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RESUMO

A ingestdo de insetos tornou-se uma nova tendéncia nas ciéncias alimenticias desde 2013,
quando a Organizacdo das Nagoes Unidas para a Alimentagao e Agricultura (FAO) publicou
um documento intitulado “Insetos comestiveis: perspectivas futuras de seguranga alimentar e
nutricional”. Desde entdo, um nimero crescente de pesquisas relacionando insetos como fonte
de alimentos vem surgindo. Nesse sentido, a presente tese teve como objetivo principal
aprofundar o conhecimento acerca do tema insetos comestiveis na alimentacdo humana.
Inicialmente foi realizado um estudo tedérico descrevendo e comparando a composi¢ao
nutricional, a funcionalidade e os compostos bioativos presentes em diferentes insetos, bem
como assuntos relacionados a entomofagia e os possiveis riscos envolvidos. Na parte pratica
do estudo foram utilizadas duas espécies diferentes de insetos, barata cinérea (Nauphoeta
cinerea) e tenébrio comum (Tenebrio molitor). No artigo II, a barata cinérea foi caracterizada
em deferentes estdgios do seu desenvolvimento (ninfa, adulto e ambos), a fim de se observar
diferengas em sua composi¢do. Foram realizadas andlises de umidade, cinzas, lipidios e
proteinas. O teor de carboidratos foi estimado por diferenga. Ao observar os resultados, pode-
se concluir que a barata cinérea apresenta um maior teor de lipidios no estagio de ninfa
(41,7 %), bem como um maior teor de proteinas na fase adulta (68,5 %) tornando-se evidente
qual estagio do desenvolvimento deve ser utilizado para extracdo e estudo especificos das
fragdes. No artigo III, foram elaborados hidrolisados proteicos provenientes da barata cinérea
em duas condi¢des, desidratada e congelada, utilizando duas enzimas proteoliticas, Alcalase e
Protamex, a fim de avaliar o efeito destas na obtencao dos hidrolisados. Os hidrolisados
(10 % de proteina; m/v) foram realizados utilizando as duas enzimas (3 %; m/m) em pH 8,0 e
a 50 °C pelo método de pH-Stat, até grau de hidrélise (GH) constante. Em relagdo ao GH,
verificou-se que o hidrolisado proteico de barata desidratada obtido em 260 min de hidrdlise
com Alcalase, apresentou o maior GH (17,01 %), em relagdo aos demais. No entanto, os
hidrolisados proteicos de barata congelada e desidratada obtidos com Protamex mostraram
conteudo significativamente superior de proteinas com 74,6 % e 73,2 %, respectivamente, em
relagdo aos hidrolisados elaborados com Alcalase. No artigo IV, a quitina presente nas
cuticulas de Tenebrio molitor foi obtida biotecnologicamente em uma etapa de
desproteinizagdo enzimatica e apos desacetilada. Diferengas nas propriedades fisico-quimicas
e nas caracteristicas das cuticulas, quitina e quitosana foram investigadas. Quitosana
comercial com alto grau de desacetilacdo foi utilizada como referéncia para validagdo dos
métodos. A desproteinizacdo enzimatica utilizada para obter quitina mostrou eficiéncia de
85 %. O rendimento global do processo (cuticula para quitosana) foi de 31,9%. Os resultados
da caracterizacdo desses polimeros utilizando as técnicas DSC, FT-IR, DRX, TGA ¢ MEV
demonstraram consisténcia com o grau de desacetilagdo da quitosana obtida, permitindo a
diferenciagdo entre quitina e quitosana. Os estudos realizados, demostraram o potencial uso
de diferentes insetos como fonte alternativa na alimentag¢do, no entanto, a suplementagdo de
produtos alimenticios com insetos requer um grande conhecimento das caracteristicas fisico-
quimicas desses ingredientes, bem como de sua funcionalidade ou bioatividade, deixando
claro a necessidade de estudos futuros.

Palavras-chave: Entomofagia. Caracterizagdo. Lipidios. Proteinas. Quitina.
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THE POTENTIAL USE OF EDIBLE INSECTS: CINEREOUS COCKROACH AND
MEALWORM

ABSTRACT

Insect ingestion has become a new trend in the food sciences since 2013 when the Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO) published a document entitled “Edible
insects: future perspectives for food and nutritional security”. Since then, an increasing
number of researches relating insects as a food source has been emerging. In this sense, the
present thesis had as main objective to deepen the knowledge about edible insects in human
food. Initially, a theoretical study was carried out describing and comparing the nutritional
composition, functionality, and bioactive compounds present in different insects, as well as
subjects related to entomophagy and the possible risks involved. In the practical part of the
study, two different species of insects were used, lobster cockroach (Nauphoeta cinerea) and
mealworm (Tenebrio molitor). In article II, the lobster cockroach was characterized in
different stages of its development (nymph, adult, and both), to observe differences in its
composition. Analyzes of moisture, ash, lipids, and proteins were carried out. The
carbohydrate content was estimated by difference. By observing the results, it was possible to
conclude that the lobster cockroach has a higher lipid content in the nymph stage (41.7 %), as
well as a higher protein content in the adult phase (68.5 %), becoming evident which stage of
development should be used for specific extraction and study of fractions. In article III,
protein hydrolysates from the lobster cockroach were made in two conditions, dehydrated and
frozen, using two proteolytic enzymes, Alcalase and Protamex, to evaluate their effect on
obtaining the hydrolysates. The hydrolysates (10 % protein; m/v) were carried out using the
two enzymes (3 %; m/m) at pH 8.0 and 50 °C by the pH-Stat method until the degree of
hydrolysis (DH) becomes constant. Regarding DH, it was found that the dehydrated
cockroach protein hydrolyzate obtained in 260 min of hydrolysis with Alcalase, presented the
highest DH (17.01 %), in relation to the others. However, the frozen and dehydrated
cockroach protein hydrolysates obtained with Protamex showed significantly higher protein
content with 74.6 % and 73.2 %, respectively, compared to the hydrolysates made with
Alcalase. In article 1V, the chitin present in the cuticles of mealworm was obtained
biotechnologically in an enzymatic deproteinization stage and after deacetylated. Differences
in physical-chemical properties and characteristics of cuticles, chitin, and chitosan were
investigated. Commercial chitosan with a high degree of deacetylation was used as a
reference for validating the methods. The enzymatic deproteinization used to obtain chitin
showed an efficiency of 85 %. The overall yield of the process (cuticle to chitosan) was
31.9 %. The results of the characterization of these polymers using the DSC, FT-IR, DRX,
TGA, and SEM techniques demonstrated consistency with the degree of deacetylation of the
chitosan obtained, allowing the differentiation between chitin and chitosan. The studies
carried out showed the potential use of different insects as an alternative source in the food,
however, supplementation of food products with insects requires a great knowledge of the
physical-chemical characteristics of these ingredients, as well as their functionality or
bioactivity, making clear the need for further studies.

Keywords: Entomophagy. Characterization. Lipids. Proteins. Chitin.
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1 INTRODUCAO

A palavra sustentabilidade vem ganhando forca no mundo em que vivemos a
medida que a necessidade por novas fontes de alimentos vem surgindo. Estudos recentes
sugerem que uma possivel alternativa seria utilizar as proteinas, oleos e fibras oriundos de
insetos comestiveis como matriz alimentar em substitui¢do aos ja existentes (LUCAS et al.,
2020b). De acordo com Springmann et al. (2018) o sistema alimentar global ¢ um dos
principais impulsionadores dos encargos ambientais e entre os anos de 2010 e 2050, isso
podera aumentar de 50 a 90 % na auséncia de mudangas tecnologicas e medidas de mitigacao.

A entomofagia, ou ato de comer insetos surgiu com os primeiros hominideos.
Evidéncias recentes sugerem que ha 1,8 milhdo de anos atrds os insetos eram considerados
uma importante fonte de alimento na Tanzania, no entanto, no que diz respeito as culturas
ocidentais, pode-se observar que o ato de comer insetos aos poucos, vem ganhando impulso.
Aproximadamente 113 paises em todo o mundo praticam entomofagia. Os insetos sdo
consumidos de diferentes formas por cerca de 2 bilhdes de pessoas, predominantemente em
partes da Asia, Africa e América Latina, tendo mais de 2100 espécies ja catalogadas como
comestiveis (JONGEMA, 2017).

Nos ultimos cinco anos, o conhecimento cientifico sobre o uso de insetos na
alimentagdo humana ou como uso em ragdes animais vém crescendo exponencialmente. O
mesmo ocorre com o setor industrial, que estd cada vez mais engajado na criacdo,
processamento e comercializagdo de insetos comestiveis. Prevé-se que a geragdo de proteina
em pd a base de insetos seja ambientalmente mais benéfica do que produtos alimentares
convencionais ricos em proteinas (VAN HUIS, 2020). A pergunta que fica € por que essa
fonte de alimento foi ignorada por tanto tempo?

Em geral, insetos comestiveis sdo considerados como boas fontes de proteinas,
lipidios, fibras, vitaminas e minerais. O consumo de 100 g de lagartas, por exemplo, fornece
76% da quantidade diaria necessaria de proteinas e quase 100% da quantidade diaria
necessaria de vitaminas para os seres humanos (AGBIDYE; OFUYA; AKINDELE, 2009).
Apenas trés pupas do bicho-da-seda sdo consideradas tdo ricas em nutrientes quanto um ovo
de galinha, sua composi¢do ¢ de cerca de 50 % de proteinas e 30 % de lipidios
(MITSUHASHI, 2010). A concentracdo de proteina nas varias espécies de insetos €
geralmente muito elevada (50-70% em base seca) (SOSA; FOGLIANO, 2017) e apresentam
um excelente perfil de aminoécidos e 4cidos graxos (OLIVEIRA et al., 2017). A principal
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vantagem dos insetos sobre outras fontes de proteina ¢ o baixo custo ambiental da produgao,
que se torna essencial para satisfazer o aumento da demanda global proteica (VAN HUIS et
al., 2013).

A maior parte da aten¢do dada aos insetos como fonte de alimento concentra-se no
contetido proteico dos mesmos. No entanto, os lipidios também podem ser considerados um
componente principal dos insetos e podem ser obtidos durante o isolamento das proteinas
(AMARENDER et al., 2020; YI et al., 2013). Geralmente, o contetido lipidico presente nos
insetos varia de 10 a 50 % do seu peso seco e apresentam maior quantidade de acidos
linoleico (18: 2 n-6) e a-linolénico (18: 3 n-3) quando comparados a outras fontes animais e
vegetais (LUCAS et al., 2020b). O teor de acidos graxos contido nos insetos esta relacionado
a diferentes fatores, como por exemplo, o diferente estagio de vida destes artropodes. Em
estudo recente sobre como os diferentes estagios do desenvolvimento interferem na
composi¢ao proximal da barata cinérea (Nauphoeta cinerea) evidenciou-se tal afirmagao, uma
vez que o conteudo lipidico presente na ninfa do inseto foi de 41,7 %, quase o dobro do
obtido no inseto adulto (22,5 %) (LUCAS; OLIVEIRA; PRENTICE, 2019).

A fragdo insoluvel (sacaridica) dos insetos, normalmente resultante da obtencao
de lipidios e proteinas ou obtida apds ecdise dos mesmos, também vém sido discutida como
potencial uso para obtencao de quitina/quitosana (LUCAS et al., 20201, LUO et al., 2019). A
quitina ¢ um polimero de cadeia longa de N-acetil glucosamina. Em insetos, serve como um
material de suporte que sustenta as cuticulas da epiderme, traquéia e peritrofica, matrizes que
revestem o epitélio intestinal. O crescimento do inseto ¢ altamente dependente da capacidade
de remodelar estruturas contendo quitina, por causa disso, os insetos produzem continuamente
quitina sintases e enzimas chinoliticas em diferentes tecidos do corpo do inseto
(BERTELSEN, 2016; SHADIDI; ARACHCHI; JEON, 2011).

A quitina pode ser extraida do exoesqueleto de insetos por tratamento com acido
para dissolver o carbonato de célcio seguido por extragdo alcalina para solubilizar o contetdo
de proteina presente. Quando o grau de desacetilacdo da quitina atinge cerca de 50 %,
dependendo da origem do polimero, esta, torna-se soltivel em meio acido aquoso e ¢
denominada quitosana. Esses tratamentos devem ser adaptados a cada fonte de quitina, devido
as diferencgas na ultraestrutura dos materiais iniciais. Os estudos demostraram, por exemplo,
que a quitina/quitosana extraida de insetos possue melhor caracteristica do que quando
extraidas de cascas de camardo ou carapagas de carangueijo (WANG et al., 2004). Estudos
também indicam que a quitina e seu derivado quitosana possuem atividade antioxidante,

anticancerigena, anti-inflamatodria, dentre outras (PARK; KIM, 2010), no entanto, o uso de
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quitina/quitosana extraidas a partir de insetos ¢ um campo que ainda precisa ser mais
explorado e pesquisado.

Como a maioria dos problemas da ciéncia, a entomofagia ¢ uma nova idéia com
proés e contras. Embora os insetos sejam considerados como uma boa fonte de nutrigao, eles
também podem apresentar riscos a saude. A pesar de estes artropodes sejam consumidos por
humanos hd milhdes de anos, ainda pouco se sabe sobre suas propriedades nutricionais,
biologicas e funcionais. Logo, ¢ de extrema importancia que estudos mais aprofundados
sejam realizados a fim de se tentar compreender os mecanismos desta nova fonte de alimentos
que estd sendo proposta. Mediante o exposto, este estudo teve como objetivo principal
aprofundar o conhecimento sobre o potencial uso de insetos comestiveis na alimentagao

humana.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Aprofundar o conhecimento sobre o potencial uso de insetos comestiveis na

alimentagdo humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fazer uma revisdo bibliografica a cerca do tema insetos comestiveis na alimentagdo
humana;

e Caracterizar os diferentes insetos utilizados durante este estudo (Nauphoeta cinerea e
Tenebrio molitor) quanto sua composi¢ao quimica;

e Comparar o teor proteico e lipidico da barata cinérea (Nauphoeta cinerea), em diferentes
estagios de desenvolvimento;

e  Obter hidrolisados proteicos da barata cinérea (Nauphoeta cinerea) utilizando as enzimas
Alcalase e Protamex;

e Comparar os diferentes graus de hidrélise obtidos a partir de barata cinérea (Nauphoeta
cinerea) desidratada e congelada;

e Obter quitina a partir de exoesqueleto de tenébrio comum (7enebrio molitor) através de
processo biotecnologico (enzimatico) e caracterizd-la quanto as suas propriedades
fisicoquimicas, estruturais e térmicas;

e  Produzir quitosana, a partir da desacetilacdo quimica da quitina, e caracteriza-la quanto as
suas propriedades fisico-quimicas, estruturais e térmicas;

e  Comparar os resultados obtidos com uma quitosana comercial.






CAPITULO I
REVISAO DA LITERATURA
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1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 BARATA CINEREA (Nauphoeta cinerea)

As baratas representam um dos insetos mais primitivos e datam de cerca de 340
milhdes de anos, de acordo com registros fosseis. Existem mais de 3500 espécies em todo o
mundo e novas espécies sao adicionadas a lista a cada ano. A maioria das espécies esta
concentrada ao sul do equador nas florestas quentes e fotossinteticamente ricas. Embora a
maioria das espécies existam na natureza (espécies selvagens), aproximadamente 50 sdo
consideradas domésticas (vivem dentro de casa) ou peridomésticas (vivem em torno de
estruturas artificiais) (GORDON, 1996).

Dentre as diversas espécies de baratas existentes podemos citar a Barata cinérea
(Nauphoeta cinerea), também popularmente conhecida como Barata salpicada ou Barata
lagosta (Ordem: Blattodea, Familia: Blaberidae). Esta é originaria da Africa apresentando
ampla distribui¢do geografica devida sua fécil associagdo com seres humanos. Os individuos
adultos apresentam uma coloracdo que varia do cinza matizado ao marrom claro, medindo em
média de 2,5 a 2,9 cm de comprimento, apresentando um peso corporal de 0,5 = 0,03 g
(SANTOS et al., 2016). O pronoto (segmento toracico) apresenta um desenho caracteristico, as
asas sao manchadas e ndo cobrem o abdéomen. O corpo das baratas ¢ dividido em cabega, torax
e abdomen, e possuem trés pares de pernas saindo do térax. As pernas sdo compostas por
coxa, fémur, tibia e tarso, recobertas por pelos sensoriais (MONGEAU et al., 2015).

A barata cinérea vive aproximadamente 1 ano e realiza 8 ecdises (Figura 1) em
média nesse periodo, estando aptas para reprodugdo em torno de 150 dias. Apresentam
metamorfose incompleta (Figura 2), passando pelos estagios de ovo, ninfa e adulto, com a
auséncia do estagio imével (pupa). Estas sdo onivoras e aceitam tanto alimento animal quanto
vegetal, embora deem preferéncia aos vegetais, alimentam-se desde cereais, amidos e
acucares e até mesmo couros. A maioria das espécies sao forrageadoras agressivas e, no
processo, liberam odores desagradaveis que emanam de alimento regurgitados, excrementos e
fluidos exsudados das glandulas odoriferas abdominais. As baratas sdo ovoviviparas na qual
algumas fémeas sdo capazes de mudar de um modo de reproducdo sexual para um modo
assexual quando isoladas dos machos. A partenogénese facultativa pode ocorrer em algumas
fémeas. Na maioria das espécies de baratas os ovos sdao envolvidos por uma ooteca (Figura 3),
que os protege do ambiente. A fémea carrega os ovos até o momento da eclosdo (Figura 4),

contudo a membrana isola os ovos da mae, nao havendo troca de nutrientes (BENSON;
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ZUNGOLL, 1997).

Figura 1 — Ecdise de barata cinérea (Nauphoeta cinerea)

Figura 3 — Ooteca de barata cinérea (Nauphoeta cinerea)
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Figura 4 — Eclosao de ovos de barata cinéres (Nauphoeta cinerea)

As baratas podem afetar adversamente a saide humana por meio da contaminacao
de alimentos, transmissdo de patdgenos bacterianos e virais, estresse psicologico e
sensibilizacdo alérgica (GOVINDARAJ et al., 2016, KATIAL, 2003). No entanto, parece que
este artropode também pode apresentar usos potenciais para humanos. No oriente,
especificamente na China, extrato de baratas da espécie Periplaneta americana sao
comercializados como forma de serem utilizados na medicina alternativa, aplicado
especialmente para a cicatrizagdo de feridas e tulceras (YAN et al., 2018). Na ciéncia, a
utiliza¢do de baratas como organismo modelo ja ¢ bem estabelecida, amplamente aplicada em
estudos de toxicologia e neurobiologia, devido ao seu sistema nervoso ser relativamente
simples e bem caracterizado, aliado a isto, tem-se o fato da ndo necessidade de fatores éticos
para a utilizagdo dos invertebrados nos ensaios laboratoriais (HUBER; MASLER; RAO,
1990).

Em estudo recente, Oliveira et al. (2017) propuseram o uso de barata cinérea
(Nauphoeta cinerea) como forma de enriquecer proteicamente alimentos destinados para
humanos. Os autores utilizaram as baratas secas para obtencdo de uma farinha com 63,22 %
de proteina e lipidios de alta qualidade. Diferentes concentragdes (5, 10 e 15 %) desta farinha
foram adicionadas na formulagdo de pao branco a fim de enriquecer proteicamente o produto.
Os resultados obtidos demonstram que esta espécie possui um enorme potencial para ser
utilizada na alimenta¢do humana, uma vez que apenas 10% de farinha do inseto enriqueceu o
pao em 133 % no teor de proteinas (aumentou de 9,7 % para 22,7 %). Os autores ainda
reduziram em 64,53 % a quantidade degordura adicionada na formulagao do pao, uma vez
que este inseto possui elevada concentragdo de lipidios de alto valor agregado.

