physiology of turkey embryos
incubated at sea level with in- creased eggshell permeability. Poult. Sci. 70:1412-1418.

Bagley, L. G., V. L. Christensen, and R. P. Gildersleeve. 1990. Hematological indices of
turkey embryos incubated at high altitude as affected by oxygen and shell permeability. Poult.
Sci. 69:2035-2039.

Witter, R. L., and I. M. Gimeno. 2006. Susceptibility of adult chickens, with and without prior
vaccination, to challenge with Marek’s disease virus. Avian Dis. 50:354-365.

doi:10.1637/7498-010306R.1



116

Book:

Metcalfe, J., M. K. Stock, and R. L. Ingermann. 1984. The effects of oxygen on growth and
development of the chick embryo. Pages 205-219 in Respiration and Metabolism of
Embryonic Vertebrates. R. S. Seymour, ed. Dr. W. Junk, Dordrecht, the Netherlands.

National Research Council. 1994. Nutrient Requirements of Poultry. 9th rev. ed. Natl. Acad.
Press, Washington, DC.

Federal Register:

Department of Agriculture, Plant and Animal Health Inspection Service. 2004. Blood and
tissue collection at slaughtering and rendering establishments, final rule. 9CFR part 71. Fed.
Regis. 69:10137-10151.

Other:
Choct, M., and R. J. Hughes. 1996. Long-chain hydrocarbons as a marker for digestibility
studies in poultry. Proc. Aust. Poult. Sci. Symp. 8:186. (Abstr.)

Dyro, F. M. 2005. Arsenic. WebMD. Accessed Feb. 2006.
http://www.emedicine.com/neuro/topic2
0.htm.

El Halawani, M. E., and I. Rosenboim. 2004. Method to enhance reproductive performance in

poultry. Univ. Minnesota, as- signee. US Pat. No. 6,766,767.

Hruby, M., J. C. Remus, and E. E. M. Pierson. 2004. Nutritional strategies to meet the
challenge of feeding poultry without antibiotic growth promotants. Proc. 2nd Mid-Atlantic
Nutr. Conf.,

Timonium, MD. Univ. Maryland, College Park. Luzuriaga, D. A. 1999. Application of
computer vision and electronic nose technologies for quality assessment of color and odor of

shrimp and salmon. PhD Diss. Univ. Florida, Gainesville.
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Peak, S. D., and J. Brake. 2000. The influence of feeding program on broiler breeder male
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ANEXO D - NORMAS PARA PUBLICACAO NO PERIODICO ASIAN-
AUSTRALASIAN JOURNAL OF ANIMAL SCIENCES

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Asian-Australasian Journal of Animal Sciences (AJAS) is the official journal of the Asian-
Australasian Association of Animal Production Societies (AAAP). Anyone who would like to
submit a manuscript is advised to carefully read the aims and scope section of this journal.
Manuscripts submitted to AJAS should be prepared according to the following instructions.
For issues not addressed in these instructions, the author is referred to the International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) “Recommendations for the Conduct,
Reporting, Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical Journals”
(http://www.icmje.org).

AIMS AND SCOPE

AJAS aims to publish original and cutting-edge research results and reviews on animal-related aspects
of the life sciences. Emphasis will be placed on studies involving farm animals such as cattle,
buffaloes, sheep, goats, pigs, horses, and poultry. Studies for the improvement of human health using
animal models may also be publishable. AJAS will encompass all areas of animal production and
fundamental aspects of animal sciences: breeding and genetics, reproduction and physiology, nutrition,
meat and milk science, biotechnology, behavior, welfare, health, and livestock farming systems. AJAS
is subdivided into 10 sections.