Em estudo sobre como os diferentes estdgios do desenvolvimento da barata
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cinérea influenciam na sua composi¢do proximal, Lucas, Oliveira e Prentice (2019)
observaram que quanto mais jovem o inseto, maior o seu teor de lipidios e conforme este vai
sofrendo mudas até chegar ao estagio adulto, seu teor lipidico diminui e o teor proteico
aumenta. Na fase de ninfa o inseto apresentou 41,7 % de lipidios e 50 % de proteinas, ja na
fase adulta o valor de lipidios foi de 22,5 % e de proteinas de 68,5 %. O perfil lipidico e
proteico de barata cinérea foi analisado por Oliveira et al. (2017).

Lucas et al. (2020a) elaboraram hidrolisados proteicos provenientes da barata
cinérea em duas condicdes, desidratada e congelada, utilizando duas enzimas proteoliticas,
Alcalase e Protamex, a fim de avaliar o efeito destas na obtencdo de hidrolisados proteicos.
As condi¢des de hidrolise foram: 10 % (proteina/dgua, m/v) e 3 % (enzima/substrato, m/m)
em pH 8,0 e a 50 °C pelo método de pH-Stat, até grau de hidrélise constante. O grau de
hidrolise maximo foi obtido com 260 min de hidrélise. O tratamento com enzima Alcalase
apresentou o maior grau de hidrélise (GH) para barata seca (17,01 %), em relagdo a barata
congelada (11,34 %). Ja o tratamento com enzima Protamex apresentou 6,54 % de grau de
hidrolise para barata congelada e 8,75% para barata desidratada. Além disso, os hidrolisados
proteicos de barata congelada e desidratada obtidos com Protamex mostraram contetido
significativamente superior (p < 0,05) de proteinas com 74,6 % e 73,2 %, respectivamente,

em relacdo aos hidrolisados elaborados com Alcalase.

1.2 TENEBRIO COMUM (Tenebrio molitor)

O tenébrio comum (7Tenebrio molitor) ¢ um coledptero da familia tenebrionidae
(OONINCX; DE BOER, 2012). Os besouros do género tenébrio sdo pretos ou marrons
escuros € tém de 13 a 17 mm de comprimento, nos estagios larval e adulto alimentam-se de
produtos de graos. As larvas sdo comumente chamadas de “larvas de farinha” e sdo bastante
semelhantes as minhocas (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2005). Possuem metamosfose
completa passando por ovo, larva, pupa e adulto (Figura 5). A notavel capacidade dos insetos
de mudar de forma durante o ciclo de vida, de entrar em dorméncia em véarios estagios de
desenvolvimento e de se adaptar as mudancas ambientais, ¢ possibilitada pelos processos de
muda e ecdise. Cada estdgio do desenvolvimento dos insetos ¢ caracterizado por uma
alternancia entre alimentacdo e muda, culminando em ecdise (Figura 5). Durante esse
processo, os insetos eliminam a cuticula antiga que circunda a superficie externa e o
revestimento do tubo anterior, posterior e traqueal do sistema respiratorio. Ocorrem cerca de

20 mudas no estagio larval (ZITNAN; ADAMS, 2012).
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Figura 5 — Metamorfose de Tenebrio molitor
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Adultos (Figura 6) e larvas se alimentam de uma ampla variedade de materiais de
origem animal e vegetal, mas tém preferéncia por graos e produtos de cereais imidos e em
decomposicao (YVES, 1990). O besouro fémea pde de 5 a 8 ovos por dia e cerca de 300 ovos
durante a vida. Os besouros adultos vivem em torno de 1 a 3 meses (TRIPLEHORN;

JOHNSON, 2005).

Figura 6 — Tenebrio molitor adulto

Fonte: YVES (1990)
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O tenébrio comum faz parte das espécies de insetos que sdo consideradas
comestiveis. Este ¢ considerado como um item alimentar em diversos paises ocidentais e
asiaticos, como Bélgica, Holanda, Estados Unidos, Coréia, Japao e China, fato este que o
levou a ser legalmente utilizado em produtos alimentares comerciais em paises como Estados
Unidos, China e Coréia (YOO et al., 2019). O mercado de larvas de farinha nos Estados
Unidos era inicialmente para iscas de pesca, mas durante o final dos anos 1970 o mercado de
racdo para animais de estimac¢do foi aberto, aumentando consideravelmente a demanda por
insetos vivos (particularmente para répteis de estimagdo). Outro mercado importante para
larvas de farinha nos Estados Unidos ¢ a racdo de aves canoras silvestres. As larvas sdo
vendidas vivas, frescas ou secas e também na forma de po, enlatadas ou embaladas em sacos
(ORTIZ et al., 2016). A lavra de Tenébrio molitor também € o inseto mais comumente criado
na China. Estes sdo produzidos industrialmente, para uso doméstico e exportacdo, bem como
alimentos para pessoas, animais de estimacdo ¢ animais de zoologico, incluindo passaros,
répteis, pequenos mamiferos, anfibios e peixes, e também para passaros selvagens ao ar livre
(RAMOS-ELORDUY; GONZALEZ, 2002). Alguns autores citam as larvas de Tenebrio
molitor como sendo as mais adequadas para o processamento e consumo humano (NOWAK
et al., 2016; VAN HUIS, 2020), além de serem objetos de pesquisas recentes (HAHN et al.,
2019; LUCAS et al., 2021; LUO et al., 2019; MEGIDO et al., 2018; WILLIAMS et al.,
2016).

Diversos estudos demonstram que esses insetos sdo ricos em proteinas, gorduras
poliinsaturadas e minerais (cobre, sodio, potassio, ferro, zinco e selénio) (GONIL et al., 2012;
HAHN et al., 2019; LUCAS et al., 2020b; WILLIAMS et al., 2016). Da mesma maneira
como a barata cinérea (e demais insetos), a composi¢do nutricional do Tenebrio molitor
também varia de acordo com seu estdgio de vida. Williams et al. (2016) realizou a
comparacdo entre o adulto (cascudo) e a larva deste inseto e obteve valores de 63,7 % e
61,9 % de umidade, 65,3 % e 49,1 % de proteina, 14,9 % e 35,0 % de lipidios, 20,4 % e
6,6 % de fibras e 3,3 % e 2,4 % de cinzas, respectivamente. Valores de composi¢do proximal
da cuticula de larvas de Tenebrio molitor também sdo reportados na literatura (LUCAS et al.,
2021). Os autores analisaram o material como fonte de obtencdo de quitina e quitosana e
obtiveram valores de 5,4 % de umidade, 3,7 % de cinzas, 36,8 % de proteinas, 1,1 % de
lipidios € 53 % de carboidratos, os quais estdo presentes, quase que em sua totalidade, na
forma de fibras. No entanto, autores reportam que, devido a sua composi¢cdo, um dos
principais problemas no uso de larvas de tenébrio ¢ a sua rapida decomposicdo. Aliado a isso,

as larvas também contém niveis elevados de bactérias e enzimas, que podem auxiliar na
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deterioragdo. Assim sendo, as larvas de Tenébrio molitor devem ser adequadamente tratadas e
processadas (RUMPOLD; SCHLUTER, 2015).

O Tenebrio molitor vem sendo objeto de estudo ha anos. Finke et al. (1987)
realizaram testes de alimentagdo avaliando o crescimento de ratos, galinhas e varias espécies
de peixes e sugeriram que a proteina do inseto esta prontamente disponivel e possui
qualidade proteica semelhantes ou ligeiramente superiores aos da farinha de pescado ou de
soja. Ramos-Elorduy e Gonzalez (2002) sugeriu que as larvas de Tenebrio molitor apresentam
uso potencial como fonte de proteina para a criagdo de frangos. Alimentos com trés niveis
percentuais de larvas de tenébrio (0; 5 e 10 % do peso seco) foram adicionados a dieta a base
de farinha de sorgo. Ao final os autores ndo observaram diferencas significativas no consumo
de ragdo, ganho de peso ou eficiéncia alimentar entre os tratamentos. Ballitoc e Sangsoo,
(2013) conduziram experimentos para determinar o desempenho de crescimento e as
caracteristicas de carcaca de frangos de corte alimentados com racdo contendo diferentes
niveis percentuais de larvas tenébrio moidas. O estudo utilizou cinco tratamentos nos niveis
de inclusao de 0; 0,5; 1, 2 e 10 % de larvas para substituir a ragdo comercial. Os autores
concluiram que a suplementagdo com insetos produziu um aumento no consumo de ra¢ao, no
peso corporal e na eficiéncia da ragdo consumida devido a uma menor taxa de conversdo
alimentar. Ainda, o nivel de inclusdo de melhor desempenho foi baixo (2% larvas de
tenébrio). A substituigdo parcial (25-50%) ou total com farinha de tenébrio comum foi
avaliada na alimentagio de diferentes peixes (SANCHEZ-MUROS et al., 2015). Os
resultados obtidos indicaram que o uso de insetos somente afetou os niveis de ingestdo,
indices biométricos, ou o equilibrio de aminodcidos essenciais € nao essenciais no musculo da
tilapia do Nilo. Os autores relacionaram os piores indices nutritivos ao teor de quitina, o que
representou 1,4 e 2,8% para 25 e 50% de substituicdes de farinha de peixe nas ragdes,
respectivamente.

Estudos utilizando Tenebrio molitor como fonte de alimento para humanos
também sdo encontrados na literatura. Aguilar-Miranda et al. (2002) observaram um aumento
proteico de cinco vezes ao incorporar farinha de tenébrio comum em tortilha. Megido et al.
(2016) elaboraram diferentes formulagdes de hamburgueres (hamburguer de carne bovina,
hamburguer de lentilha, hamburguer de lentilha e de carne bovina preparados com 50% de
insetos) adicionando farinha de tenébrio (7Tenebrio molitor) com o intuito de diminuir a
neofobia alimentar relacionada a insetos. Neste estudo foi testado o nivel de preferéncia
sensorial dos diferentes hamburgueres através de testes hedonicos. Essa estratégia diminuiu a

neofobia alimentar dos insetos, ja que os participantes avaliaram o gosto e a aparéncia dos



44

hambtrgueres com resultados mais altos do que os produtos neutros, posicionando-os entre o
hambtrguer totalmente de carne e o hambtrguer totalmente vegetal. Além disso, os insetos,
como as larvas de Tenebrio molitor, sdo capazes de transformar os residuos de baixo teor
nutritivo em uma dieta rica em proteinas. Presumindo precos competitivos, as larvas de
tenébrio podem ser usadas como substitutas a farinha de soja na ragdo animal. No curto prazo,
os insetos como o Tenebrio molitor a alimentacdo animal e humana parecem promissores

(ORTIZ et al., 2016).

1.3 INSETOS COMO FONTE DE QUITINA E/OU QUITOSANA

Os insetos, assim como os demais alimentos, sdo constituidos por trés principais
fragdes: proteica, geralmente contida em maior quantidade, lipidica e sacaridica (carboidratos)
(LUCAS et al., 2019; LUCAS et al., 2020b; OLIVEIRA et al. 2017). Os carboidratos estao
presentes, em sua grande maioria, na forma de fibras e dentre essas, podemos citar a quitina,
maior constituinte do exoesqueleto dos insetos estando presente na faixa de 20 a 50 % do peso
do exoesqueleto (carapagca) (CHAPMAN, 2013). A quitina ¢ encontrada como elemento de
suporte nos exoesqueletos de artropodes e ¢é especialmente importante nas estruturas
extracelulares de insetos. Possui um polimero linear de alta massa molar, um polissacarideo
de amino-agucar composto predominantemente por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranose ligadas a f-(1-4) e parcialmente por P-(1-4)-2-amino-2-desoxi-p-D-
glucopiranose ligada. A quitina é o segundo polissacarideo mais comum no mundo apos a
celulose (EL KNIDRI et al., 2018).

A quitina ¢ insoluvel em agua, acidos minerais diluidos e na maioria dos solventes
organicos, possui baixa reatividade e baixa processabilidade. Atualmente, frutos do mar,
como caranguejos ou camardes, sdo a principal fonte industrial de quitina. Estudos
demonstraram que a quitina tem efeitos complexos na adaptagdo inata e adaptativa a respostas
imunes, tem propriedades estimulantes do sistema imunoldgico e a ingestdo da mesma,
presente na fra¢do insolivel do inseto, poderia melhorar o estado imunoldgico de animais e
humanos. O potencial uso da quitina obtida de insetos deve ser considerado como um produto
secundario de alto valor, pois a producao de quitina a partir de residuos de insetos apos a
extracao de proteinas € uma nova area a ser estudada (VELDKAMP et al., 2012).

O derivado mais importante da quitina ¢ a quitosana. Este biopolimero ¢ obtido
por desacetilacdo parcial da quitina em condigdes alcalinas. A quitosana consiste em um

amino polissacarideo linear com unidades de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina (EL
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KNIDRI et al., 2018). Este ¢ soluvel em solucdes diluidas de muitos acidos organicos e
inorganicos (pH <6), devido a protonag¢do de seus grupos amino (PENICHE; ARGUELLES-
MONAL, 2001). A quitosana, diferente da quitina, ¢é caracterizada por sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade (DASH et al., 2011). Suas
propriedades bioldgicas excepcionais (atividades antimicrobiana, antibacteriana, coagulante,
bioadesividade e capacidade de cicatrizacao de feridas) a tornaram um excelente composto
para aplicagdes em cosméticos (VO; NG; KIM, 2013) na area médica (BOUHENNA et al.,
2015; DASH et al., 2011; KHOR; WAN, 2013) farmacéutica (AHMED; ALJAEID, 2016),
agricola (BAUTISTA-BANO; ROMANAZZI; JIMENEZ-APARICIO, 2016; SHARP, 2013),
alimenticia, como filmes para embalagem de alimentos, nanocédpsulas e nanoparticulas
(BAKSHIA et al., 2020; LUO; WANG, 2013), tratamento de aguas residuais (NO; MEYERS,
2000), entre outras.

O processo de extragdo da quitosana envolve trés etapas principais, como
desmineralizacdo, desproteinizagdo e desacetilacio (SRINIVASAN; VELAYUTHAM;
RAVICHANDRAN, 2017). Normalmente, a quitina ¢ a quitosana s3o obtidas por métodos
quimicos que envolvem o uso de 4cidos e bases fortes para dissolver carbonatos de calcio e
proteinas, respectivamente (EL KNIDRI et al., 2018). Condigdes de reagdo mais severas em
termos de concentragdo e temperatura resultam em quitosana com maior grau de
desacetilacdo, mas prolongar a reacdo também provoca despolimerizagdo severa e a perda de
algumas propriedades do polimero (DELEZUK et al., 2011). A Tabela 1 apresenta a
comparagdo entre o grau de desacetilagdo para amostras de quitosana obtidas a partir de
insetos utilizando diferentes métodos de extracgao.

A obtencdo de quitina e quitosana de diferentes fontes ¢ bem difundida na
literatura (EL KNIDRI et al., 2018; DELEZUK et al., 2011; SAMAR et al., 2013). Inclusive,
alguns estudos descrevem a extragdo de quitina ou quitosana a partir de insetos (LUO et al.,
2019, LUCAS et al., 2021; SOON et al., 2018). Lucas et al. (2021) obtiveram quitosana a
partir de residuos da criagdo de Tenébrio molitor. O exoesqueleto proveniente da ecdise do
inseto foi desproteinizado utilizando hidrélise enzimatica com Alcalase (2 % enzima/
substrato). Esta via biotecnoldgica se mostrou muito eficiente, uma vez que reduziu o teor de
proteinas da amostra mais de quatro vezes (36,8 para 8,3 %) reduzindo assim, o uso de
solventes organicos durante o processo. Os autores obtiveram um grau de desacetilacao de
53,9 %, relativamente baixo, quando comparado a outras fontes. No entanto, os autores

justificam o fato de o estudo utilizar apenas a cuticula do inseto, sendo este o diferencial em
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relagdo a maioria dos trabalhos relatados na literatura que descrevem a obtencao de quitosana

a partir de insetos.

Tabela 1- Comparagdo entre o grau de desacetilagdo para amostras de quitosana obtidas a
partir de insetos utilizando diferentes métodos de extragao.

Fonte de quitosana Tratamento GD Referéncia

(%)

0,5M acido formico, 1h
2M NaOH, 80 °C por 2h 72  Hahn et al. (2019)
12M NaOH, 140 °C por 6h

Exoesqueleto de

Hermetia illucens (larva)

0,5M acido féormico, 1h
2M NaOH, 80 °C por 2h 34  Hahnetal. (2019)
10M NaOH, 4 °C por 12h

Exoesqueleto de

Hermetia illucens (larva)

IM HCI, 1:20, 35 °C, banho de agua
por 30 min
2M NaOH, 1:20, 80 °C, banho de
Zophobias morio (larva) 98  Yongetal. (2018)
agua por 20h
50 % NaOH, 1:20, 90 °C, banho de

agua por 30h

IM HCI, 1:15, temperatura ambiente
Residuos de Besouro IM NaOH, 1:15, 100 °C, por 8h 96  Marei et al. (2016)
50 % NaOH, 1:15, 100 °C, por 8h

IM HCI, 1:15, temperatura ambiente
Residuos de abelha IM NaOH, 1:15, 100 °C, por 8h 95  Marei et al. (2016)
50 % NaOH, 1:15, 100 °C, por 8h

Desproteinizacdo enzimatica
(Alcalase): pH8, IM NaOH, 55 °C,

Exoesqueleto de Tenebrio _
2 % (enzima/substrato), 3 % 53,9 Lucas et al. (2021)

molitor (larva
( ) (proteina/agua)

40 % NaOH, 1:50, 90 °C por 8h

*GD: Grau de desacetilacio
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inteiros. Os autores ainda ressalvam que o grau de desacetilagdo estd relacionado a diversos
fatores como por exemplo a natureza do material, o processo empregado, o tipo e o estagio de
evolucao do inseto.

Hahn et al. (2019), também obtiveram quitosana derivada de exoesqueletos de
larvas de Hermetia illucens e obtiveram grau de desacetilagdo na faixa de 34 a 72 %. Esses
autores comentam que o grau de desacetilagdo da quitosana a base de insetos é geralmente
baixo. Essas informagdes confirmam o que ja havia sido relatado por Odote, Struszczyk e
Peter (2005), que mostra valores mais baixos para o grau de desacetilagdo da quitosana de
insetos quando comparada a quitosana de crustaceos. No estudo de Kim et al. (2017), o menor
grau de desacetilacdo da quitosana obtido a partir do exoesqueleto de grilos adultos (Gryllus
bimaculatus) foi de 14,5 %. Um baixo grau de desacetilagdo também ¢ relatado por Erdogan e
Kaya (2016), que obtiveram quitosana com desacetilagcdo de 22 e 64 % de ninfas e adultos de
gafanhoto, respectivamente.

Também foi observada diferencga entre as fases do inseto no trabalho de Kaya et al. (2014),
que mostraram um grau de desacetilagdo de 64 e 71 % para a fase larval e adulta de besouro
(Leptinotarsa decemlineata), respectivamente.

Esses valores obtidos pelos autores estdo relacionados ao teor de quitina extraida,
que foi de 7 % para a fase larval e 20 % para o inseto adulto. A variacdo observada entre esses
valores pode ser explicada pelas diferentes fun¢des da quitina nas partes do corpo e pelas
diferentes fases do ciclo de vida dos insetos. De acordo com estudos na literatura, ha uma
variagdo no grau de desacetilacdo da quitosana de diferentes fontes de insetos (EL KNIDRI
et al., 2018; MAREI et al., 2016). Recentemente, Luo et al. (2019) obtiveram quitosana de
quatro insetos diferentes com um grau de desacetilagdo na faixa de 84,1 a 89,7 %.

Finke (2007) estimou o conteudo de quitina de espécies de insetos criados como
alimento para animais na faixa de 2,7 mg a 49,8 mg / kg (fresco) e de 11,6 mg a 137,2 mg / kg
(matéria seca). Apenas cerca de 40% da quitina do inseto ¢ composta de fibra. Os dados
sobre o contetido de fibra de insetos sdo escassos, mas um estudo conduzido por Bukkens
(1997, 2005) mostrou que insetos com exoesqueleto rigido tinham contetido de fibra de 4,9-
12,1 g/ 100 g de peso seco, enquanto insetos com exoesqueleto mole tinham contetido de
fibra variando de 6,5 —11,4 g/ 100 g de peso seco.

Estudos sugerem que a quitina pode afetar a digestibilidade de outros nutrientes,
incluindo proteinas (LONGVAH et al., 2011) e lipidios (KROECKEL et al., 2012), levando a
uma reduc¢do no crescimento de animais, por exemplo. Porém, em estudos experimentais na

alimentacdo de peixes com dietas contendo diferentes niveis de quitina mostraram resultados
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altamente variaveis, podendo ser dependentes da espécie de peixe ou da origem da quitina
(crustaceo ou inseto) utilizada. Além disso, a quitina pode ter um efeito positivo na fungao do
sistema imunologico. Por exemplo, o uso de insetos para alimentar galinhas pode diminuir o
uso de antibidticos na industria avicola (VAN HUIS et al., 2013). Embora o uso/emprego de
quitina e quitosana de outras fontes ja esteja bem discutido na literatura ainda pouco se sabe
sobre as caracteristicas destes biopolimeros obtidos através de insetos, apenas sabe-se que esta
pode ser uma fonte promissora para a obten¢do dos mesmos. Logo, estudos devem continuar

sendo realizados para que se possa ter uma compreensdo melhor acerca do assunto.
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INSETOS COMESTIVEIS: UMA ALTERNATIVA DE COMPOSTOS
NUTRICIONAIS, FUNCIONALIS E BIOATIVOS

RESUMO

A ingestao de insetos se tornou uma nova tendéncia nas ciéncias alimenticias desde 2013,
quando a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) publicou
um documento intitulado “Insetos comestiveis: perspectivas futuras de seguranca alimentar e
nutricional”. Desde entdo, um niimero crescente de pesquisas relacionando insetos como fonte
de alimentos vem surgindo, entretanto ainda pouco se sabe sobre a composi¢do de seus
nutrientes. Esta revisdo descreve e compara a composi¢do nutricional, a funcionalidade e os
compostos bioativos presentes em diferentes insetos, ja que estes vém se mostrando ser uma
fonte de alimento saudavel com alto teor de proteinas, quantidades significativas de lipidios,
vitaminas, minerais e fibras, esta ultima, presente na forma de quitina, no exoesqueleto dos
insetos. Também s3o abordados assuntos relacionados a entomofagia e os possiveis riscos que
se deve considerar ao consumir insetos.

Palavras-chave: Entomofagia. Alergenicidade. Proteinas de insetos. Lipidios de insetos.

1 INTRODUCAO

A sustentabilidade vem se tornando cada vez mais importante no mundo em que
vivemos, logo, fontes alternativas de alimentos devem ser encontradas a fim de substituir
ingredientes tradicionais menos sustentdveis. Uma possivel alternativa seria utilizar as
proteinas, Oleos e fibras oriundos de insetos comestiveis como matriz alimentar em
substituicdo aos ja existentes (SOSA; FOGLIANO et al.,, 2017). Os insetos comestiveis
podem compensar o aumento da demanda por proteina de origem animal, evitando o
desmatamento de florestas para uso como pastagem, possuem uma alta eficiéncia de
conversdao de alimentos em comparagdo com a pecudria convencional e sdo responsaveis por
emissoes relativamente baixas de gases de efeito estufa e amodnia (POMA et al., 2017).
Possuem uma excelente composi¢ao nutricional, ndo somente pela sua alta concentracdo de
aminodcidos, quando comparado a outras fontes, mas também seu potencial para atender
todos os chamados principios sustentdveis, saudaveis, acessiveis e palataveis (AKHTAR;
ISMAN, 2018; RUTTEN et al., 2016; YNSECT, 2018).

A entomofagia, ou ato de consumir insetos surgiu com os primeiros hominideos,

mas apenas recentemente ganhou impulso nas culturas ocidentais. Aproximadamente 113
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paises em todo o mundo praticam entomofagia (BARENNES; PHIMMASANE;
RAJAONARIVO, 2015). Os insetos sdo consumidos de diferentes formas por cerca de 2
bilhdes de pessoas, predominantemente em partes da Asia, Africa e América Latina, tendo
mais de 2000 espécies ja catalogadas como comestiveis (JONGEMA, 2017).

A Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO)
apontou a necessidade de examinar as praticas modernas de ciéncia de alimentos para
aumentar o comércio, consumo e aceitagao dos insetos (FAO, 2013). Pesquisadores desta area
tém inovado e buscado solugdes alternativas para melhorar o processamento e aumentar a
vida util de produtos oriundos de insetos a fim de aumentar a disponibilidade e a aceitacdo do
consumidor. Uma das solugdes propostas € o isolamento de proteinas e lipidios de insetos a
fim de serem usadas como ingredientes alimenticios, porém, isso requer um profundo
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas das proteinas e lipidios, sua funcionalidade e
uma avaliagdo da percepcdo e das motivagdes do consumidor para aceitar essa nova fonte
(SOSA; FOGLIANO, 2017).

A produgdo, comercializagdo e uso de insetos comestiveis como alimentos e
racdes permeiam uma ampla gama de areas regulatorias, o que deve garantir aspectos como a
qualidade e a seguranga dos produtos obtidos e a avaliagdo do impacto ambiental da criagdo
de insetos. Um ponto crucial é¢ que a aceitagdo do consumidor provavelmente esta associada
ao desenvolvimento de uma estratégia de processamento apropriada, como a extracao,
purificacdo e o uso de proteinas de insetos como aditivo alimentar (VAN HUIS et al., 2013).
E muito dificil fazer uma suposigio geral sobre o processamento de proteinas de insetos, pois
as espécies tém suas peculiaridades (tamanho, cultivo e reprodugdo, diferentes estagios de
vida, conteudo e digestibilidade de proteinas e disponibilidade de aminoacidos)
(HALLORAN et al., 2016).

Estudos mais aprofundados mostram um avango recente no uso de peptideos de
insetos como agentes anti-hipertensivos, antimicrobianos e antioxidantes, demonstrando a
ampla aplicabilidade dessas proteinas (CASTRO et al., 2018; HALL; JOHNSON; LICEAGA,
2018). Como uma tendéncia futura, promover os insetos como alimento requer que o semi-
cultivo e a agricultura se tornem uma prioridade. Além disso, a producdo em larga escala de
peptideos bioativos de insetos apresenta um promissor negocio de biotecnologia. Portanto,
para alcangar todos esses objetivos, sera absolutamente necessdria uma abordagem
multidisciplinar (CASTRO et al., 2018). Diante do exposto, a presente revisdo teve como

objetivo descrever e comparar a composi¢ao nutricional, a funcionalidade e os compostos
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bioativos presentes em insetos comestiveis, bem como discutir assuntos relacionados a

entomofagia e os possiveis riscos do consumo dos insetos.

2 RELEVANCIA DA ENTOMOFAGIA

Durante a evolu¢do humana era de costume em muitos paises e regides comer insetos,
ato este, conhecido como entomofagia. De acordo com a historiadora entomoldgica, os
chineses comegaram a comer insetos ha mais de 3 mil anos atras (XIAOMING et al., 2010).
Segundo Tan et al. (2016) os maiores entraves ao consumo de insetos sdo culturais, a ideia de
que somos 0 que comemos esta presente em todas as culturas. Essas crengas dificultam a
incorporagao de insetos na dieta, pois todas as associagdes ¢ atribuicdes relacionadas a esses
artrépodes influenciam nossa percepcao sobre eles como alimento, muito mais do que seu
valor nutricional. Na verdade, a entomofagia é uma pratica que sempre existiu, muito
provavelmente no passado foi uma importante fonte de nutrientes, como ainda ¢ hoje em
algumas partes do mundo, por isso, ndo se trata da introdu¢do de novos alimentos, mas da
dissemina¢do de uma possivel fonte de nutricdo no mundo ocidental (VAN HUIS et al.,
2013).

Aparentemente, as sociedades ocidentais consideram a entomofagia um habito
alimentar repugnante, primitivo ou um sinal de pobreza, uma vez que ser capaz de comprar
carne de espécies bovinas, por exemplo, ¢ uma forma de demonstrar progresso social e
econdmico e marcar a diferenca para partes economicamente mais fracas de suas sociedades
(POOTVLIET et al., 2019). A neofobia alimentar, caracterizada como a tendéncia de recusar
alimentos novos ou desconhecidos ¢ uma caracteristica humana comum, quando se trata da
neofobia alimentar em relacdo a insetos comestiveis, esta € particularmente alta (GERE et al.,
2018; MEGIDO et al., 2016).

Insetos podem ser consumidos em diferentes estagios de seu desenvolvimento
como: ovos, larvas, pupas e adultos, mas ¢ em forma de larva ou pupa que a maioria das
espécies registradas ¢ consumida. Quando consumidos indiretamente, a ingestdo ocorre em
forma de produtos elaborados e/ou excretados por estes insetos, como: mel, cera, pélen, 6leos,
corantes, remédios, chas, infusdes e farinhas, agregados ou ndo a outros ingredientes. As
principais espécies consumidas sdo, por ordem de importancia, besouros (Coleoptera);
lagartas (Lepidoptera); formigas, abelhas e vespas (Hymenoptera); gafanhotos (Orthoptera);
pulgdes e cigarrinhas (Hemiptera); cupins (Isoptera), moscas (Diptera), dentre outros

(STAMER, 2015).
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O sucesso industrial em larga escala comega com a exploragdo das propriedades
funcionais, nutricionais e bioativas contidas nos insetos (XIAOMING et al., 2010), pois estes
representam uma fonte de alimento sauddavel com um alto teor de proteinas, principal
componente de sua composi¢ao nutricional, também possuem quantidades significativas de
outros nutrientes importantes, como lipidios, acidos graxos benéficos, vitaminas, minerais
(SUN-WATERHOUSE et al., 2016) e fibras, presentes na forma de quitina, no exoesqueleto
dos insetos (YNSECT, 2018).

3 RISCOS INERENTES AO SE CONSUMIR INSETOS

Entre as questdes que prejudicam o potencial alimentar com artrépodes/ insetos
comestiveis, seus riscos de alergenicidade valem a pena ser avaliados. Nos artropodes, 239
alergénicos individuais estdo registrados, de acordo com as exigéncias do Subcomité de
Nomenclatura de Alergénicos da Organizacdo Mundial da Saide e da Unido Internacional de
Sociedades de Imunologia. Tem-se proteinas predominantemente onipresentes ou pan-
alergénicas, que, em termos simplificados, podem ser categorizadas como proteinas
musculares (tropomiosina, miosina, actina, troponina C), proteinas celulares (tubulina),
proteinas circulantes (por exemplo, hemocianina, defensina) e enzimas (arginina quinase,
trioseposfato isomerase, o-amilase, tripsina, fosfolipase A, hialuronidase) (SCHLUTER et al.,
2016).

Episodios alergénicos isolados, incluindo reagdes anafilaticas, foram
documentados na literatura médica em relacdo ao consumo de insetos, bem como, também
sdo encontrados na literatura dados recentes sobre alergias causadas por ingestdo de insetos
(HALL; JOHNSON; LICEAGA, 2018; KAMEMURA et al., 2019). Estruturas pan-
alergénicas foram identificadas em artropodes (Arthropoda), incluindo insetos (abelhas,
besouros, gafanhotos e baratas), aracnideos (dcaros) e crustaceos (camardes, caranguejos e
lagostas) (GIER; VERHOECKX, 2018).

Este efeito foi confirmado em um estudo sobre reatividade cruzada para tenébrio
comum (7Tenebrio molitor) (VERHOECKX et al., 2014) e grilo (Gryllus bimaculatus)
(KAMEMURA et al., 2019) em pacientes com alergia a inalantes para 4dcaros e alimentos de
crusticeos e camardo. Em ambos os casos, tropomiosina e arginina quinase foram
identificadas como proteinas de reacdo cruzada. Portanto, ¢ possivel que pessoas que sdo
alérgicas a crustdceos e dcaros também experimentem uma reacdo alérgica a alimentos

contendo proteinas de tenébrio comum ou grilo.
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A tropomiosina, um dos principais alergénicos do camardo, ¢ uma proteina
miofibrilar que consiste em um dimero espiralado com massas molares de 35-38 kDa
(PEDROSA et al., 2015). Como os acaros e outros artropodes, como os grilos, tém uma
identidade de 75 a 85 % da sequéncia da tropomiosina (AYUSO et al., 2002), a reatividade
cruzada da imunoglobulina E ¢ muito esperada em espécies de insetos comestiveis. As
observacdes atuais consideram a tropomiosina como o principal alergénico responsavel pela
reatividade cruzada entre crustaceos, moluscos, dcaros e baratas (PEDROSA et al., 2015).

Outra molécula de risco potencial associada a insetos ¢ a quitina. A quitina € um
polissacarideo que compreende o exoesqueleto de insetos, mas também ¢ encontrado em
fungos, parasitas e crustaceos (BERTELSEN, 2016). Demonstrou-se que a quitina funciona
como um adjuvante, sendo uma substancia que ajuda a induzir a imunidade adaptativa,
embora a forma como ela funciona como adjuvante ndo seja bem compreendida. Diferentes
estudos demonstraram diferentes efeitos da imunomodulagdo da quitina (DUBEY et al., 2015;
SIGSGAARD et al., 2015).

Existem mais informacdes sobre alergia a picadas de insetos ou alergias
inalatérias (GIER; VERHOECKX, 2018), sendo a alergia inalatoria a barata a mais relatada.

Recentemente, uma extensa revisdo sobre alergia a barata foi publicada (POMES et al., 2017).

4 INSETOS COMESTIVEIS COMO COMPONENTE DA DIETA HUMANA

Os insetos atualmente estdo sendo considerados como uma fonte de alimento
promissora, devido a seus altos valores nutricionais (VAN HUIS, 2016). Apesar dessa enorme
variedade, e de um grande niumero de estudos que vem surgindo, ainda pouco se sabe sobre a
composicdo de seus nutrientes. Em geral, insetos comestiveis sdo considerados como boas
fontes de proteinas, gorduras, vitaminas e minerais. O consumo de 100 g de lagartas, por
exemplo, fornece 76% da quantidade didria necessaria de proteinas e quase 100% da
quantidade didria necessaria de vitaminas para os seres humanos (AGBIDYE; OFUYA;
AKINDELE, 2009). Apenas trés pupas do bicho-da-seda sdo consideradas tdo ricas em
nutrientes quanto um ovo de galinha, sua composi¢ao possui cerca de 50 % de proteinas e
30 % de lipidios (MITSUHASHI, 2010).

No que diz respeito ao conteido de micronutrientes de insetos (Tabela 1), pode-se
afirmar que a maioria destes apresenta altas quantidades de potéssio, célcio, ferro, magnésio
(ZIELINSKA et al., 2015) e selénio (FINKE, 2002). Os insetos contém parcialmente mais
ferro e calcio do que carne bovina, carne de porco e frango (SIRIMUNGKARARAT et al.,
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Tabela 1 — Nutrientes, minerais € composi¢do vitaminica de quatro espécies de insetos comestiveis (base seca).

Rhynchophor . Acheta Ruspolia Tenebrio Periplaneta
usphoenicis Bombyx mori domesticus differens molitor americana
Proteina 10,3-41,7 48,7-58,0 64,4-70,7 44,3 65,6 49,43
Nutrientes Gordura 19,5-69,8 30,1-35,0 18,5-22,8 46,2 28,2 38,07
(%) Fibra 2,8-25,1 2,0 - 4,9 3,0 6,53
Cinzas 2,5-5,7 4,0-8,6 3,6-5,1 2,6 2,48 2,84
Célcio 54,1-208,0 158,0 132,2-210,0 24,5 47,18 -
Potassio 1025,0-2206,0 - 1126,6 259,7 761,54 -
Minerais Magnésio 33,6-131,8 207,0 80,0-1094,4 33,1 221,54 -
(mg/100 g) Fosforo 352,0-685,0 474,0 708,0-957,8 - 697,44 -
Sédio 44,8-52,0 - 435,1 121,0 125,38 -
Ferro 14,7-30,8 26,0 6,3-11,2 229,7 5,51 -
Ac. ascorbico 4,2 - 9,5 0,1 36,10 23,84
o Ac. folico - - 0,5 0,9 - -
Vitaminas Tiamina 3,4 - 0,1 - - -
[mg/100 g] . :
Riboflavina 2,2 - 11,1 1,4 - -
Niacina 34 0,9 12,6 2.4 - -

Fonte: Adaptado de RUMPOLD; SCHLUTER (2012, 2013).
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2010). Por exemplo, uma média de100 g de lagartas fornece 335% da quantidade minima
diaria de ferro necessaria (DEFOLIART, 1992). Estudos recentes mostram que existe uma
maior disposi¢do para se consumir produtos com insetos triturados em vez de insetos inteiros
(FURG, 2017; HALL et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017). Oliveira et al. (2017) utilizaram
barata cinérea (Nauphoeta cinerea) para obter farinha com 63,22 % de de proteina e lipidios
de alta qualidade. Diferentes concentragdes (5, 10 e 15 %) desta farinha foram adicionadas na
formulagdo de pao branco a fim de enriquecer proteicamente o produto. Com 10 % de adicao
de farinha de barata cinerea na formulagao do pao branco o aument o proteico obtido foi de
133 % (aumentou de 9,7 % para 22,7 %) bem como reducdo de 64,53 % na gordura
adicionada na formulagdo do pao. Megido et al. (2016) elaboraram diferentes formulagdes de
hamburguers (hamburguer de carne bovina, hamburguer de lentilha, hambutrguer de lentilha e
de carne bovina preparados com 50 % de insetos) adicionando farinha de tenébrio (7enebrio
molitor) com o intuito de diminuir a neofobia alimentar relacionada a insetos. Neste estudo foi
testado o nivel de preferéncia sensorial dos diferentes hamburgueres através de testes
hedonicos. Essa estratégia diminuiu a neofobia alimentar dos insetos, ja que os participantes
avaliaram o gosto e a aparéncia dos hamburgueres com resultados mais altos do que os
produtos neutros, posicionando-os entre o hamburguer totalmente de carne ¢ o hamburguer
totalmente vegetal.

O uso de proteinas e lipidios oriundos de insetos como ingredientes alimentares
requer uma compreensdo profunda sobre as caracteristicas fisico-quimicas desses
ingredientes, bem como sua funcionalidade. Cientistas da area de alimentos precisardo
enfrentar, em um futuro préximo, o desafio da seguran¢a alimentar para assegurar uma
producdo suficiente de proteina para os 2 a 3 bilhdes de pessoas adicionais que povoarao o

planeta nas proximas décadas (VELDKAMP et al., 2012).