Animal Breeding and Genetics: quantitative and molecular genetics, genomics, genetic evaluation,
evolution of domestic animals, and bioinformatics

Animal Reproduction and Physiology: physiology of reproduction, development, growth, lactation,
and exercise; and gamete biology

Ruminant Nutrition and Forage Utilization: rumen microbiology and function, ruminant nutrition,
physiology and metabolism, and forage utilization

Swine Nutrition and Feed Technology: swine nutrition and physiology; evaluation of feeds, feed
additives, and feed processing technology

Poultry and Laboratory Animal Nutrition: nutrition and physiology of poultry and other non-ruminant
animals

Animal Products: milk and meat science, muscle biology, product composition, food safety, food
security, and functional foods

Animal Biotechnology: molecular nutrition, transgenic animals, identification and manipulation of
genes
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Animal Health: immune modulation, infection and immunity, stress responses, vaccines and
therapeutics, and animal models

Animal Behavior and Welfare: social and sexual behavior, adaptation, and animal welfare
Environment and Management: livestock waste management, livestock and environment, and
livestock farming systems.

COPYRIGHTS AND CREATIVE COMMONS ATTRIBUTION LICENSE

A submitted manuscript, when published, will become the property of the journal. Copyrights of all
published materials are owned by AAAP. The Creative Commons Attribution License available
from: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ is also in effect.

1. Authorship

Authorship credit should be based on (1) substantial contributions to conception and design,
acquisition of data, and/or analysis and interpretation of data; (2) drafting the article or revising it
critically for important intellectual content; (3) final approval of the version to be published; and (4)
agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the
accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved. Every author
should meet all of these four conditions. After the initial submission of a manuscript, any changes
whatsoever in authorship (adding author(s), deleting author(s), or re-arranging the order of authors)
must be explained by a letter to the editor from the authors concerned. This letter must be signed by all

authors of the paper. Copyright assignment must also be completed by every author.

e  Corresponding author and first author: AJAS allows a multiple corresponding authorship
(maximum two) for one article. Only one author should correspond with the editorial office for one
article. AJAS accepts notice of equal contribution for the first author when the study was clearly
performed by co-first authors (maximum two).

e  Correction of authorship after publication: AJAS does not correct authorship after final
acceptance unless a mistake has been made by the editorial staff. Authorship may be changed before
final acceptance when the authorship correction is requested by all of the authors involved with the
manuscript.

2. Originality, Plagiarism, and Duplicate Publication

Submitted manuscripts must not have been previously published and not be under consideration for
publication elsewhere. No part of the accepted manuscript should be duplicated in any other scientific
journal without the permission of the editorial board of AJAS. Submitted manuscripts are screened for

possible plagiarism or duplicate publication by CrossCheck upon receipt by the journal. If plagiarism
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or duplicate publication related to the papers of this journal is detected, the manuscripts may be
rejected, the authors will be announced in the journal, and their institutions will be informed. There
will also be penalties for the authors. A letter of permission is required for any and all material that has
been published previously. It is the responsibility of the author to request permission from the
publisher for any material that is being reproduced. This requirement applies to text, figures, and
tables.

3. Secondary Publication

It is possible to republish manuscripts if they satisfy the conditions of secondary publication of the

ICMJE Recommendations (http://www.icmje.org/urm_main.html).

4. Conflict of Interest Statement

The corresponding author must inform the editor of any potential conflicts of interest that could
influence the authors’ interpretation of the data. Examples of potential conflicts of interest are
financial support from or connections to companies, political pressure from interest groups, and
academically related issues. In particular, all sources of funding applicable to the study should be
explicitly stated.

5. Care and Use of Animals

All animal experiments should be reviewed by the Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC) for the care and use of animals. The manuscript must include a statement of IACUC
compliance that should appear as the first item in the Methods section. If necessary, the editor or
reviewers may request copies of these documents to resolve questions about IACUC approval and
study conduct. AJAS retains the right to reject any manuscript on the basis of unethical conduct or

misconduct of animal studies.

6. Process for Managing Research and Publication Misconduct

When the journal faces suspected cases of research and publication misconduct such as redundant
(duplicate) publication, plagiarism, fraudulent or fabricated data, changes in authorship, an
undisclosed conflict of interest, ethical problems with a submitted manuscript, complaints against
editors, and so on, the resolution process will follow the flowchart provided by the Committee on

Publication Ethics (http://publicationethics.org/resources/flowcharts). The discussion and decision on

the suspected cases will be carried out by ethics committee of AJAS.
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7. Editorial Responsibilities

The editorial board will continuously work to monitor and safeguard publication ethics: guidelines for
retracting articles; maintenance of the integrity of the academic record; preclusion of business needs
from compromising intellectual and ethical standards; publishing corrections, clarifications,
retractions, and apologies when needed; and excluding plagiarism and fraudulent data. The editors
maintain the following responsibilities: responsibility and authority to reject and accept articles;
avoiding any conflict of interest with respect to articles they reject or accept; promoting publication of

corrections or retractions when errors are found; and preservation of the anonymity of reviewers.