4.1 INSETOS COMO FONTE DE PROTEINA

Insetos tém sido propostos como uma das mais promissoras fontes alternativas de
proteinas para resolver o problema global da escassez proteica: a principal vantagem dos
insetos sobre outras fontes de proteina € o baixo custo ambiental da produgdo, que se torna
essencial para satisfazer o aumento da demanda global proteica (VAN HUIS et al., 2013),
bem como, do ponto de vista nutricional, pela alta concentragdo de aminoacidos, quando

comparado a outras fontes (Tabela 2).
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Tabela 2 — Comparagao entre aminoéacidos de diferentes fontes.

Font-e o . . .. . - . . . Metionina Fenilalanina
proteica Histidina Isoleucina Leucina Lisina Metionina Cisteina Treonina Triptofano Valina © cisteina  + tirosina
(mg/ gproteina)
Acheta
domesticus 22,7 36,4 66,7 51,1 14,6 8,3 31,1 6,3 48,4 22,9 74,2
Tenebrio
molitor 31,6 50,3 106,4 54,5 12,8 8,6 41,8 8,0 58,8 21,4 109,8
Carne
bovina 38,1 39,43 92,24 95,28 - - - - 43,0 35,59 83,86
Ovo em po 22,12 34,64 83,9 91,44 - - - - 47,5 40,05 98,64
Caseina 18,99 46,91 93,05 78,66 - - - - 54,95 30,14 109,71
Soja 32,88 45,71 81,34 82,69 - - - - 48,16 18,65 96,99
Feijao 28,55 31,39 78,28 94,36 - - - - 40,81 19,95 113,08
Aminoacidos
requeridos
na nutricao 15,0 30,0 59,0 45,0 16,0 6,0 23,0 6,0 39,0 22,0 30,0
humana
(FAO)

Fonte: Adaptado de RUMPOLD; SCHLUTER (2013); PIRES et al. (2006).
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A extracdo e o fracionamento proteico sdo etapas necessdrias para produzir
ingredientes oriundos de proteinas de insetos. A concentra¢do de proteina nas varias espécies
de insetos ¢ geralmente muito elevada (50-70 % em base seca), o que facilita o processo de
concentracdo da mesma (SOSA; FOGLIANO, 2017). Dados sobre a quantidade de proteinas
que podem ser extraidas em pd de insetos previamente secos € moidos em solugdes aquosas
mostraram uma enorme variabilidade. Fatores como a relagao solido/ d4gua, bem como o pH e
a temperatura desempenham um papel importante (ZHAO et al., 2016). O método mais
utilizado para obten¢do da fracdo proteica € a extragao alcalina seguida de precipitacao acida
de proteinas no ponto isoelétrico (FOSTE et al., 2015). O teor de proteina bruta em uma
fragdo rica em proteina de tenébrio comum (7enebrio molitor) obtidas por extracdo alcalina e
precipitacdo isoelétrica no pH 4 aumentou 14,4 % em relagdo ao extrato inicial (BUBLER et
al., 2016).

A estimativa do teor de proteina em insetos comestiveis pode ser obtida pelo
método de Kjeldahl utilizando fator de conversdo de nitrogénio (N) em proteina (6,25). No
entanto, recentemente, Jonas-Levia e Martinez (2017) apontaram que este fator pode ndo ser
adequado para insetos levando a superestimagdo de proteinas, pois o conteudo do
exoesqueleto do inseto contém grande quantidade de fibra de quitina, rica em polissacarideos
e nitrogénio, e proteinas firmemente incorporadas em sua matriz. Por exemplo, Kaya et al.
(2015) determinaram que algumas espécies de gafanhotos contém de 5,3 a 8,9 % em peso
seco de quitina. Por esta razdo, um novo fator de conversdo de nitrogénio para proteina teria
que ser recalculado para os insetos.

No entanto, o estudo de Finke (2007) relata que embora a anélise detalhada de
aminoacidos seja preferida, o nitrogénio 6,25 fornece uma estimativa razodvel da proteina
total para a maioria dos insetos. Ao analisar a quantidade de quitina contida em insetos
inteiros o autor observou que a recuperagdo de proteinas para estas espécies € relativamente
alta, com uma média de 92,4 %. Na maioria dos casos, quando os insetos sdo analisados
quanto a aminoacidos e onde todos os aminoacidos sdo relatados, a recuperagdo relativamente
alta de nitrogénio sugere que o nitrogénio da quitina ¢ uma fracdo relativamente pequena do
conteudo total de nitrogénio do inseto, uma vez que a quitina estd presente em maiores
quantidades na exocuticula e endocuticula do inseto. Todos esses dados indicam a
necessidade de mais estudos nesta area, uma vez que o teor de proteina contido nos insetos
influencia diretamente nas demais pesquisas envolvendo este assunto.

Foram encontrados na literatura estudos que avaliaram as propriedades nutricionais

e funcionais das proteinas de diferentes insetos (HALL et al., 2017; MISHYNA et al., 2019;
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OLIVEIRA et al., 2017; ZIELINSKA et al., 2015; ZIELINSKA; KARAS; BARANIAK,
2018; ZHAO et al., 2016), mas infelizmente, devido a falta de um processamento padronizado
de fracionamento, estudos sobre a funcionalidade tecnoldgica de proteinas de insetos ainda
sd0 escassos. Autores ainda citaram a necessidade da qualidade das proteinas de insetos (em
comparacdo com outras proteinas animais e vegetais) ser avaliada em testes fisiologicos
(FINK; DEFOLIART; BENEVENGA, 1989).

Sosa e Fogliano (2017) estudaram nao s6 os beneficios nutricionais, mas também
os funcionais das proteinas de insetos e citaram que as principais propriedades funcionais que
devem ser avaliadas s3o capacidade de retencdo de agua e de Oleo, capacidade de
espessamento, capacidade de emulsificacdo, capacidade de formagao de espuma, capacidade
de gelificacdo e capacidade de estruturacdo. Yi et al. (2016) confirmaram que as proteinas de
insetos apresentam boa digestibilidade, dados in vitro mostraram que o tempo da digestdo
também depende da fragdo das proteinas consideradas. Beverly et al. (2012) analisaram
quimica e nutricionalmente dois tipos de insetos e encontraram valores de proteina de 31,23%
em larvas de gusano branco (degiale hesperiaris) e 37,79 % em larvas de gusano vermelho
(Comadia redtem-bacheri). Oliveira et al. (2017) analisaram o perfil de aminoécidos nas
proteinas da barata cinérea (Nauphoeta cinerea), ¢ também calcularam 68,50% de proteina
total em sua composicao.

Mishyna et al. (2019) utilizaram proteinas soluveis de gafanhoto
(Schistocerca gregaria) e de ninfa de abelha melifera (Apis mellifera). As amostras foram
desengorduradas e a proteina foi extraida por sonica¢do (ultrassom). Novos fatores de
conversdao de nitrogénio para proteina baseados na analise de aminodcidos foram estimados
para ambos os insetos: 4,5 para gafanhoto adulto, e 4,9 e 5,6 para pupas e larvas de abelha,
respectivamente, ao contrario de 6,25 comumente usados. Todas as fragdes foram
caracterizadas pela sua composicdo, rendimento, cor, solubilidade proteica e propriedades
funcionais. Houve um aumento no teor de proteina até 57,5 e 55,2 % para gafanhoto e abelha,
respectivamente. A maior estabilidade de emulsdao ap6s 120 min foi determinada para o p6 de
gafanhoto extraido por sonicacdo (85,5 %), também foram observadas mudangas na
funcionalidade da proteina relacionadas a alteracdo na carga proteica, hidrofobicidade
superficial e distribuicdo de proteinas, de acordo com sua massa molar.

Zhao et al. (2016), utilizaram um planejamento fatorial fracionado (dois niveis,
quatro fatores) para avaliar o impacto simultdneo de quatro variaveis durante a extra¢do de
proteinas da larva tenébrio comum (7enebrio molitor) com NaOH. Foram estudados quatro

fatores: concentracdo de NaOH (0,1 M até¢ 0,5 M), razdo entre a solucdo de NaOH e larva
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desengordurada (6: 1 mL / g até 20: 1 mL / g), temperatura (20 °C e 80 °C) e tempo (30 min e
120 min). O teor real de proteinas do extrato proteico foi de cerca de 75 %, com uma taxa de
extracdao de 70 % sob condi¢des de extracdo otimizadas usando NaOH 0,25 M, uma solugao
de NaOH: etanol sem gordura de 15: 1 mL/ g, 40 °C por 1 h extragdo. A menor solubilidade
proteica em solucdo de dgua destilada foi obtida entre pH 4 e 5, e se incrementou com o
aumento ou diminui¢do do pH. A menor solubilidade foi observada em solugdo de NaCl a
0,5 M, demostrando que as propriedades funcionais de larvas de tenébrio podem ser

modificadas conforme as diferentes aplicagdes alimentares.

4.2 INSETOS COMO FONTE DE LIPIDIOS

Os lipidios representam a segunda maior fragdo da composicdo nutricional de
insetos comestiveis e seu conteudo ¢ maior no estagio larval da vida dos insetos, podendo
variar entre de 10 a 50 % em base seca (XIAOMING et al., 2010). O teor de acidos graxos ¢ a
composicdo lipidica dos insetos estdo relacionados a espécies, sexo, estagio da vida, dieta,
temperatura ambiental e voo migratério (OONINCX et al., 2015). Para as larvas de insetos, os
principais acidos graxos dos 6leos sdo os acidos palmitico e oleico, enquanto que para um
inseto maduro, os principais acidos graxos sdo os acidos palmitico e linol¢ico (EKPO;
ONIGBINDE; ASIA, 2009). Nao ¢ incomum encontrar uma grande variabilidade dos perfis
de &cidos graxos entre os proprios insetos (Tabela 3). Os lipidios nos insetos vém de sua dieta
ou sdo sintetizados por eles. Esses lipidios sdo armazenados na gordura corporal, degradados,
processados e transportados para o local de uso (BEENAKKERS; VANDERHORST;
VANMARREWIJK, 1985). Estes sdo compostos principalmente de triacilglicerol, outros
tipos de lipidios presentes em menores quantidades incluem colesterol, gliceridios parciais,
acidos graxos livres, fosfolipidios e ésteres de cera (DOWNER; MATHEWS, 1976). No
entanto, cerca de 80% do contetido lipidico est4 presente na forma de triacilglicerol (GILBY,
1965), que serve como deposito de energia por periodos de alta demanda energética
(BEENAKKERS et al., 1985). A segunda classe lipidica mais importante sdo os fosfolipidios,
que tém um papel importante na estrutura da membrana celular. O teor de fosfolipidios na
gordura bruta é geralmente inferior a 20 %, variando de acordo com o estagio da vida e as
espécies de insetos.

Os 4cidos graxos essenciais linoléico (18: 2 n-6) e a-linolénico (18: 3 n-3), sdo
poliinsaturados e ndo sdo sintetizados pelas células de mamiferos e, portanto, devem ser

ingeridos na dieta (BAZINET; LAYE, 2014). Estes podem atuar na prevencéo de doencas
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Tabela 3 - Comparacdo entre acidos graxos de diferentes fontes.

Acido graxo (g/ 100g)

C18:1 C18:2 C(C18:3
n9 né6 n3

C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C20:0 C20:1 C20:2 C22:0 C22:1 C22:4

Ten?brio 0,23 3,11 18,52 2,09 2,43 49,50 21,82 0,84 0 0 N.D. N.D. N.D. NJ.D.
molitor

Alphitobius 0 0,65 2518 022 855 3849 2328 1,04 038 0 ND. ND. ND. ND.
diaperinus

Acheta

0,30 1,80 2599 2,09 6,09 29,14 29,11 1,56 0 0 ND. ND. ND. ND.
domesticus
Blaptica 0,16 1,05 18,05 5,17 3,71 51,38 17,36 1,24 0,14 0 N.D. ND. N.D. ND.
dubia
Eucommia N.D. N.D. 6,21 0,11 246 16,00 11,68 61,85 ND. 031 ND. 026 006 005
ulmodie
Salmo solar 0 2,20 8,50  N.D. 3,00 40,00 14,00 6,5 ND. ND. ND. ND. ND. ND.

Camellia N.D. ND. 14,15 0,09 348 61,62 18,05 0,37 0,10 0,97 0,03 ND. 0,10 0,08

sinensis

Mylossoma 006 025 1514 326 921 3297 1896 9,55 049 030 ND. 055 001 ND.
paraguayensis

*N.D.: ndo detectado
Fonte: Adaptado de TZOMPA-SOSA et al. (2014); MELO et al. (2019); BELGHIT et al. (2018); ZHANG et al. (2020)
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cardiovasculares e canceres (BAKER et al.,, 2016). Esses 4acidos graxos agem como
precursores para a sintese de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, como acido
araquidonico,acido eicosapentaendico e acido docosahexaenoico, sendo estes necessarios para
manter em condi¢des normais as membranas celulares, a funcao cerebral e as transmissoes de
impulso nervoso (BAZINET; LAYE, 2014; NAKAMURA; YUDELL; LOOR, 2014). Alguns
estudos relatam a presenca desses dcidos graxos poliinsaturados em insetos comestiveis
(EKPO et al., 2009; ZHANG et al., 2020). Além disso, de acordo com a Tabela 3, os insetos
apresentam maior quantidade de 4cidos linoléico (18: 2 n-6) e a-linolénico (18: 3 n-3) quando
comparados a outras fontes. A extracdo de lipidios de insetos para aplicagdo como o6leos
comestiveis foi investigada pelo método de Soxhlet, extracao de Folch e extra¢do supercritica
de CO, (PURSCHKE et al., 2016; TZOMPA-SOSA et al., 2014). Os solventes possiveis de
serem utilizados incluem dissulfeto de carbono, nafta de petrdleo, benzeno, tricloroetileno,
alcool, pentano, didxido de carbono supercritico ¢ hexano comercial (KEMPER, 2013). O
processo de extracao lipidica ndo tem grande impacto na composi¢do de acidos graxos do
extrato, mas influencia fortemente o rendimento da extracao lipidica e os tipos de lipidios
extraidos. Por exemplo, quando a extragdo aquosa ¢ usada, apenas triacilglicerdis sdo
extraidos. Por outro lado, quando s3o utilizados solventes organicos, sdo extraidos
fosfolipidios, glicéridos e triacilglicerois (TZOMPA SOSA et al., 2014).

A extragdo aquosa de lipidios de insetos fornece uma alta qualidade do oleo,
semelhante aos 6leos virgens (PURSCHKE et al.,, 2016; TZOMPA-SOSA et al., 2014).
Portanto, o processo de extracdo deve ser cuidadosamente selecionado de acordo com a
aplicacdo desejada e os custos de cada processo de extracdo. Sao relatadas as principais
vantagens do uso da extracdo supercritica de CO;: (i) reducdo da oxidagdo de solutos; (ii)
extracdo de componentes termicamente sensiveis devido & baixa temperatura critica; (iii)
modulacdo da seletividade do solvente pelas condigdes operacionais; (iv) residuos sem
solvente; e (v) propriedades apropriadas do solvente (quimico inerte, ndo toxico e nao
explosivo) (MARIOD et al., 2010; ROY; SASAKI; GOTO, 2006, STAHL; SCHUETZ,
MANGOLD, 1980).

A maioria dos lipidios de insetos € liquida a temperatura ambiente (25 °C), sendo
chamados de "6leo de inseto". Esses 6leos sdo ricos em acidos graxos insaturados essenciais,
como acido linol€ico, acido alfa-linolénico e w-3. A natureza liquida dos 6leos de insetos os
torna ideais para uso em maionese, 0leos de fritura, lubrificantes de qualidade alimentar, entre
outros. Os lipidios de insetos solidos a temperatura ambiente sdo chamados de "gordura de

inseto". O estado sélido dessa gordura de inseto confere um alto teor de acidos graxos
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saturados, variando de 57 a 75 % do total (USHAKOVA et al., 2016), sendo especialmente
interessante para aplicacdo em massas, confeitaria e margarina, entre outros sistemas
alimentares (SOSA; FOGLIANO, 2017).

Até a presente data, apenas dados limitados estao disponiveis sobre a extracao de
lipidios de insetos. DeFoliart (1991) avaliou o teor de gordura dos insetos e concluiu que
geralmente varia de menos de 10 % a mais de 30 %, com base na massa imida, e esse
conteudo ¢ maior nos estagios de larvas e pupas do que nos estagios adultos. Os cupins vivos
tém 350 kcal/ 100 g e sdo compostos por 28 % de gordura, sendo o segundo inseto mais
consumido no mundo, depois dos gafanhotos (CHUNG, 2010). Oliveira et al. (2017)
analisaram o perfil de acidos graxos da barata cinérea (Nauphoeta cinerea) e obtiveram
18,45 % de lipidios em sua composi¢ao e 10,94 % de acidos graxos insaturados. Para mostrar
as possiveis aplicagdes de lipidios de insetos, Sosa e Fogliano (2017) fracionaram os lipidios
extraidos de tenébrio comum (7enebrio molitor) e realizaram analises fisico-quimicas desse

extrato lipidico original e de suas fragdes.

S PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS HIDROLISADOS PROTEICOS DE
INSETOS

O sucesso industrial em larga escala comec¢a com a exploragdo das propriedades
funcionais e nutricionais de potenciais ingredientes de insetos como hidrolisados de proteinas.
No entanto, existem poucos estudos sobre as propriedades funcionais das proteinas de insetos
(HALL et al., 2017). O uso bem-sucedido de tais ingredientes proteicos depende de suas
habilidades para cumprir um ou mais dos requisitos de funcionalidade, por exemplo, boa
solubilidade, estabilizagdo da emulsdo/ espuma e/ ou formagdo de gel. Estudos sobre as
propriedades funcionais dos insetos sdo muito limitados. A modificagdo enzimdtica de
proteinas € um mecanismo Util para melhorar sua funcionalidade em comparagdo com as
proteinas nativas nao hidrolisadas (HALL et al., 2018).

A solubilidade ¢ um pré-requisito importante das proteinas funcionais dos
alimentos, pois influencia as aplicagdes potenciais de proteinas especificas e estd relacionada
as suas propriedades emulsificantes e espumantes (ZHAO et al.,, 2012). De acordo com
Akpossan et al. (2015), as fracdes proteicas lipidicas e desengorduradas de farinha e de larvas
de lagarta (Imbrasia oyemensis) apresentaram boa funcionalidade. Além disso, foi observada
baixa solubilidade em ambas as farinhas, o que foi atribuido ao ponto isoelétrico da proteina.

Esses resultados também mostraram que a farinha integral (lipidica ou desengordurada) nao
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apresentou capacidade de formacdo de espuma e baixa estabilidade da espuma, enquanto a
farinha desengordurada apresentou baixas propriedades espumantes. No entanto, ambas as
farinhas exibiram boas caracteristicas emulsionantes e retencao de agua. A solubilidade da
fragdo de hidrolisado foi superior a 80%, sendo que esta foi independente do valor do pH (pH
2,0 - 10,0) NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017).

O grilo africano (Gryllidae sp.) também apresentou baixa solubilidade nos pH 3 e
4. No entanto, em ambos os valores de pH, as proteinas dos insetos ndo foram hidrolisadas
enzimaticamente. Os resultados deste estudo sugerem que o ponto isoelétrico da proteina do
grilo (Gryllodes sigillatus) tem pH igual ou préximo a 3,0. Este valor ¢ semelhante ao ponto
isoelétrico da proteina do grilo africano, que ¢ relatada como sendo de pH 3,5 (masculino) e
4,4 (feminino) (ADEYEYE; AWOKUNMI, 2010). De acordo com Nongonierma e FitzGerald
(2017), peptideos de insetos geralmente t€ém solubilidade limitada em 4gua. No entanto, maior
solubilidade (p <0,05) a pH 3,0, 7,0, 8,0 ¢ 10,0 foi relatada apos a hidrdlise.

Geralmente, a atividade emulsificante das proteinas ¢ afetada por sua massa
molar, hidrofobicidade, estabilidade da conformacdo, carga superficial e suas propriedades
fisico-quimicas, como pH, for¢a i6nica e temperatura (ZHAO et al., 2012). Existem alguns
relatos na literatura sobre as propriedades emulsificantes de insetos que podem servir como
comparag¢do. Maior indice de atividade emulsificante (IAE) representam um niimero menor de
goticulas dispersas de dleo e alta capacidade de adsor¢do da proteina na interface 6leo-agua
(PACHECO-AGUILAR et al., 2008). Hall et al. (2018) verificaram que os tratamentos que
apresentaram a maior capacidade de emulsdo (27-32 m*/ g) foram os ensaios 1 e 2 (0,5 % E/S
por 30 e 60 min, respectivamente) e ensaio 8 (3% E/S, 60 min). Os ensaios, 5-7 ¢ 9 (1,5 %
E/S, 30- 90 min e 3 % E/S por 90 min, respectivamente), mostraram um AIE menor em
relagdo aos outros tratamentos e os valores de proteina ndo hidrolisada foram
significativamente diferentes (p <0,05) entre as emulsdes estabilizadas pelos hidrolisados de
grilos (Gryllodes sigillatus).

As espumas sao sistemas coloidais bifasicos com uma fase aquosa continua e uma
fase gasosa dispersa. Uma boa expansdo de espuma requer rapida migrag¢ao, desdobramento e
reorganiza¢do na interface ar/ dgua para reduzir a tensdo superficial (KHALED et al., 2014).
A proteina hidrolisada de grilo deste estudo mostrou propriedades espumantes superiores as
de outros insetos encontrados na literatura. Por exemplo, farinha de grilo africano (Gryllidae
sp.) foi relatada como tendo uma capacidade de espuma de apenas 6% apds duas horas. Yi et
al. (2013) relataram baixa ou nenhuma capacidade de espuma, em uma faixa de pH, para

fragdes de proteinas extraidas com acido de cinco espécies diferentes de insetos, incluindo a
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proteina de grilo (Acheta domesticus).

6 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS PROTEINAS DE INSETOS
6.1 HIDROLISE ENZIMATICA DE INSETOS

Em muitos organismos, hd varias evidéncias de que peptideos bioativos sdo
produzidos naturalmente por proteinas da dieta durante o processo gastrointestinal. No
entanto, essa produgdo nao pode ser controlada e uma resposta fisioldgica mais baixa pode ser
obtida. Nas ultimas décadas, surgiu um interesse crescente em identificar e caracterizar
peptideos bioativos de fontes vegetais e animais (SARMADI; ISMAIL, 2010). Hidrolisados
de proteinas sdo proteinas digeridas em pequenos fragmentos, peptideos e aminoacidos. Esses
fragmentos de peptideos podem conter de 2 a 20 aminodcidos que sdo inativos na sequéncia
da proteina original, que pode ser liberada por hidrolise enzimatica, extragdo por solvente e
fermentagdo microbiana (NAJAFIN; BABJI, 2012). O processo de hidroélise enzimatica ¢ uma
quebra da ligacdo entre os aminoacidos que compdem uma cadeia peptidica, consumindo uma
molécula de dgua para cada quebra da ligacdo, resultando em peptideos menores. A hidrolise
enzimatica tem uma curva tipica: ocorre inicialmente uma hidrolise rapida, indicando que
numerosas ligagdes peptidicas foram hidrolisadas, seguidas por uma diminui¢do na taxa de
rea¢ao (NAJAFIN; BABJI, 2012; SARMADI; ISMAIL, 2010).

Virios hidrolisados foram desenvolvidos com proteinas de varias fontes animais,
como por exemplo, a Castanha (Umbrina canosai) (DA ROCHA et al., 2018), proteina de
subproduto de tilapia (Oreochromis niloticus) (ROSLAN et al., 2017), e de fontes vegetais,
como arroz, soja, ervilha e trigo (RUDOLPH et al., 2017). Os peptideos bioativos de insetos e
outras fontes apresentam efeitos benéficos na saude humana e nos sistemas alimentares por
apresentar acdo antioxidante, antimicrobiana, atividade inibidora da enzima conversora da
angiotensina I, atividade antidiabética, dentre outras, podendo assim ser usados como
ingredientes funcionais em alimentos (YANG et al., 2013; ZIELINSKA et al., 2015). No
entanto, existem poucas pesquisas relacionadas a obtengdo de peptideos bioativos a partir de
hidrolisados de proteinas de insetos. Os insetos sdo altamente nutritivos € possuem maior teor
de proteinas, como mencionado anteriormente.

Segundo de Castro et al. (2018) a producdo, apreciagdo e importancia de um
peptideo especifico extraido de inseto com propriedades bioativas (por exemplo, antioxidante,
antimicrobiano, anti-hipertensivo) pode motivar investimentos e pesquisas sobre a extracdo de

proteinas de insetos e suplementagdo de alimentos como processo de hidrolise. A bioatividade
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desses peptideos pode ser influenciada por diferentes parametros, como fonte de proteina,
grau de hidrolise (GH), estrutura peptidica, composicdo de aminodcidos e tipo de protease
utilizada. Além disso, a composicdo de aminoacidos de peptideos em um hidrolisado de
proteina ¢ totalmente dependente dos substratos proteicos e proteinases utilizados
(NAJAFINAN; BABJI, 2012).

A hidrélise enzimatica de um inseto geralmente ¢ realizada com insetos
homogeneizados ou em isolados de proteinas de insetos (DE CASTRO el al., 2018). De
acordo com Xiaoming et al. (2010) os insetos comestiveis também sao uma importante fonte
de lipidios, variando de 10 a 50 % em base seca. Assim, este composto pode ter varios pro-
oxidantes, como substratos lipidicos oxidados instaveis, e pode ser removido por processo de
mudanga de pH. Antes da hidrolise enzimatica pode ser elaborado um isolado de proteina que
pode ser realizado seguindo algumas etapas: homogeneizacdo, desengorduramento,
solubilizacdo de proteinas, precipitagdo isoelétrica de proteinas, ressolubilizagdo de proteinas
seguidas por uma etapa de secagem (NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017).

As enzimas proteoliticas mais comumente usadas no processo de hidrolise de
proteinas de insetos sdo de diferentes fontes, incluindo animais, vegetais e microbianas,
respectivamente. As enzimas animais como pepsina ¢ tripsina foram utilizadas no processo de
hidrélise de Bombyx mori chrysalises (YANG et al., 2013). Algumas enzimas microbianas
como Alcalase, Flavourzyme e termolisina foram descritas durante a hidrolise de insetos
como Bombyx mori, Bombus terrestris, Schistocerca gregaria, Gryllodes sigillatus e
Spodoptera littoralis (HALL et al., 2017; YANG et al. al., 2013).

As proteases obtidas de fontes microbianas possuem baixo custo devido as
exigéncias nutricionais minimas € ao curto tempo de obtencdo dos micro-organismos
envolvidos. As enzimas microbianas sao utilizadas na industria de alimentos por apresentarem
variabilidade de agdo catalitica e facil manipulagdo genética. Além disso, as proteases
microbianas sdo tdo diversas quanto existem micro-organismos na natureza (CARRASCO-
CASTILLA et al., 2012). No entanto, o uso de enzimas de fontes vegetais no processo de
hidrélise de proteinas de insetos parece ser raro. Yang et al. (2013) hidrolisaram Bombyx mori
chrysalises usando papaina como enzima.

A acdo catalitica da protease permite que as ligagdes peptidicas se clivem durante
a reacao que pode ser monitorada por grau de hidrolise (GH). O GH pode ser definido como a
razdo percentual do niimero de ligagdes peptidicas clivadas com o numero total de ligacdes
peptidicas no substrato estudado (DE CASTRO; SATO, 2014). O GH pode ser influenciado

pela atividade especifica da protease, pelas caracteristicas do substrato (proteina) e pelas
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condi¢des da reagdo (NAJAFIAN; BABJI, 2012). A espécie de inseto também influencia o
GH alcancado (NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017). Zielinska et al. (2015) elaboraram
hidrolisados a partir de Gryllodes sigillatus cozidos e Schistocerca gregaria fervida usando
a-amilase, pepsina e pancreatina com GH de 37,76 % e 37,65 %, respectivamente. Os
mesmos autores verificaram que as amostras cozidas e frescas de Tenebrio apresentaram GH
de 11,32 e 14,78 %, respectivamente. Hall et al. (2017) elaboraram hidrolisados com grilos
inteiros (Gryllodes sigillatus) usando Alcalase como enzima com um GH variando de 15 a
85 %. O GH influencia a bioatividade dos hidrolisados proteicos, pois a cadeia peptidica e a
exposicao dos grupos aminas terminais dos peptideos produzidos dependem do GH ou/e estao

relacionados a ele (NAJAFIAN; BABIJI, 2012).

6.2 PEPTIDEOS ANTIOXIDANTES

O oxigénio ¢ essencial para manter a vida e a producao de energia, mas ao mesmo
tempo espécies reativas de oxigénio (ERO), como &nion superoxido (O;,'-), peroxido de
hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (+ OH), sdo continuamente geradas no metabolismo
celular, que em altas concentragdes podem ser extremamente prejudiciais aos constituintes
celulares (NAJAFIAN; BABJI, 2012). Os organismos se protegem desses efeitos nocivos
com um complexo sistema de defesa antioxidante que inclui varias defesas enzimaticas e ndo
enzimaticas. O estresse oxidativo tem sido relacionado a processos toxicos celulares como
peroxidagdo lipidica da membrana, inativagdo enzimatica, quebra do DNA dentre outros, que
podem resultar em intimeras patologias, incluindo carcinogénese, doengas cardiacas, lesdes
por reperfusdo, artrite reumatoide e envelhecimento (RAHAL et al., 2014).

O Quadro 1 apresenta as diferentes propriedades bioativas dos hidrolisados de
proteinas de insetos. As propriedades antioxidantes dos peptideos obtidos pela digestdo
gastrointestinal in vitro dos insetos comestiveis foram relatadas por Zielinska, Kara§ e
Jakubczyk (2017). Os autores relataram as atividades antioxidantes de hidrolisados de barata
dubia, barata silvestre de madagascar, gafanhotos, tenébrio gigante e grilo avaliadas por
diferentes métodos, como capacidade de quelagdo dos metais, sequestro do radical livre
DPPH® e capacidade de reducdo do ferro (FRAP). Esses hidrolisados foram obtidos utilizando
diferentes solugdes: a-amilase, pepsina, simulador de saliva, suco intestinal e sistema
digestivo humano. Os hidrolisados de Amphiacusta annulipes apresentaram alta atividade
antioxidante medida pela atividade antirradical contra DPPH (IC50 = 19,1 1 g / mL),
capacidade de quelagdo de Fe, * (58,82 %) e poder redutor (0,652).



Quadro 1 — Proteinas de insetos com propriedades bioativas
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Concentragao ou

Matéri-prima Enzima Grau de hidrolise (%) Bioatividades Referéncias
volume testado
Tenebrio molitor, o-amilase, pepsina e Zielinska, Karas e
Schistocerca gregaria P .p 12.a37 0,88 a 5,88 mg/mL Citotoxicidade ;
- pancreatina Jakubczyk (2017)
e Gryllodes sigillatus
Atividade inibidora da
dipeptidil peptidase 1V,
Atividade inibidora d
Gryllodes sigillatus alcalase 15a85 1 mg/mL l.Vl ade bl 0r~a a Hall et al. (2018)
enzima de conversao da
angiotensina e
Atividade antioxidante
.. Atividade inibidora da
termolising, alcalase e enzima de conversao da Vercruysse et al
Spodoptera littoralis | simulador de digestao nao citado 211 a 1392 pg/mL . . Y '
astrointestinal angiotensina e (2009)
& Atividade antioxidante
Bombyx mori alcalase 1a30 5 mg/mL Atividade antioxidante Yang et al. (2013)
Atividade inibidora da
Tenebrio molitor alcalase 20 0,017 a2 0,39 mg/mL | enzima de conversao da Dai et al. (2013)
angiotensina
Bombyx mori, . o
Spodoptera littoralis epsina, tripsina e Atividade inibidora da Vercruysse et al
poaop N pepsina, Hps! 52,6 a 105,5 25 e 50 ng/mL enzima de conversio da 4 '
Schistocerca gregaria quimotrispsina ) ) (2005)
. anglotensina
e Bombus terrestris
Atividade inibidora d .
B. pascuorum e B. I,Vl ade Tt orNa e Rahnamaeian et al.
- - 200 pm enzima de conversao da

terrestris

angiotensina

(2015)
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Vercruysse et al. (2009) relataram as atividades antioxidantes de peptideos de Spodoptera
littoralis (Lepidoptera) usando termolisina, Alcalase e um simulador de digestdo
gastrointestinal contendo varias peptidases. As propriedades antioxidantes desses hidrolisados
proteicos foram avaliadas por diferentes métodos, tais como FRAP e DPPH. Os hidrolisados
proteicos apresentaram, apos digestdo gastrointestinal, atividade antioxidante de 14 % medida
por FRAP e 24 % por DPPH.

Hall et al. (2018) elaboraram hidrolisados de grilos (Gryllodes sigillatus)
utilizando Alcalase com GH variando de 15 a 85 %. Esses autores verificaram que os
hidrolisados apresentaram valores mais baixos (p <0,05) de eliminacdo de ABTS (exceto
hidrolisados de proteina de grilo com GH de 85 %) em comparagdo com a proteina de grilo
ndo hidrolisada (controle). No entanto, o hidrolisado proteico de grilo com GH variando de 15
a 40 % apresentou valores mais altos, enquanto GH de 50-85 % e controle apresentaram os
menores valores de radicais DPPH, respectivamente. No entanto, Zielinska, Kara$ e
Jakubczyk (2017) avaliaram o potencial antioxidante de vérias proteinas de insetos digeridas
com proteases gastrointestinais, e descobriram que a atividade variava dependendo do inseto e
ndo do GH. No entanto, os hidrolisados de proteinas do bicho-da-seda (Bombyx mori) foram
preparados com diferentes proteases, incluindo Alcalase, e os resultados mostraram uma
correlagdo entre GH e atividade sequestradora (YANG et al.,, 2013). De acordo com
Chalamaiah et al. (2012), o ABTS ¢ mais acessivel aos peptideos hidrofilicos, enquanto que
os peptideos hidrofobicos podem interagir rapidamente com radicais peroxil, como o € o caso
do DPPH. O mecanismo pelo qual a proteina hidrolisada exerce a atividade antioxidante ndo ¢é
totalmente conhecido, no entanto, sabe-se que os constituintes de aminoacidos e a sequéncia
dos peptideos resultantes sdo muito importantes por sua atividade antioxidante (SARMADI;
ISMAIL, 2010). Alguns autores relataram que aminoéacidos hidrofébicos e aromaticos, bem
como histidina, metionina, tirosina, lisina e cisteina, aumentam a poténcia dos peptideos
antioxidantes através da capacidade de doacdo de protons, capacidade de doagdo de elétrons
e/ ou capacidade de eliminagdo direta de radicais lipidicos (CHALAMAIAH et al., 2012; DA
ROCHA et al., 2018; NAJAFIAN; BABJI, 2012). De acordo com Hall et al. (2017), peptideos
de insetos com baixa massa molar tém mais aminoacidos expostos para interagir com 0s
radicais livres e isso melhora seu efeito antioxidante. De acordo com Hall et al. (2018), as
altas capacidades de eliminacao apresentadas pelos hidrolisados de insetos podem ser
resultado de peptideos de menor massa molar (provavelmente di ou tri-peptideos), os quais

demonstraram conferir maior potencial antioxidante.
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6.3 ATIVIDADE INIBIDORA DA DIPEPTIDIL PEPTIDASE IV (DPP-1V)

O diabetes ¢ um problema importante entre os varios distirbios metabdlicos, e sua
incidéncia esta aumentando em todo o mundo. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), cerca de 3% da populagdo mundial tem diabetes, e a prevaléncia deve dobrar até o
ano 2025 (ABDELATIF; MARIAM; AMAL, 2012). Cerca de 50-60 % do total de insulina
secretada apos uma refeicao resulta da resposta da incretina, mediada principalmente pelos
efeitos combinados do polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP) e peptideo 1
do tipo glucagon (GLP-1), e s3o secretados em resposta a presenga de nutrientes no limen
intestinal (SILA et al., 2016). Incretinas, como GLP-1 e GIP, sdo clivadas por DPP-IV,
resultando em uma perda de atividade insulinotrépica. Assim, para aumentar a meia-vida do
GLP-1 e GIP ativo, inibidores sintéticos da DPP-IV sdo usados como medicamentos. Assim,
o bloqueio da dipeptidil peptidase-IV (DPP-IV) representa uma alternativa para o tratamento
com DT2 (HALIM; YUSOF; SARBON, 2016; KETNAWA et al., 2017).

O GIP e o GLP-1 podem ser inativados por clivagem e / ou pela acdo de serino
proteases, como DPP-IV (SILA et al.,, 2016; NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017).
Virios inibidores de DPP-IV surgiram recentemente como uma nova classe de agentes orais
para o tratamento de DT2, incluindo hidrolisados de proteinas de insetos produzidos a partir
de grilos (Gryllodes sigillatus) (HALL et al., 2018), além de hidrolisados de outras proteinas.
No entanto, existem poucos estudos avaliando as propriedades antidiabéticas de outras
proteinas derivadas de insetos (HALL et al., 2018).

Nongonierma, Lamoureux e FitzGerald (2018) estudaram a capacidade de
inibicdo de DPP-IV de hidrolisados de proteina de grilo em faixas tropicais (Gryllodes
sigillatus) e verificaram a inatividade da melhoria de amostras hidrolisadas e ndo hidrolisadas.
A atividade catalitica do DPP-IV ¢ determinada principalmente pela sequéncia de
aminoacidos e pelas caracteristicas estruturais do substrato, conforme relatado por varios
autores (HALL et al., 2017; KETNAWA et al., 2016; NEVES et al., 2017; SILA et al., 2016).

Hall et al. (2018) elaboraram hidrolisados de proteina a partir de grilos (HPG) e
avaliaram a capacidade de inibicdo da DPP-IV antes e depois da digestdo gastrointestinal
simulada (DGS). Apo6s o DGS, a inibicdo de DPP-IV aumentou para todas as amostras, com
HPG de GH de 60-85 % exercendo a maior inibig¢do (p <0,05) entre 62-69 % de GH. A HPG
composta por peptideos de menor massa molar (GH de 60-85 %) apresentou a maior atividade
inibitéria antes e depois da DGS. Além disso, de acordo com esses autores, a atividade

inibitoria pode ser atribuida a caracteristicas semelhantes a substratos de peptideos HPG que
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interferiram na combinagdo de DPP-IV e Gly-Pro-pNa (substrato de ensaio). O peptideo Val-
Thr-Gly-Arg-Phe-Ala-Gly-His-Pro-Ala-Ala-Gln do hidrolisado de proteinas revelou a maior
atividade inibidora da a-glucosidase (ZAMBROWICZ et al., 2015).