SUBMISSION AND PEER REVIEW PROCESS

1. Submission

All manuscripts should be submitted via the AJAS e-submission system (http://submit.ajas.info/). If

there are difficulties, authors should contact the editorial office
(http://submit.ajas.info/community/contact/).

2. Peer Review/Revision Process

The suitability of papers for publication in AJAS is judged by the members of the editorial board. The
editor-in-chief has full responsibility for the papers submitted, which are evaluated in the order
received. At the initial stage, the editor-in-chief may ask the associate editors to evaluate submitted
papers for suitability for further review. Each paper that is deemed suitable will be evaluated by at
least two members of the editorial board or other scientifically qualified reviewers. The editor-in-chief
handles all correspondence with the author and makes the final decision as to whether the paper is

recommended for acceptance or rejection, or needs to be returned to the author for revision.

A reviewer may not be from the same institution as the author. Reviewers should examine the paper
and return it with their report to the editor-in-chief as soon as possible, usually within 3 weeks. The
identity and the report of the reviewers are made known to the editor-in-chief, but only the anonymous
report is routinely sent to the author. The anonymity of the reviewers is preserved unless it is desired

otherwise by all parties involved.

The reviewer recommends acceptance, acceptance after revision, resubmission after revision, or
rejection. If both reviewers recommend acceptance or rejection, the decision stands. When their

opinions differ, then the editor-in-chief may ask a third reviewer or associate editor to decide on the
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acceptance or rejection of that paper. The editor-in-chief may have to decide whether to accept or
reject a manuscript for which review reports are overdue if the review process has not been completed

within 2 months.

Papers needing revision will be returned to the corresponding author, and the author must return the
revised manuscript to the editor-in-chief within 4 weeks; otherwise, the author will be notified that the
paper has been withdrawn. The editor-in-chief may send the revised manuscript to associate editors to
examine whether the manuscript has been revised as suggested by the reviewers. If a paper is not
suitable for publication, the corresponding author will be notified with a statement of reasons for
rejection. The author may appeal if s/he believes an erroneous or unfair judgement has been made. A
letter to the editor-in-chief presenting reasons why the decision should be reconsidered will be given
due consideration. Most papers that eventually are published are first returned for revision. Common
reasons for requesting revision are failure to follow style and form, lack of clarity or brevity, questions

of fact or theory, poor organization of tabular material, and poor English.

MANUSCRIPT PREPARATION

1. General Requirements

The manuscript must be double-spaced in Times New Roman font (size 10). All pages
should be numbered consecutively in the top right hand corner, beginning with the title page.
The lines on all pages, including those pages for references and figure legends, must be
numbered consecutively in the left margin, beginning with number one at the top of the title
page. A 2.5 cm margin on both sides of the page is desirable.

Weights and measures must be expressed in the Sl unit (metric) system and temperatures in
the Celsius (centigrade) scale.

Tables, double-spaced, should be as few and as simple as is feasible. Each table should be
on a separate sheet.

The legends for figures should be typed on a separate sheet. Photographs should be
carefully prepared so that a clear image can be printed.

Manuscripts will be edited in the order received, and accepted papers will be published in the
order submitted if at all possible.

Authors whose native language is not English are strongly encouraged to have their
manuscripts proofread prior to submission.

Authors must declare any financial support or relationships that may pose a conflict of
interest.

Manuscript preparation is different according to the publication type, including Original Articles,
Reviews, Technical Notes, Editorials, Book Reviews, and Correspondence. Other types may also be
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negotiated with the editorial board of AJAS.