6.4 ATIVIDADE INIBITORIA DA ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA
(ECA)

A hipertensao ou pressao alta ¢ um dos mais importantes problemas de satde
publica de proporcdes epidémicas que afetam a populacdo em todo o mundo e ¢ um fator para
doengas cardiovasculares (CHEUNG; LI-CHAN, 2017; NONGONIERMA; FITZGERALD,
2017). Os peptideos anti-hipertensivos inibem a acdo da enzima de conversdo da
angiotensina-I (ECA) em angiotensina II e reduzem a pressao arterial. Essa enzima € capaz de
clivar a angiotensina-I, angiotensina-II (um composto liberador de vasoconstritor), bem como
inativar um vasodilatador (bradicinina), resultando em um aumento da pressdo arterial
(CHEUNG; LI-CHAN, 2017; CASTRO et al., 2018). Portanto, os inibidores da ECA tém sido
estudados como importantes agentes anti-hipertensivos, pois tém a capacidade de diminuir a
pressdo arterial, inibindo a formagdo de angiotensina-II. A inibi¢do da ECA ¢ considerada
uma abordagem eficaz no tratamento da hipertensdo e tem sido comumente tratada com
medicamentos sintéticos. No entanto, a busca por anti-hipertensivos naturais tem sido
estudada através de importantes pesquisas cientificas, uma vez que medicamentos sintéticos
oferecem intimeros efeitos colaterais a pacientes hipertensos (PRIYANTO et al., 2015;
UDENIGWE; MOHAN, 2014).

Diferentes métodos para a avaliagdo da inibicdo da ECA sdo relatados usando
diferentes substratos e técnicas analiticas. No entanto, numerosos estudos usam a clivagem de
hipidénico-histidil-leucina pela ECA para liberar dipeptideo de histidil-leucina e acido
hipurico, que ¢ medido por espectrofotometria a 228 nm apods extragdo com acetato de etila
(PRIYANTO et al., 2015).

Os peptideos anti-hipertensivos derivados de hidrolisados de insetos tém
demonstrado atividade inibidora potente contra a ECA, como mostrado no Quadro 1, através
de estudos in vivo e in vitro avaliando as propriedades anti-hipertensivas de hidrolisados
protreicos de insetos comestiveis. Dai et al. (2013) isolaram os peptideos Tyr-Ala-Asn de
larvas de Tenebrio molitor produzidas pela hidrolise de Alcalase e administraram-no em ratos
em doses variando de 100 a 400 mg de peptideo/ kg de peso corporal. Esses autores

verificaram um valor moderado de ECA CI50 e a administracdo oral de Tyr-Ala Asn causou
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uma reducdo significativa da pressdo arterial sistolica, isto €, -27 mm Hg, 4 h ap6s a ingestao
da dose mais alta avaliada (400 mg de peptideo/ kg de peso corporal).

Hall et al. (2018) elaboraram hidrolisados de proteina de grilo (HPG) e
verificaram que a inibi¢cdo da ECA aumentou com o GH. O HPG com valores de GH de 40 %
e 60-85% inibiu a atividade da ECA em > 80 % e > 90 %, respectivamente, na concentra¢ao
testada (5 mg/ mL). A relagdo entre a estrutura e a atividade inibitéria ainda ndo esta
totalmente estabelecida, mas geralmente esses compostos tém entre 2 e¢ 12 residuos de
aminoacidos de baixa massa molar e sua conexdao com a ECA ¢ fortemente influenciada pelo
grau de hidrdlise e pela sequéncia do terminal C peptideos (KO et al., 2016). Além disso, o
sitio ativo da ECA interage preferencialmente com peptideos que tenham residuos de
aminoacidos hidrofobicos (cadeia lateral aromatica ou ramificada, respectivamente)
(CASTRO etal., 2018; NEVES et al., 2017).

Vercruysse et al. (2005) observaram a presenca de atividade inibitéria contra a
ECA nos hidrolisados de proteinas de diferentes insetos, como Lepidoptera (Bombyx mori e
Spodoptera littoralis), Orthoptera (Schistocerca gregaria) e Hymenoptera (Bombus
terrestris). Hidrélise subsequente com pepsina, tripsina ¢ R-quimotripsina foi realizada para
simular o processo de digestdo gastrointestinal humana. Esses autores verificaram que as
proteinas dos insetos apresentaram atividade inibitoria contra a ECA. Os hidrolisados
produzidos a partir de Bombyx mori apresentaram 100 e 50 % de inibigdo da ECA para os
hidrolisados gastrointestinais e as amostras ndo hidrolisadas, respectivamente.

Vercruysse et al. (2009) também relataram inibi¢do da ECA por hidrolisados de B.
mori com ECA 1C50 de 0,61 e 0,24 mg/ mL, respectivamente. Alguns peptideos inibidores da
ECA derivados de insetos foram identificados, at¢ o momento. Dois relativamente potentes,
Val-Phe-Pro-Ser e Val-Trp, com ACE IC50 de 0,46 e 1,50 uM, respectivamente, foram

identificados em Bombyx mori.

6.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os peptideos antimicrobianos (PAM) s3o polipeptideos sintetizados por
ribossomos e codificados por genes. Eles geralmente tém as seguintes caracteristicas comuns:
peptideos pequenos (30-60 aminodcidos), fortemente cationicos (pI 8,9-10,7), estaveis ao
calor (100 °C, 15 min), e ndo apresentam solidez e efeito sobre as células eucaridticas (LI et
al., 2012). Sabe-se que os insetos sdo uma das principais fontes de defensinas, cecropinas,

attacinas, lebocinas e outros peptideos ricos em prolina, gloverinas € moricinas, € sua
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aplicagdo como antimicrobianos tem sido amplamente estudada nas ultimas décadas
(CASTRO et al., 2018).

Rahnamaeian et al. (2015) estudaram dois PAMs isolados de Bombus pascuorum
e Bombus terrestris: abaecina (um peptideo rico em prolina) e hymenoptera (um peptideo rico
em glicina). No entanto, a abaecina sozinha nao foi capaz de agir contra Escherichia coli em
concentragdes de até 200 uM. hymenoptera mostrou atividade microbiana em concentragdes
acima de 2 puM. No entanto, quando combinados, o abaecina reduziu a concentracao inibitdria
minima de hymenoptera (CI5S0 = 0,8-1,1 uM), levando ao aumento de seus efeitos
bactericidas. Porém, os estudos sobre hidrolisados de insetos comestiveis antimicrobianos sdo
escassos. O nuimero de PAMs nos insetos varia significativamente de acordo com as
diferentes espécies e podem ter diferentes modos de acdo, como producao de espécies reativas
de oxigénio, inibicdo da sintese e permeabilizacdo de proteinas e ruptura ou alteracdo no
gradiente eletroquimico da membrana (CASTRO et al., 2018; RAHNAMAEIAN et al., 2015).
Os PAMs de insetos podem ser classificados em quatro grupos: peptideos a-helicoidais,
peptideos ricos em cisteina, peptideos ricos em prolina e peptideos ricos em glicina (YT et al.,
2013). Cytrynska et al. (2007) verificaram que a hemolinfa de Galleria mellonella
apresentava oito peptideos com massas molares abaixo de 6,5 kDa, demonstrando atividade
antimicrobiana. As bactérias gram-positivas foram mais sensiveis. Cerca de quatro dos
peptideos purificados inibiram o crescimento de leveduras, cinco eram ativos contra
Micrococcus luteus e quatro desses cinco foram eficazes contra Listeria monocytogenes, mas

em uma faixa de concentracao relativamente alta.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

A criagdo de insetos produz menos gases de efeito estufa e usa menos agua e
espaco do que a carne bovina, frango e porco. Além disso, como citado, também sdo boas
fontes de proteinas, fibras e acidos graxos. A crescente industria de insetos comestiveis
produz barras de proteinas, massas e chips feitos de insetos (FAO, 2013; HALL et al., 2018;
NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017). Tendo em vista a crescente demanda do mercado
por insetos comestiveis e considerando a inclusdo dessa nova fonte como alimento, ¢ muito
importante, do ponto de vista da seguranga alimentar, que alguns parametros precisem ser
avaliados. Analisando a bibliografia disponivel, fica claro que apenas uma pequena variedade
de insetos comestiveis ¢ estudada para esse fim. Poucos estudos consideram o risco de

alergias ou outros parametros importantes ao consumir insetos (NONGONIERMA;
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FITZGERALD, 2017). Também ¢ possivel observar que os estudos sdo mais direcionados a
fragdo protéica contida nos insetos, sendo que a avaliagdo das frac¢des lipidicas e sacaridas
ainda sao menos explorados . Também sdo necessarios estudos para propor a extragao de
componentes de insetos, a fim de substituir esses componentes em alimentos processados.
Nao foram encontrados estudos direcionados a extracdo e purificacdo de componentes
especificos, como enzimas, para uso na area farmacéutica.

Por outro lado, os produtos a base de insetos sdo uma cadeia de valor emergente.
Portanto, haverd desafios, como na legislacio e na regulamentacdo do setor de insetos
comestiveis. Logo, as partes interessadas precisam trabalhar juntas para fortalecer o

reconhecimento de suas atividades e aumentar seu uso potencial (FAO, 2013;

NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017).

8 CONCLUSAO

Esta revisdao mostrou que certos insetos comestiveis representam boas fontes
potenciais de proteinas, aminoacidos e lipidios, entre outras moléculas. Esses insetos t&ém um
perfil nutricional equilibrado e aminoacidos requeridos para os seres humanos. Além disso, a
entomofagia pode ser uma ideia-chave para alguns dos problemas alimentares do mundo,
como desnutricdo e fome. Insetos e alimentos comestiveis enriquecido com insetos podem
prevenir varios problemas de saude, como diabetes, hipertensdo e problemas cardiacos,
através da elaboracao de hidrolisados proteicos. Apesar de o numero de estudos que usam
insetos como fonte de alimento estar aumentando, ainda sdo necessarias investigagdes em

Varios campos.
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COMO OS DIFERENTES ESTAGIOS DO DESENVOLVIMENTO INTERFEREM
NA COMPOSICAO PROXIMAL DA BARATA CINEREA

(Nauphoeta cinerea)

RESUMO

A sustentabilidade estd se tornando cada vez mais importante no mundo em que vivemos,
entdo fontes alternativas de alimento devem ser encontradas para substituir ingredientes
tradicionais € menos sustentaveis. Uma alternativa possivel seria usar proteinas e lipidios de
insetos como matriz alimentar para substituir os ja existentes. A rapidez com que se
reproduzem os transforma em uma fonte abundante de alimento. Eles s@o ricos em proteinas,
lipidios, vitaminas ¢ minerais, como ferro e calcio. As proteinas e lipidios contidos sdo
altamente nutritivos podendo assim ser utilizados como ingredientes alimentares. No entanto,
a suplementacdo de produtos alimenticios com insetos requer um grande conhecimento das
caracteristicas fisico-quimicas desses ingredientes, bem como de sua funcionalidade ou
bioatividade. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes estagios do desenvolvimento da barata cinérea (Nauphoeta cinerea) na composi¢ao
proximal deste inseto. A barata cinérea foi caracterizada como ninfa, adulto e uma mistura
aleatoria dos dois, realizando-se analises de umidade, cinzas, lipidios e proteinas. O teor de
carboidratos foi estimado por diferenga. Os insetos foram abatidos por branqueamento apds
48 h de jejum hidrico. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados
submetidos a Andlise de Variancia (One-way ANOVA) sucedidos pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5 % de significancia (p < 0,05). Ao observar os resultados, pode-se concluir que a
barata cinérea apresenta um maior teor de lipidios no estagio de ninfa (41,7 %), bem como um
maior teor de proteinas na fase adulta (68,5 %). Com excecdo da andlise de cinzas, todas as
outras diferiram estatisticamente entre si. Com os resultados obtidos torna-se evidente qual
estagio do desenvolvimento deve ser utilizado para extracdo e estudo especificos destes
diferentes componentes.

Palavras-chave: Adulto. Lipidios. Ninfa. Proteinas.

1 INTRODUCAO

Os insetos atualmente estdo sendo considerados como uma fonte de alimento
promissora, devido a seus altos valores nutricionais (CHURCHWARD-VENNE et al., 2017;
VAN HUIS, 2016). A ingestdo de insetos se tornou uma nova tendéncia nas ciéncias
alimenticias desde 2013, depois que a Organiza¢do das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO) publicou um documento intitulado “Insetos comestiveis: perspectivas

futuras de seguranga alimentar e nutricional” (VAN HUIS et al., 2013). Desde entdo, o
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numero de publicacdes que lidam com o uso potencial de insetos como alimento humano vem
aumentando continuamente ano apos ano (MULLER et al., 2016).

Os insetos comestiveis podem compensar o aumento da demanda por proteina de
origem animal, evitando o desmatamento de florestas para uso como pastagem, possuem uma
alta eficiéncia de conversdo de alimentos em comparagdo com a pecudria convencional e sdo
responsaveis por emissoes relativamente baixas de gases de efeito estufa e amonia (POMA et
al., 2017). Possuem uma excelente composicdo nutricional ndo somente pela sua alta
concentracao de aminoacidos, quando comparado a outras fontes, mas também seu potencial
para atender todos os chamados principios sustentdveis, saudaveis, acessiveis e palataveis
(AKHTAR; ISMAN, 2018).

A entomofagia, ou ato de comer insetos, surgiu com os primeiros hominideos,
mas apenas recentemente ganhou impulso nas culturas ocidentais. Aproximadamente 113
paises em todo o mundo praticam entomofagia. Os insetos sdo consumidos de diferentes
formas por cerca de 2 bilhdes de pessoas, predominantemente em partes da Asia, Africa e
América Latina, tendo mais de 2.100 espécies ja catalogadas como comestiveis (JONGEMA,
2017).

A Organiza¢do das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO)
apontou a necessidade de examinar as praticas modernas de ciéncia de alimentos para
aumentar o comércio, consumo e aceitagdo dos insetos (FAO, 2013). Pesquisadores desta area
tém inovado e buscado solugdes alternativas para melhorar o processamento e aumentar a
vida util de produtos oriundos de insetos a fim de aumentar a disponibilidade e a aceitacdo do
consumidor. Uma das solu¢des propostas € o isolamento de proteinas e lipidios de insetos a
fim de serem usadas como ingredientes alimenticios, porém, isso requer um profundo
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas das proteinas e lipidios, sua funcionalidade e
uma avaliagdo da percepcao e das motivagdes do consumidor para aceitar essa nova fonte
(SOSA; FOGLIANO, 2017). Portanto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a

composi¢do proximal da barata cinérea em diferentes estagios de seu desenvolvimento.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA-PRIMA

A barata cinérea (Nauphoeta cinerea) foi fornecida viva pela Nutrinsecta Criagdo
e Comércio de Insetos Ltda (Betim/MG). O criadouro possui certificagdo no Ministério da

Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil.



91

2.2 ABATE

Os insetos vivos foram abatidos por branqueamento, segundo Vandeweyer et al.
(2017) em 4gua a uma temperatura de 100 °C por 40 s. Antes do abate, os insetos foram

mantidos em jejum hidrico por 48 h a fim de limpar o trato gastrointestinal.

2.3 COMPOSICAO PROXIMAL DA BARATA CINEREA

A fim de determinar qual o melhor estagio do crescimento a ser utilizado, a barata
cinérea foi caracterizada em trés grupos: ninfa, adulto e uma mistura das duas fases
(ninfa/adulto). A caracterizagdo foi realizada logo apos o branqueamento (100 °C/40 s). Foi
feita uma pasta utilizando moinho de facas (Modelo Wiley Moinho Padrdo no. 03, EUA) ¢ a
mesma foi destinada as demais analises fisico-quimicas: determinacdo de umidade (n°
960,39), cinzas (n° 923,03), proteinas segundo o método Kjeldahl (n° 992,15) e lipidios
segundo o método de Soxhlet (n° 925,30), conforme a AOAC (2000). Carboidratos foram

determinados por diferenca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos (Tabela 1), observa-se que, com exce¢do da analise
de cinzas, todas as outras diferiram estatisticamente entre si, tornando evidente qual estagio
do desenvolvimento deve ser utilizado para obtencdo de proteinas ou lipidios. Como
esperado, o principal componente do inseto foi a umidade (69,2 para ninfa, 69,3 para
ninfa/adulto e 67,9 para adulto), seguido por proteina e lipidios e com menores quantidades de
cinzas e carboidratos. E possivel encontrar na literatura numerosas anélises proximais de uma
variedade de insetos comestiveis. Os valores aqui relatados para umidade, proteina, lipidios,
cinzas e carboidratos sdo similares aos relatados anteriormente para mesma espécie
(OLIVEIRA et al., 2017).

Como a literatura cientifica coleta cada vez mais dados sobre os beneficios
nutricionais dos insetos, estes permitem aos pesquisadores realizar uma comparagao detalhada
dos perfis nutricionais de insetos e fontes tradicionais de proteina. Existem, no entanto, varios
fatores que influenciam o perfil nutricional da mini-pecudria. O conteido de gordura e a

composicao de acidos graxos, por exemplo, estdo diretamente relacionados a espécie, sexo,
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Tabela 1- Composigao proximal da barata cinérea (Nauphoeta cinerea) fresca em diferentes
estagios do desenvolvimento (média + desvio padrdo) (base seca).

Cinzas (%) Lipidios (%) Proteinas (%) Carboidratos (%)
Ninfa 4,340,1° 41,7+0,8" 50,0<0,1° 4,0%
Ninfa e adulto  4,040,1%° 27,6+0,8" 62,240,2° 6,2%
Adulto 3,9+0,2° 22,5+0,1°¢ 68,5+0,5 5,1%

*Valores estimados por diferenca

*Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de 95% de confianca (Tukey).

estdgio de vida, dieta, temperatura ambiente dentre outros (BEENAKKERS et al., 1985;
XIAOMING et al., 2010). Os insetos tendem a ter um maior teor de gordura em sua forma
larval devido as maiores exigéncias de energia durante seu desenvolvimento (PAYNE et al.,
2016), fato este que pode ser observado ao se comparar o teor de lipidios obtido da barata
cinérea na forma de ninfa (41,7 %) e adulto (22,5 %). O mesmo comportamento ¢ observado
no tenébrio comum (7enebrio molitor), mostrando grandes diferengas no conteido de
proteinas (FINKE, 2002) e de acidos graxos (RAVZANAADII et al., 2012) entre as fases
larval e adulta. Porém, este mesmo comportamento nao foi observado nas pupas de bicho-da-
seda (Samia ricinii). Longvah, Mangthya e Ramulu (2011) reltaram que estas possuem
valores nutricionais similares, independentemente de seus estidgios de desenvolvimento e
fonte de alimento oferecido.

Diversos autores sugerem que uma quantidade significativa de nitrogénio contida
nos insetos pode ser oriunda da quitina e, assim, o calculo do teor de proteina usando fator de
conversao 6,25 poderia resultar em uma superestimava do verdadeiro teor proteico dos
mesmos, explicando, assim, os elevados valores de proteina encontrados. No entanto, o
estudo de Finke (2007) relata que embora a analise detalhada de aminoacidos seja preferida, o
nitrogénio 6,25 fornece uma estimativa razodvel da proteina total para a maioria dos insetos.
Ao analisar a quantidade de quitina contida em insetos inteiros, o autor observou que a
recuperagao de proteinas para estas espécies ¢ relativamente alta, com uma média de 92,4 %.
Na maioria dos casos, quando os insetos sao analisados quanto a aminoacidos e onde todos os
aminoacidos sdo relatados, a recuperacdo relativamente alta de nitrogénio sugere que o
nitrogénio da quitina ¢ uma fragdo relativamente pequena do contetido total de nitrogénio do
inseto, uma vez que a quitina esta presente apenas na exocuticula e endocuticula do inseto e,
na maioria dos insetos estudados, a proteina, € ndo a quitina, € o composto predominante na

cuticula (KRAMER; HOPKINS; SCHAEFER, 1995). Todos esses dados confirmam o fato de
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que o nitrogénio quitinoso representa uma fragdo bastante pequena do nitrogénio total do
inseto.