2. Original Articles

Original Articles are reports of basic investigations. Although there is no limitation on the length of
the manuscripts, the editorial board may abridge excessive illustrations and large tables. The
manuscript for an Original Article should be organized in the following sequence: title page, abstract,
keywords, main text (introduction, materials and methods, results, and discussion), implications
(optional), acknowledgments (optional), references, tables, and figure legends. The figures may be
submitted as separate files.

1) Title page

The following items should be included on the title page: (a) the title of the manuscript, (b) author list,
(c) each author’s affiliation and e-mail, (d) the name, e-mail, and telephone number of the
corresponding author, (e) when applicable, the source of any research funding and a list of where and
when the study has been presented in part elsewhere, and (f) a running title of fewer than 45
characters.

The title of the manuscript should be typed in bold-faced print using both upper and lower case letters
and set in the center of the page. Although the title should be as brief as possible, it is recommended to
include the animal species involved in the research when applicable. Abbreviations are not permitted
in the title.
Full names of all authors should be provided with the family name in italics. Indications of
professorial rank or other professional titles should not be used. Naming an author on a paper implies
that the person named is aware of the research reported and agrees with and accepts responsibility for
any results or conclusions reported.

The address of the institution where the research was conducted should include the name of the
institution, city, zip code, and country. If the affiliation is different from the first author, the authors
should be marked “1,” “2,” “3,” and so forth in Arabic numerals, which should appear in superscript at

the top right-hand corner of the author’s name and at the beginning of each affiliation.

2) Abstract

A structured abstract is required for original articles and an unstructured one for reviews papers.
The abstract, consisting of no more than 300 words, appears on a separate page following the title
page. The abstract should summarize pertinent results in a brief but understandable form. A structured
abstract should contain Objective (purpose/background), Methods, Results, and Conclusion sections.
An unstructured abstract should be one paragraph without sections. References should never be cited
in the abstract. Abbreviations that appear in the abstract that are not included in the standard
abbreviation listing (Appendix 2) must be defined before they are first used.
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3) Keywords

At the end of the abstract, up to six keywords that best describe the nature of the research should be
listed. The term "Keywords" should appear in bold followed by a colon. The first letter of each
keyword is capitalized and keywords are separated by semicolon. Keywords should include the animal
species, variables tested, and the major response criteria. Keywords must be selected from the CAB
Thesaurus (available from http://www.cabi.org/cabthesaurus/).

4) Headings

The article’s major headings (Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion [or Results
and Discussion], and References) appear in roman bold-faced type. First subheadings appear at the left
margin on a separate line in bold-faced print, are not followed by punctuation, and only the first word
is capitalized. First subheadings are used when subsections consist of several paragraphs. Second
subheadings appear at the beginning of the first line of a paragraph. They are italicized and do not
require labeling (a, b, c, etc.).

5) Introduction

The introduction starts on a new page following the abstract. The introduction briefly justifies the
research and specifies the hypotheses to be tested. Extensive discussion of relevant literature should be
included in the discussion of results, not in the introduction. To minimize length and avoid
redundancy, generally no more than three references should be cited to support a specific concept.

6) Materials and Method

e  All animal experiments should be reviewed by IACUC for the care and use of animals. If
specimens from human subjects were used in research, the authors must certify that the approval of the
research from an appropriate IRB was obtained. The manuscript must include a statement of IACUC
or IRB compliance or exemption in this section.

e  Aclear description or original reference is required for all biological, analytical, and statistical
procedures used in the experiment. All modifications of procedures must be explained. Diets, animals
(breed, sex, age, body weight, and weighing conditions [i.e., with or without restriction of feed and/or
water]), surgical techniques, measurements, and statistical models should be described clearly and
fully. Brand names and company names and locations for all substances and equipment referred to in
the text should be included in parentheses within the text, not in footnotes.

Statistics: Biology should be emphasized, but the use of incorrect or inadequate statistical methods to analyze
and interpret biological data is not acceptable. Consultation with a statistician is recommended. Statistical
methods commonly used in the area of animal sciences need not be described in detail, but adequate references
should be provided. The statistical model, classes, blocks, and experimental unit must be designated. Any
restrictions used in estimating parameters should be defined. Reference to a statistical package without reporting
the sources of variation (classes) and other salient features of the analysis, such as covariance or orthogonal
contrasts, is not sufficient. A statement of the results of statistical analysis should justify the interpretations and
conclusions.


http://www.cabi.org/cabthesaurus/

125

7) Results

Results should be presented in tabular form when feasible. The text should explain or elaborate on the
tabular data, but numbers should not be repeated extensively within the text. Sufficient data, all with
some index of variation attached, should be presented to allow the readers to interpret the results of the
experiment. The discussion may be combined with the results in one section if desired.

8) Discussion

The discussion, whether in a separate section or combined with the results, should interpret the results
clearly and concisely in terms of biological mechanisms and should integrate with the research
findings of other studies to provide the readers with a broad base for understanding whether the
hypotheses tested were accepted or rejected.

9) Implications (optional)

This section, consisting of no more than 100 words in one paragraph, follows the discussion and
should explain in lay terms, without abbreviations, acronyms, or citations, what the findings of this
research imply for animal production and/or biology. Though some speculation is permitted, this
section should also caution the reader against overextrapolation of results. For manuscripts with direct
applications, this section will consist of an interpretive summary.

10) References

In the text, references should be cited with Arabic numerals in brackets, numbered in the order cited.
In the references section, the references should be numbered and listed in order of appearance in the
text. The number of references is limited to 30 for Original Articles. All authors of a cited work should
be listed if there are six or fewer authors. The first three authors should be listed followed by “et al.” if
there are more than six authors. If a reference has a digital object identifier (DOI), it should be
supplied. Non-published findings and personal communications should not be included in the list of
references. Journals titles shall be abbreviated according to the conventional 1SO abbreviations used
by PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals). A short list of journal title

abbreviations is provided in Appendix 1. Sample references are given below. Other types of references
not described below should follow The NLM Style Guide for Authors, Editors, and
Publishers (http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine).

Sample References

(Journal Articles)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine
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1. Seo D, Bhuiyan MS, Sultana H, Heo JM, Lee JH. Genetic diversity analysis of South and East
Asian duck populations using highly polymorphic microsatellite markers. Asian-Australas J Anim Sci
2016;29:471-8.

2. Tizioto PC, Coutinho LL, Mourdo GB, et al. Variation in myogenic differentiation 1 mMRNA
abundance is associated with beef tenderness in Nelore cattle. Anim Genet 2016 Mar 30

[Epub]. http://dx.doi.org/10.1111/age.12434

3. Krehbiel CR, Cranston JJ, McCurdy MP. An upper limit for caloric density of finishing diets. J
Anim Sci 2006;84 Suppl:E34-49.

4. Mahan DC, Weaver EM, Russell LE. Improved postweaning pig performance by adding NaCl or
HCI to diets containing animal plasma [abstract]. J Anim Sci 1996;74(Suppl 1):58.

(Books and Book Chapters)

5. Field TG, Taylor RE. Scientific farm animal production: an introduction to animal science. 11th
ed. Upper Saddle River, NJ: Pearson Prentice Hall; 2015.

6. Committee on Nutrient Requirements of Swine, National Research Council. Nutrient requirements
of swine. 11th ed. Washington, DC: National Academy Press; 2012.

7. Latimer GW; AOAC International. Official methods of analysis of AOAC International. 19th ed.
Gaithersburg, MD: AOAC International; 2012.

8. Preston ND, Daszak P, Colwell RR. The human environment interface: applying ecosystem
concepts to health. In: Mackenzie JS, Jeggo M, Daszak P, Richt JA, editors. One health: the human-
animal-environment interfaces in emerging infectious diseases. New York: Springer-Verlag; 2013. p.
83-100.

(Web sites)

9. Raosoft. Sample size calculator [Internet]. Raosoft Inc.; c2004 [cited 2016 Apr 1]. Available
from: http://www.raosoft.com/samplesize.html

10. Metagenomics: sequences from the environment [Internet]. Bethesda, MD: National Center for
Biomedical Information; 2006 [cited 2016 Feb 20]. Available
from: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/bv.f cgi?rid=metagenomics.TOC

(Dissertations and Theses)

11. Ha JK. Studies on beneficial and adverse effects of dietary buffers for lambs [dissertation].
Brookings, SD: South Dakota State University; 1981.