Apos realizar uma revisao dos dados de composi¢do proximal de insetos
comestiveis, pode-se relatar que, embora existam numerosas publicagdes, estas, infelizmente,
possuem dados muito repetidos e os mesmos nao sdo analisados e discutidos a fundo. Dados
sobre informag¢ao nutricional da barata cinérea apenas foram encontrados em estudo realizado

pelo mesmo grupo de pesquisa.

4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a composi¢ao
proximal da barata cinérea difere de acordo com seu estagio de desenvolvimento. O inseto
apresenta um maior teor de lipidios no estagio de ninfa (41,7 %), bem como um maior teor de
proteinas na fase adulta (68,5 %), evidenciando qual estagio deve ser utilizado para o estudo

das proteinas ou lipidios, separadamente.
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EFEITOS DAS DIFERENTES CONDICOES DE PROCESSO NA AVALIACAO DA
HIDROLISE ENZIMATICA DE BARATA CINEREA

(Nauphoeta cinerea)

RESUMO

Hidrolisados e peptideos bioativos derivados de proteinas de diversas fontes de alimentos tem
despertado o interesse para a producdo de compostos nutracéuticos e funcionais. Insetos
comestiveis, como a barata cinérea (Nauphoeta cinerea) sdo fontes vidveis de peptideos
bioativos, devido ao seu alto teor de proteinas e produgdo sustentavel. Neste contexto, o
objetivo do presente estudo foi a elaboracao de hidrolisados proteicos provenientes da barata
cinérea em duas condicdes, desidratada e congelada, utilizando duas enzimas proteoliticas,
Alcalase e Protamex, a fim de avaliar o efeito destas na obtencdo de hidrolisados proteicos.
Para tanto, primeiramente os dois tipos de barata cinérea, seja desidratada ou congelada,
foram caracterizados quanto a sua composi¢ao proximal em triplicata. Apos, a barata cinérea
desidratada ou congelada, foi hidrolisada (10 % de proteina; m/v; proteina/agua) utilizando
como enzimas a Alcalase ou Protamex (3 %; m/m; enzima/substrato) em pH 8,0 e a 50 °C
pelo método de pH-Stat, até grau de hidrdlise (GH) constante. Estas foram caracterizadas
quanto ao GH e composicdo proximal (proteina e umidade), respectivamente. Como
resultados, se observou que houve diferenca significativa (p > 0,05) somente em relagcdo ao
teor de lipidios e proteinas entre as amostras de barata cinérea desidratada e congelada, sendo
maiores o teor de proteina no inseto desidratado, e de lipidios no inseto congelado. Em
relagdo ao GH, verificou-se que o hidrolisado proteico de barata desidratada obtido em 260
min de hidrdlise, tratado com a enzima Alcalase — SA apresentou o maior grau de hidrélise
(GH) de 17,01 %, em relacdo ao de barata congelada hidrolisada com Alcalase — CA (11,34
%), barata congelada hidrolisada com Protamex — CP (6,54 %), e barata desidratada
hidrolisada com Protamex — SP (7,85%). Além disso, os hidrolisados proteicos de barata
congelada e desidratada obtidos com Protamex mostraram contetdo significativamente
superior (p < 0,05) de proteinas com 74,6 % e 73,2 %, respectivamente, em relagdo aos
hidrolisados elaborados com Alcalase. Este estudo sugere que € possivel se obter hidrolisados
proteicos com a enzima Protamex a partir de barata cinérea e que estes insetos podem ser
utilizados como uma fonte de proteina alternativa as ja existentes.

Palavras-chave: Insetos comestiveis. Enzimas. Secagem. Congelamento. Proteina.

1 INTRODUCAO

As novas fontes sustentaveis de proteina para alimentagdo humana estao sendo
exploradas na tentativa de resolver os problemas da inseguranga alimentar, devido ao aumento
da populacdo mundial (VAN HUIS et al., 2013). Os métodos disponiveis para processar

insetos, a fim de se produzir alimentos para animais e humanos, precisam ser avaliados
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quanto a sua capacidade de garantir os mais altos padrdes nutricionais ¢ de qualidade nos
produtos finais. Estes devem remover os componentes e contaminantes indesejados
especificos de insetos (toxinas e antinutrientes), uma vez que os diferentes métodos de
processamento tecnologico afetam as propriedades nutricionais e funcionais da matéria-prima,
bem como do produto final (PAYNE et al., 2016).

Em geral, os insetos comestiveis sdo considerados boa fonte de proteinas,
gorduras, fibras, vitaminas e minerais (LUCAS et al., 2020b). O conteudo de proteinas de
insetos comestiveis pode variar de 50 a 70 % em base seca (SOSA; FOGLIANO, 2017) e
apresentam um excelente perfil de aminoacidos (OLIVEIRA et al., 2017). A barata cinérea
pode estar entre as diversas espécies de baratas existentes. Ela também ¢ popularmente
conhecida como barata salpicada ou barata lagosta (Ordem: Blattodea, Familia: Blaberidae),
sendo originaria da Africa apresentando ampla distribui¢io geografica devido a sua facil
associacdo com seres humanos (SANTOS et al., 2016). A composi¢do quimica deste inseto
varia de acordo com seu estdgio de crescimento, apresentando aproximadamente 68,5 % de
proteina e 22,5% de lipidios em sua fase adulta (LUCAS; OLIVEIRA; PRENTICE, 2019). A
barata cinérea possui todos os nove aminoacidos essenciais em sua composi¢do, bem como
acidos graxos insaturados dos tipos d6mega 6 e dmega 9 (OLIVEIRA et al., 2017).

O fato de a concentragdo de proteina contida na barata cinérea ser elevada faz com
que a extracdo e o fracionamento proteico, que sdo etapas necessarias para produzir
ingredientes oriundos de proteinas de insetos, sejam facilitados. Atualmente, um dos melhores
meios de se obter os beneficios do consumo de insetos € utilizar seus componentes em forma
de isolados, como por exemplo, em isolados proteicos. Além disto, a modificacdo enzimatica
de proteinas (hidrolise enzimatica) ¢ um mecanismo util que pode ser utilizado para aumentar
a funcionalidade e a disponibilidade de compostos bioativos das proteinas, quando
comparadas com as proteinas ndo nativas (HALL et al., 2017; LUCAS et al., 2020b). A
hidrolise enzimatica de insetos geralmente ¢ realizada com insetos homogeneizados ou a
partir de isolados de proteinas de insetos (CASTRO el al.,, 2018; NONGONIERMA;
FITZGERALD, 2017), sendo que o isolado pode ser realizado seguindo algumas etapas:
homogeneizagdo, desengorduramento, solubilizagdo de proteinas, precipitagcdo isoelétrica de
proteinas, ressolubilizagdo de proteinas seguidas por uma etapa de desidratacao
(NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017).

Mediante o exposto, o objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento de hidrolisados

proteicos a partir da barata cinérea (Nauphoeta cinerea), tanto desidratada como congelada,
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utilizando duas enzimas (Alcalase e Protamex), a fim de avaliar o efeito destas condigdes de

trabalho nos hidrolisados.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAIS

A barata cinérea desidratada foi fornecida pela empresa Insetos Kaissara (Além
Paraiba, Minas Gerais, Brasil). Este criadouro ¢ certificado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento do Brasil. A barata cinérea, no estado vivo foi obtida de uma
cultura de laboratoério mantida no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA), da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) para fins exclusivos de pesquisa. As enzimas
utilizadas para hidrolise das amostras foram Alcalase (3.4.21.62), endopeptidase bacteriana
produzida a partir da fermenta¢ao submersa de Bacillus licheniformis, doada pela Novozymes
Latin America (Araucéria - Brasil), e Protamex (EC 3.4.21.62; EC 3.4.24.28), mistura de exo-
e endopeptidases bacterianas, produzida a partir do Bacillus sp. adquirida da Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Os demais reagentes utilizados no presente estudo

foram de grau analitico (P.A.).

2.2 METODOS

2.2.1 Pré-tratamento

O primeiro grupo, insetos desidratados, foi triturado em moinho de facas
(Marconi, Wiley Mill) e peneirados em peneira de 42 mesh (Bertel, Caieiras, Brasil) para a
padronizagdo do tamanho da particula conforme o método descrito por Oliveira (2017). A
fracdo retida na peneira (maior parte composta por exoesqueleto) foi descartada. A amostra
foi embalada em recipientes de polietileno e armazenada em temperatura de refrigeragdo até
hidrolise.

Os insetos vivos foram abatidos vivos, por congelamento em ultrafreezer (Indrel,
IULT 90-D, Brasil) mantidos a temperatura de —80 °C até o momento do uso. Antes de
realizar as analises, os insetos foram descongelados sob refrigeragdo (4 °C) overnight (HALL
et al., 2017). Logo, foi elaborada uma pasta utilizando moinho de facas (Wiley Moinho
Padrio n°. 03, Estados Unidos) e esta foi destinada ao ensaio de hidrélise enzimatica (toda a

pasta foi hidrolisada, sem separacao de fracdes).
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2.2.2 Caracteriza¢io da matéria-prima

Os teores de umidade (método n°® 935.29), cinza (método n°® 932.03), proteina
(método micro-Kjedahl, n® 920.87) e lipidios (método Soxhlet, n°® 925,30) dos diferentes
tratamentos da barata cinérea foram determinados de acordo com o método descrito pela
AOAC (2000). O fator de conversdo N utilizado para a proteina foi de 5,6 de acordo com o
método descrito por Janssen et al. (2017). J& os carboidratos foram obtidos por diferenca. A
caracterizacdo da matéria-prima foi realizada na barata cinérea desidratada, congelada e nos

hidrolisados proteicos liofilizados.

2.2.3 Hidrolise enzimatica

A hidrdlise enzimatica foi realizada de acordo com o método descrito por Hall et
al. (2017) com modificagdes ¢ acompanhada pelo método de pH-stat, a partir das diferentes
amostras de barata cinérea.. As diferentes amostras, insetos desidratados (em forma de
farinha) ou congelados (em forma de pasta), foram homogeneizadas em 4gua destilada na
proporc¢ao de 10 % (m/v; proteina/agua;) em reator de vidro encamisado acoplado de banho
ultratermostatico (Quimis, Q212S, Brasil), sob agitagdo constante (Fisatom, Brasil) a 500
rpm. As condig¢des das dispersoes proteicas, foram ajustadas em pH: 8 a temperatura de 50 °C
para Alcalase e Protamex, durante 10 min com hidroxido de s6dio 1 M.. A hidrolise
enzimatica iniciou-se adicionando a enzima na proporcao de 3 % (m/m; enzima/substrato). O
grau de hidrolise (GH) foi monitorado a cada 10 min até se tornar constante. Ao final da
reacdo, as enzimas foram inativadas em banho-maria a 90 °C por 15 min. As diferentes
dispersdes foram centrifugadas a 9000 x g por 20 min a 4 °C (Hanil Supra 22K, Coréia do
Sul), para separar as fragdes soluvel (hidrolisado proteico) e insoltiivel (quitina e minerais). A
fragdo soluvel foi desidratada em liofilizador (Liotop, L108, Sao Carlos, Brasil) a
- 55 °C e 50 pHg durante 48 h e apds acondicionada em recipientes de polietileno e
armazenada em temperatura de refrigeracdo até o uso. O grau de hidrélise (GH) foi
monitorado de acordo com Adler-Nissen (1986). Destes foram realizados quatro tratamentos
distintos: inseto congelado hidrolisado com Alcalase (CA), inseto congelado hidrolisado com
Protamex (CP), inseto desidratado hidrolisado com Alcalase (SA), e inseto desidratado

hidrolisado com Protamex (SP).
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2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos realizados foram realizados em triplicata. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas, seja pelo teste de
Tukey ou teste de #-Student, no nivel de 5 % de significancia, utilizando o software Statistica

(versao 5.0; StatSoft, Inc., Tulsa, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

Devido a facilidade de manejo dos insetos, a caracterizagdo da matéria-prima foi
realizada utilizando barata cinérea em ambas as fases de seu desenvolvimento (ninfa e
adulto). Os conteudos de proteinas, lipidios, cinzas, umidade e carboidratos para barata

cinérea (Nauphoeta cinerea) seca e congelada estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do proximal de barata cinérea (Nauphoeta cinerea) desidratada e
congelada (em base seca)

Componentes Barata cinérea desidratada Barata cinérea congelada
Cinzas (%) 4,0 +£0,2° 3,8+0,1°
Lipidios (%) 17,9 +0,1° 25,6 +0,1°
Proteina (%) 59,1+ 0,5 56,2+ 0,6"
Carboidratos (%)* 19,0* 14,4*

*Valores estimados por diferenga. Média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam que ha
diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste ¢-Student.

Ao observar os resultados obtidos, pode-se perceber que houve diferenca
significativa (p > 0,05) em relacdo ao teor de lipidios e proteinas entre as amostras de barata
cinérea desidratada e congelada. Isto pode ter ocorrido, devido a diferenca das dietas dos
insetos obtidos, pois esses foram obtidos de diferentes criadouros. Segundo Van Huis et al.
(2013) as caracteristicas composicionais das dietas dos insetos podem afetar diretamente a
matriz influenciado em seu contetudo de lipidios, proteinas entre outros. Além disto, como os
insetos foram capturados em diferentes estagios de desenvolvimento, este fator também pode
ter influenciado no contetido de proteina e lipidios obtidos, pois segundo Lucas, Oliveira e

Prentice. (2019) o estado reprodutivo dos insetos influencia em sua composi¢ao quimica
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Estudo utilizando a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), mostraram, que
diferentes tratamentos podem ter diferentes efeitos na composi¢ao proximal, o que foi
atribuido as mudancas quimicas e fisicas causadas pela exposicdo ao aquecimento ou ao
congelamento (CHUKWU, 2009). Sabe-se, por exemplo, que a gordura exsuda com a
evaporacao, durante o processo de secagem aumenta o efeito das perdas lipidicas e dos acidos
graxos. Este fendmeno foi observado em pescado em comparacao com diferentes métodos de
preservacdo, conforme descrito por Chukwu (2009) e também pode ter ocorrido durante este
estudo, uma vez o contetido lipidico obtido para barata seca (17,9 %) foi significativamente
inferior (p < 0,05) quando comparado ao contetido lipidico contido na barata congelada (25,6
%).

O conteudo de cinzas ndo apresentou diferenga significativa (p > 0,05), onde a
barata seca apresentou 4 % e a barata congelada cerca de 3,8 %, o que sugere a presenga de
outros componentes, principalmente a quitina. A qualidade da proteina ¢ o conteudo em
insetos sdo diretamente influenciados pela etapa de processamento. O teor de proteina da
barata cinérea seca (59,1 %) foi significativamente superior (p < 0,05) ao da barata congelada
(56,2 %). De fato, durante o congelamento, a estrutura celular ¢ danificada por diversos
fatores, tais como aumento do volume celular, crescimento de cristais de gelo em forma de
agulha e consequente ruptura das membranas celulares, causando alteragdes de alguns
metabolitos sensiveis (MAZUR, 1984), e como consequéncia, em alguns casos, a diminui¢ado
de teor de proteinas na amostra.

Quando comparados os resultados obtidos para as diferentes amostras de cinzas,
proteinas e carboidratos (Tabela 1), as diferencgas entre os tratamentos aplicados ndo parece
ter apresentado grande interferéncia na matriz. Porém, do ponto de vista molecular, podem ter
ocorrido mudancgas. Melis et al. (2018) compararam os efeitos da secagem e do congelamento
em tenébrio comum (7enebrio molitor), onde verificaram que os rearranjos moleculares
durante a secagem envolvem alteracdes ao nivel de compostos lipidicos e metabdlitos aquosos
de baixa massa molecular. A sua concentragdo na matriz resulta em uma combinagdo
complexa de hidrdlise, protedlise, fenomenos oxidativos, atividade enzimdtica e geragdo de
agregados de diferentes compostos. Quando secos os cupins comestiveis e o gafanhoto
(Ruspolia differens), apresentam reducdo na digestibilidade proteica em 7 %. Além disso,
quando esses insetos foram expostos a secagem solar, observou-se uma diminui¢ao geral em
todo o seu contetdo vitaminico, e este tratamento levou a uma perda maior (64%) do

conteudo de riboflavina quando comparado com amostras frescas (KINYURU et al., 2010).
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O congelamento tem desvantagens relacionadas a perda do paladar, a degradagao
pode ser favorecida devido a ruptura da membrana celular, causando alteracdes em alguns
metabolitos sensiveis. Em particular, ao que se refere aos lipidios, os autores observaram que
os constituintes mais afetados podem ser os dos fosfolipidios. Entre os metabodlitos aquosos,
alguns compostos que contém nitrogénio, como colina e orto-fosfocolina, aumentam

significativamente durante o processo de congelamento (MELIS et al., 2018).

3.2 HIDROLISE ENZIMATICA

Atualmente, ha um crescente interesse nas aplicagdes de proteinas e peptideos
oriundos de diversas matrizes proteicas em alimentos funcionais ou nutracéuticos como
alternativa aos tratamentos convencionais (HALL et al., 2017). Os peptideos bioativos
liberados por hidrélise enzimatica das proteinas da dieta apresentam bioatividade, tais como
antimicrobiana e antioxidante, entre outras (LUCAS et al., 2020b; NONGONIERMA;
FITZGERALD, 2017; ZIELINSKA; KARAS; JAKUBCZYK, 2017; ZAMORA-SILLERO et
al., 2018). Estes peptideos bioativos estdo inativos dentro das sequéncias das proteinas, mas
podem ser liberados por diferentes processos e em seguida eles exercem varias fungdes
fisiologicas (LUCAS et al., 2020b). Dentre os diferentes métodos de obten¢do dos peptideos
bioativos, a hidrolise enzimatica ¢ largamente utilizada nas industrias de alimentos e
farmacéuticas. Os processos enzimaticos apresentam muitas vantagens, quando comparado
aos tratamentos quimicos, tais como altas taxas de rea¢do em condigdes amenas e com grande
especificidade (BRYSKA; YADA, 2015; NAJAFIAN; BABIJI, 2012).

A Figura 1 apresenta a hidrolise proteica das diferentes amostras de barata cinérea
utilizando a Alcalase e Protamex como enzimas. Observou-se, nos primeiros 20-50 min, altas
velocidades de reacdo seguida de velocidades menores. Segundo Adler-Nissen (1986) e
Archer et al. (1973) uma réapida clivagem das ligagdes peptidicas ¢ observada durante o
estagio inicial da reacdo de hidrolise, devido a rdpida adsor¢do da enzima na superficie do
substrato, levando a solubilizagdo da proteina pela rapida clivagem das cadeias polipeptidicas,
seguida por uma diminui¢ao da velocidade resultado da competi¢do entre o substrato original
e os peptideos produzidos durante a hidrolise.

De acordo com a Figura 1, o hidrolisado proteico de barata cinérea seca com
enzima Alcalase -SA apresentou o maior grau de hidrdlise (GH) de cerca de 17,01%, em
relagdo ao de barata cinérea congelada com enzima Alcalase — CA (11,34 %), barata cinérea

congelada com enzima Protamex —CP (6,54 %), e barata cinérea o com enzima Protamex — SP
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Figura 1 — Grau de hidrdlise dos diferentes hidrolisados proteicos obtidos
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Hidrolisados proteicos de inseto congelado, obtidos com Alcalase (CA), inseto congelado, obtidos
com Protamex (CP), inseto desidratado, obtidos com Alcalase (SA) e inseto desidratado, obtidos com
Protamex (SP).