12. Yoon CH. Effects of lysine and sodium levels on growth performance, acid-base balance and
lysine-arginine antagonism in broiler chicks [master's thesis]. Seoul, KR: Seoul National University;
1991.
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(Conference Papers)

13. Moss KJ, Greening L. The effect of age and gender on the time taken for horses to learn an operant
task. In: Proceedings of the British Society of Animal Science 2009; 2009 Mar 30-Apr 1; Southport,
UK. Penicuik, UK: British Society of Animal Science; 2009. p. 1.

14. Patrias K. Computer-compatible writing and editing. Interacting with the digital environment:
modern scientific publishing. 46th Annual Meeting of the Council of Science Editors; 2003 May 3-6;
Pittsburgh, PA.

(Research Reports)

15. Page E, Harney JM. Health hazard evaluation report. Cincinnati, OH: National Institute for
Occupational Safety and Health; 2001. Report No.: HETA2000-0139-2824.

11) Tables

Tables are used to present numerical data in a self-explanatory manner. They should be intelligible
without consulting the text and should not duplicate data already given in the text or in illustrations.
Any abbreviation used in a table must be defined in that table. Tables should be double-spaced with
each table on a separate sheet. Tables should appear immediately after the references. The tables
should be paginated in series with the text.

All tables should be cited in the text. Arabic numerals are used to number tables. The table number
(i.e., Table 4.) is typed in bold face followed by a period. The title of the table continues on the same
line with only the first letter capitalized. A period should not appear at the end of the title. Column
headings should have the first letter of each word capitalized while the names of variables are to be
typed with only the first letter capitalized (i.e., Average daily gain).

For numerals less than 1, a zero should be inserted to the left of the decimal point, and if possible,
columns should be center- aligned. If there are no data for a particular entry, a hyphen should be
inserted. If an explanation is necessary, an abbreviation can be used in the body of the table (e.g., ND)
and it should be explained clearly in the footnotes.

References to footnotes in a table are to be specified by superscript numbers, independently for each
table. Superscript letters are used to designate statistical significance. Use a lower case p to indicate
probability values (i.e., p < 0.05).
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Presentation of pooled standard errors, the general basis for statistical comparisons of means, is
recommended when variance is homogeneous. These should be presented in a separate column or row.
Standard errors can be attached to each mean by + signs when variance or SE is heterogeneous (e.g.,
unbalanced experiments or unequal numbers of observations in treatment means). The pooled standard
error is the preferred estimate of experimental error because presenting individual standard errors
tends to clutter up the table.

For diet composition, major ingredient inclusion levels should be presented as a percentage of the total
rather than in grams or kilograms of food.

12) Figures

Figures should be placed at the end of the manuscript with each figure on a separate page. Figure
legends should be typed (double spaced) on a separate page.

Figures should fit in one column (8 cm wide), or full-page width (17 cm wide). A minimum type size
of 8 points (Times New Roman) is recommended so as to be readable in the final publication size.
For tables containing multiple lines, solid, long-dash, short-dash, and dotted lines should be used,
while gray or shaded lines should be avoided. Lines with different symbols for the data points may
also be used to distinguish curves. Unnecessary backgrounds and grid lines should be removed from
graphs. Each axis should have a description and a unit. For bar charts, different fill patterns may be
used if needed (black, white, gray, and stripes). Curves and data points should be identified using the
following symbols (e, o, m, O, ¢, 0, A, A, +, and x). Symbols should be defined in the figure legend
or in a key on the figure.
The preferred file type for figures is JPEG, TIFF, or PPT. If figures are to be reproduced in grayscale
(black and white), they should be submitted as such. If figures are to appear in color in the print
journal, the files must be submitted in CMYK color (not RGB). The minimum resolution is 300 dpi
for color and grayscale figures, and 600 dpi for line art. Photomicrographs must have their
unmagnified size designated either in the caption or with a scale bar on the figure. A legend should be
prepared to provide sufficient information and all abbreviations, and the symbols used in the figure
should be defined in the legend.

3. Other Types of Manuscripts

All other types of manuscripts should meet the abovementioned requirements. For additional
requirements for other types of manuscripts, the following guidelines apply.

1) Reviews
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Reviews are invited by the editor and should be comprehensive analyses of specific topics. They are to
be organized in the same way as an Original Article with an unstructured abstract (300 words
maximum). The number of references is limited to 80.

2) Technical Notes

A Technical Note is used to report a new method, technique, or procedure of interest to AJAS readers.
When possible, a Technical Note should include a comparison of results from the new method with
those from previous ones, using appropriate statistical tests. The advantages and disadvantages of the
new procedure should be discussed. They are to be organized in the same way as an Original Article
with an unstructured abstract (200 words maximum). The length of the text excluding references,
tables, and figures should not exceed 2,500 words. The number of references is limited to 15.

3) Editorials

Editorials are invited by the editor and should be commentaries on articles published recently in the
journal. Editorial topics may include active areas of research, fresh insights, and debates in all fields
considered to be of interest to AJAS readers. Editorials should not exceed 1,000 words, excluding
references, tables, and figures. References should not exceed 5. A maximum of 3 figures including
tables is allowed.

4) Book Reviews
Book Reviews are solicited by the editor. These will cover recently published books considered to be
of interest to AJAS readers. The format is same as that of Editorials.

5) Correspondence

Correspondence (letters to the editor) may be in response to a published article, or a short, free-
standing piece expressing an opinion. Correspondence should be no longer than 1,000 words of text
and 5 references.
In reply: If the Correspondence is in response to a published article, the editor-in-chief may choose to
invite the article’s authors to write a Correspondence Reply. Replies by authors should not exceed

1,000 words of text and 10 references.

4. Use of Numbers
The following rules address the formatting of numbers:

o Numbers one through nine should be spelled out and numerals be used for 10 and above.

e Arabic numerals should be used with abbreviated units of measure: 2 g, 5 d, $4.00, 3%, and
numerical designations in the text: exp 1, group 3, etc.
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o Arabic numerals should be used to express times and dates: 08:00 h, 3 Sept. 1985, etc.

e In aseries using some numbers less than 10 and some more than 10, numerals should be used for
all (i.e., 2 Holsteins, 6 Charolais, and 15 Friesians).

e When writing a large number ending in several zeros that represents an approximation, a word
should be used for part of the number (i.e., 1.8 million rather than 1,800,000).

e When two numbers appear adjacent to each other, the first should be spelled out (i.e., ten 2-d-old
chicks rather than 10 2-d-old chicks).

o A sentence should not begin with a numeral. The number should be spelled out, and when possible,
the sentence can be rearranged to eliminate lengthy sentence-initial numbers.

e The 24-h clock system should be used: 09:30, 13:40, etc. Periods of time should be expressed in
guantitative hours (e.g., 2 h 16 min). The terms hour (h), minute (min), second (s), and year (yr)
should be abbreviated when used with a number in the text but spelled out when they are used
alone.

e A hyphen should not be used to indicate inclusiveness (e.g., 12 to 14 mg or wk 3 and 4, not 12-14
mg or wk 3-4).

FINAL PREPARATION FOR PUBLICATION

1. Manuscript Corrections
Before publication, the manuscript editor may correct the manuscript such that it meets the standard
publication format. The author(s) must respond within 2 days when the manuscript editor contacts the

author for revisions. If the response is delayed, the manuscript’s publication may be postponed.

2. Galley Proof

The author(s) will receive the final version of the manuscript as a PDF file. Upon receipt, within 2
days, the editorial office (or printing office) must be notified of any errors found in the file. No major
changes including changes to the author list will be allowed at this stage. Any errors found after this
time are the responsibility of the author(s) and will have to be corrected as an erratum.

SUBMISSION FEE AND ARTICLE-PROCESSING CHARGES

There is no submission fee. For information on article-processing charge for papers accepted for

publication, see "Subscription, page charge policy” (http://www.ajas.info/authors/subscription.php).
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