(7,85%) com 260 min de hidrélise, respectivamente. A enzima e tipo da matéria-prima (barata
cinérea congelada ou seca) influenciaram no GH obtido.

Hall et al. (2017) elaboraram hidrolisados proteicos de grilos (Gryllodes
sigillatus) descongelados utilizando a Alcalse (3 %; enzima/substrato) como enzima e
verificaram um GH de 52,4% em 90 min de hidrdlise. Hall et al. (2018) também elaboraram
hidrolisados proteicos a partir de grilos descongelados e obtiveram um GH variando de 50 a
85% com tempos de hidrélise de 20 a 80 min, respectivamente. A diferenga verificada entre
estes autores e o presente estudo, pode estar na composicao quimica das matérias-primas, pois
o grilo possui um conteudo inferior de lipidios de cerca de 6,1 % (base umida), quando
comparado com a barata cinérea congelada (8,1 %; base imida). Os lipidios dificultam a agdo
das enzimas sobre as proteinas, resultando em menor GH, respectivamente. Segundo Slizyte
et al. (2005) a quantidade de lipidios na matéria prima influencia o processo de hidrdlise,
devido a que uma quantidade relativamente alta poderia formar complexos proteina/lipideo,
que pareceriam ser mais resistentes a quebra enzimatica. Essas diferengas no GH observado
neste estudo pode estar relacionado com o espécie de inseto utilizada e tipo de tratamento
realizado na mesma (NONGONIERMA; FITZGERALD, 2017).

A barata cinérea seca apresenta um teor superior de carboidratos (19,0 %; base
seca), quando comparado com a barata cinérea congelada (14,4 %; base seca), como
verificado na Tabela 1. A quitina é um polissacarideo que compreende o exoesqueleto de

insetos (BERTELSEN et al., 2016), alguns estudos com insetos verificaram, que alguns
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podem conter cerca de 5,3 a 8,9 % de quitina (massa seca) (KAYA et al., 2015). Segundo Van
Dyken e Locksley (2018) a quitina ¢ composta de fibras mineralizadas de quitina-proteina, as
quais podem ser clivadas internamente por enzimas, tais como as endoquitinases € nas
extremidades por exoquitinases ou por enzimas nao especificas como proteases. Contudo, esta
caracteristica da quitina, de uma estrutura altamente ordenada, dificulta o acesso das enzimas
e reagentes ao substrato (POSHINA et al., 2018). Entretanto, no presente estudo os resultados
sugerem que o teor de carboidratos nao influenciou no GH obtido, respectivamente.

O desevolvimento dos hidrolisados proteicos depende de fatores, tais como o tipo
de enzima, substrato, pH da reagdo, temperatura, grau de hidrdlise, tempo de hidrélise e
propor¢ao da enzima (CHALAMAIAH et al., 2012). Além disto, a especificidade das
proteases afeta o tamanho, a quantidade, composicdo dos aminoacidos livres, tipo de
peptideos e suas sequéncias (ENNAAS et al., 2015). No presente estudo, verificou-se que a
enzima Alcalse, independentemente do substrato utilizado (barata cinérea seca ou congelada),
apresentou os maiores GH em relag@o aos apresentados pela enzima Protamex. A Protamex ¢é
um mistura de enzimas (exo e endopeptidase) com diferentes tipos cataliticos de metalo
protease, serina protease, protease aspartica entre outros. Nas proteases asparticas ¢ metalo
proteases, por exemplo, o ataque nucledfilo ¢ mediado por uma molécula de agua, ativada por
dois residuos de acido aspartico, um residuo de acido glutdmico e por um ion metalico,
respectivamente (RAWLINGS et al., 2010). Entretanto, a Alcalase ¢ uma serino protease, a
qual ndo necessita de um fon metélico para a ativagdo do ataque nucle6filo como a Protamex
(DAMODARAN et al., 2010), o que sugere maior eficiéncia na hidrolise. Além disto, a
Alcalase ¢ uma enzima que atua bem em uma faixa de pH 6,5 a 8,5, temperatura de 50 a
70 °C e (YUST et al., 2010) e a Protamex a possui uma otima atividade em pH de 7 a
temperatura de 50 °C (WANG et al., 2014), o que pode ter influenciado no GH obtido porque
o pH utilizado foi de 8,0 no presente estudo. Vercruysse et al. (2005) elaboraram hidrolisados
proteicos a partir de traga (Spodoptera littoralis), bicho-da-seda (Bombyx mori), gafanhoto
(Schistocerca gregaria) utilizando as enzimas, tais como as proteases gastrointestinais,
Alcalase e termolisina onde verificaram que a enzima Alcalase apresentou os maiores GH em
relagdo as demais enzimas. Segundo Yust et al. (2010) a Alcalase possui baixa especificidade,
atuando bem em substratos com diferentes caracteristicas, o que foi verificado no presente

estudo.
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3.3 CARACTERIZACAO DOS HIDROLISADOS PROTEICOS

A Tabela 2 apresenta o contetdo de umidade e proteina dos diferentes
hidrolisados elaborados. A barata cinérea congelada e barata cinérea seca resultaram em
hidrolisados proteicos da Protamex com conteudo significativamente superior (p < 0,05) de
proteinas de 74,6 % e 73, 2% em relagdo aos demais hidrolisados elaborados. O alto teor de
proteinas relatado para os hidrolisados proteicos ocorre devido a solubilizacdo de proteinas
durante a hidrolise e remog¢do de matéria solida insoltvel por centrifugagaio (CHALAMAIAH

etal., 2012).

Tabela 2 — Conteudo de umidade e proteinas dos diferentes hidrolisados

Componentes CA Cp SA SP
Umidade (%) 4,2+0,3 3,740,1° 4,1+02° 32+0,1°
Proteina (base imida) (%) 57,4+0,9°  71,9+0,6° 65,7+ 0,8 70,8 +0,8"
Proteina (base seca) (%) 59,9 +0,6° 74,6 £ 0,4° 68,6 +0,5° 73,2 £0,3°

Média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam que ha diferenga significativa
(p < 0,05); Hidrolisado de inseto congelado utilizando a enzima Alcalase (CA), inseto congelado
utilizando a enzima Protamex (CP), inseto seco utilizando a enzima Alcalase (SA) e inseto seco
utilizando a enzima Protamex (SP).

Todas as amostras de hidrolisados proteicos de barata cinérea ndo apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05) em relagdo ao teor de umidade, com exce¢ao do hidrolisado
de barata cinérea congelada com enzima Protamex—CP, respectivamente. Apesar do GH nos
diferentes hidrolisados, obtidos utilizando a enzima Alcalase serem superiores ao GH obtidos
quando a Protamex foi utilizada, Figura 1, os hidrolisados CP e SP apresentaram um teor de
proteinas solubilizadas significativamente superior (p < 0,05). Hall et al. (2017) verificou em
seu estudo com hidrolisados proteicos de grilos (Gryllodes sigillatus) descongelados
utilizando Alcalase com enzima, que a medida que aumentou o GH de 26,1 % para 36,3 % o
contetido de proteinas diminuiu de 65,4 % para 59,1 %, respectivamente. Martins et al. (2009)
verificou que os hidrolisados de corvina (Micropogonias furnieri) apresentaram menor teor de
proteinas para os hidrolisados com a Alcalase (47,09 %) em comparagdo com a Flavourzyme,
uma mistura de exo e endopeptidases, (50,15 %) e um GH inversamente proporcional ao teor
proteico, respectivamente. Segundo Zavareze et al. (2009) o hidrolisado proteico de cabrinha
(Prionotus punctatus) utilizando a enzima Alcalase apresentaram menor teor proteico (87,84

%) e maior GH em relacdo a Flavourzyme (92,39 %), para um GH significativamente igual.
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4 CONCLUSAO

A partir deste estudo foi possivel observar que tratamentos preliminares como a
desidratacdo ¢ o congelamento da matéria prima, influenciaram de maneira diferente a
composicao proximal de barata cinérea. Apesar de os insetos terem sido obtidos de diferentes
criadouros e em fases diferentes de seu crescimento, acredita-se que a diminui¢do € o aumento
dos teores de lipidios e proteinas para os diferentes tratamentos tenham sido causados
principalmente devido as mudancas caracteristicas que a secagem e o congelamento causam
na matriz. Os hidrolisados de barata cinérea desidratada utilizando a enzima Alcalase
apresentaram um grau de hidrolise superior ao verificado utilizando os mesmos substratos
com a enzima Protamex. A Protamex ¢ um mistura de enzimas (exo e¢ endopeptidase) com
diferentes tipos cataliticos, nas quais o ataque nucleo6filo ¢ mediado por uma molécula de
agua, ativada por dois residuos de &cido aspartico, um residuo de &cido glutdmico e por um
ion metalico, respectivamente. Entretanto, a Alcalase ¢ uma serino protease, a qual nao
necessita de um ion metalico para a ativacdo do ataque nucledfilo como a Protamex, o que
sugere maior eficiéncia na hidrdlise. Contudo, apesar de apresentar maior grau de hidrdlise
para os diferentes substratos, a Alcalase apresentou apos a hidrélise, o menor teor de
proteinas, o que pode ter ocorrido devido a maior solubilizacdo de proteinas durante a

hidrolise e remocao de matéria solida insoluvel por centrifugacdo utilizando esta enzima.
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EXTRACAO, CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E PROPRIEDADES
MORFOLOGICAS DE QUITINA E QUITOSANA OBTIDAS DAS CUTICULAS DE
INSETOS COMESTIVEIS

RESUMO

Como alternativa, cuticulas de insetos comestiveis foram propostas como uma fonte ndo
convencional, mas vidvel de quitina e quitosana. A quitina presente nas cuticulas de tenébrio
comum (7Tenebrio molitor) foi obtida biotecnologicamente em uma etapa de desproteinizagao
enzimatica e apoés desacetilada. Diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas e nas
propriedades das cuticulas, quitina e quitosana foram investigadas neste estudo. Quitosana
comercial foi utilizada como referéncia para validar os métodos usados. A desproteinizagao
enzimatica aplicada na obten¢do da quitina apresentou eficiéncia de 85 %. O rendimento
global do processo (cuticula-quitosana) foi de 31,9 %. Os resultados da caracterizacdo desses
polimeros pelas técnicas DSC, FT-IR, XRD, TGA e SEM demonstram consisténcia com o
grau de desacetilacdo da quitosana obtida, permitindo a diferenciacdo entre quitina e
quitosana. Este estudo sugere que os residuos da criagdo de insetos comestiveis podem ser
coletados e avaliados como uma alternativa de fonte de quitina/ quitosana.

Palavras-chave: Biopolimero. Cuticulas de Tenébrio molitor. Desproteinizacdo enzimatica.

Tenebrio molitor.

1 INTRODUCAO

Em recente estudo de revisao, Lucas et al. (2020b) demonstraram, com extensa
coleta de dados, que os insetos podem ser propostos como alternativa ao consumo humano.
Além de possuirem um perfil de aminoédcidos comparavel a outras fontes alimentares, também
possuem Omega 6 € 9 em sua composicao. Os insetos também possuem uma quantidade
consideravel de fibras, presentes em seus exoesqueletos na forma de quitina. Como resultado
dos beneficios associados ao uso de insetos na alimentacdo humana, o setor industrial esta
cada vez mais envolvido na criagdo, processamento e comercializagdo de insetos comestiveis.

O Tenebrio molitor ¢ uma das espécies de insetos que podem ser consumidas por
humanos, alguns autores ainda citam este como sendo adequados para processamento e
consumo humano (LUCAS et al., 2020b). Esse inseto também foi objeto de varios tipos de
pesquisas recentes (LUO et al., 2019). Os besouros do género Tenébrio sdo pretos ou

castanhos escuros e t€ém 13-17 mm de comprimento, alimentam-se de produtos de graos tanto
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na fase larval como na adulta. As larvas sdo comumente chamadas de “larvas da farinha” e
sdo bastante semelhantes aos vermes (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2005).

Para que os insetos completem sua metamorfose e se tornem adultos, ¢ necessaria
a producdo perioddica de um novo exoesqueleto cuticular. Este ¢ um processo vital para os
insetos, durante o qual eles eliminam a cuticula velha (ecdise) para emergir com o préximo
estagio de desenvolvimento (ZITNAN; ADAMS, 2012). A cuticula ¢ o componente mais
externo dos insetos, cobre toda a parte externa do corpo desses invertebrados, mas também
estd presente em algumas partes internas do corpo, cobrindo invaginac¢des ectodérmicas, como
a frontal, parte posterior e o sistema traqueal. Chapman (2013) menciona que a cuticula ¢
composta por trés camadas: epicuticula, exocuticula e endocuticula, com diferengas em sua
composi¢do. A exocuticula e a endocuticula sdo consideradas uma estrutura quitinosa,
enquanto a epicuticula ndo contém quantidades significativas de quitina. Ao todo, estima-se
que a cuticula presente nos insetos pode apresentar cerca de 20 a 50 % de quitina de seu peso
seco.

Quitina, o nome usual para o polimero poli (B- (1-4) -N-acetil-Dglicosamina), ¢
considerado o polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose. E comumente
encontrado em exoesqueletos de crusticeos, paredes celulares de fungos e na cuticula de
insetos, onde atua como elemento de suporte. Descrita como um derivado funcional da
quitina, a quitosana ¢ um polissacarideo de cadeia linear, composto pela repeti¢ao de unidades
de 2-amina-2-desoxi-f-(1,4)-D-glucosamina e 2-acetamida-2-desoxi-p- (1,4) -D-glucosamina,
obtida por desacetilacdo parcial da quitina em condicdes alcalinas (EL KNIDRI et al., 2018).
A quitosana tem grande potencial para uso como filmes ativos com aplicagdo em embalagens
de alimentos devido as suas propriedades bioldgicas como atividade antimicrobiana,
antioxidante, antiinflamatoria, entre outras (BAKSHIA et al., 2020).

O processo de extragdo da quitosana envolve trés etapas principais, como
desmineraliza¢do, desproteinizagdo e desacetilagdo (SRINIVASAN et al., 2017).
Normalmente, a quitina e a quitosana sao obtidas por métodos quimicos que envolvem o uso
de acidos e bases fortes para dissolver carbonatos de calcio e proteinas, respectivamente. O
curto tempo de extragdo torna este tratamento mais comumente usado (EL KNIDRI et al.,
2018). Condigdes de reagdo mais severas em termos de concentracdo de alcali e temperatura
resultam em quitosana mais desacetilada, mas o prolongamento da reacdo também provoca
despolimerizagdo severa e perda de algumas propriedades do polimero (DELEZUK et al.,
2011).
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A obtencdo de quitina e quitosana de diferentes fontes ja ¢ amplamente difundida
na literatura (EL KNIDRI et al., 2018). Diversos estudos descrevem a extragdo de quitina ou
quitosana a partir de insetos (LUO et al., 2019; SOON et al., 2018). No entanto, a obtenc¢do de
quitina e quitosana da cuticula de inseto ndo ¢ bem discutida. Nesse sentido, este estudo teve
como objetivo trabalhar com os residuos da criagdo do inseto para consumo humano, como
alternativa para reduzir o impacto ambiental. A quitina presente na cuticula da larva de
Tenebrio molitor durante o seu crescimento foi isolada e desacetilada a fim de se obter
quitosana. As propriedades fisico-quimicas e as caracteristicas das cuticulas, quitina e
quitosana também foram avaliadas. Quitosana comercial foi utilizada como amostra de

referéncia para validar os métodos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAIS

As cuticulas de Tenebrio molitor foram doadas pela Insetos Kaissara (Além
Paraiba - Brasil). Este criadouro ¢ certificado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento do Brasil. A quitosana comercial (90 % do grau de desacetilagdao) foi doada
pela Farméacia Uso Indicado (Pelotas - Brasil). A enzima utilizada para a desproteinizac¢ao das
amostras foi a Alcalase, uma endopeptidase bacteriana produzida a partir da fermentacao
submersa de Bacillus licheniformis, doada pela Novozymes Latin America (Araucaria -

Brasil). Os reagentes utilizados no presente estudo foram de grau analitico.

2.2 METODOS

2.2.1 Obtencao da amostra e pré-tratamento

A criagdo dos insetos foi feita em bandejas plésticas, contendo uma mistura de
diferentes matérias-primas (milho moido, farelo de trigo, farelo de arroz, entre outros) para
obtengdo de niveis adequados de proteinas, lipidios e carboidratos, além de vitaminas e
minerais. Diferentes vegetais também foram oferecidos como forma de complementar a
alimentacdo e fornecer agua. O substrato alimentar foi trocado a cada duas semanas, e as
larvas, pupas e adultos foram separados. As cuticulas foram coletadas em todas as caixas de
criacdo durante seis meses. As amostras foram acondicionadas em recipientes plasticos com

protecdo da luz e armazenadas em temperatura ambiente até a realizacdo do pré-tratamento.
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As cuticulas foram secas em estufa de circulagdo de ar (Fanem 520, Brasil) a
50 °C durante a noite. As cuticulas secas foram moidas em um moinho de facas (Marconi
Wiley Mill Standard no. 03, EUA) para reduzir o tamanho da particula. O p6 obtido foi
peneirado para padronizar o tamanho das particulas (Tyler 42) e para remover qualquer
impureza remanescente. Apos o pré-tratamento, a amostra final foi embalada em recipientes

plasticos com protecao da luz e armazenada em temperatura ambiente até o uso.
2.2.2 Desproteiniza¢ao enzimatica

Para remover a proteina contida na amostra, foi proposto neste estudo a utilizagao
de um método biotecnologico por meio de hidrélise enzimética. A amostra pré-tratada das
cuticulas de Tenebrio molitor foi homogeneizada em agua destilada na propor¢ao de 3 %
(m/v; proteina/dgua). As condigdes de dispersdo foram ajustadas para pH: 8 (hidroxido de
sodio 1 M) e temperatura de 50 °C, durante 10 min. A hidrolise enzimatica iniciou-se pela
adi¢do da enzima Alcalase na propor¢do de 2 % (p/p; enzima/substrato). O grau de hidrélise
(GH) foi monitorado a cada 10 min até se tornar constante. Ao final do processo, a enzima foi
inativada a 90 °C por 15 min. O produto resultante do processo foi centrifugado a 9000 x g
por 20 min a 4 °C (Hanil Supra 22K, India), para separar as fragdes soltvel (hidrolisado de
proteina) e insoluvel (quitina e minerais). A fragdo insolivel foi seca em estufa de circulacdo
de ar (Fanem 520, Brasil) a 50 °C durante a noite, moida em moinho de facas (Marconi Wiley
Mill Standard no. 03, EUA), embalada em recipientes plasticos e armazenada em temperatura
ambiente até uso. A etapa de desmineralizagdo ndo foi necessaria devido ao baixo valor dos
minerais contidos na amostra. O ensaio de desproteinizacdo e a eficiéncia foram calculados
conforme descrito por Abdelmalek et al. (2017). Os resultados foram expressos em

porcentagem e calculados de acordo com a Equagao 1:

(Pox0)-(Pr XR)
Py xO

DPE (%)= 100 (1)

Onde P e P sdo a concentracao de proteina (%) antes e apos a hidrolise; O e R representam
a massa (g) da amostra original e do residuo hidrolisado com base no peso seco,

respectivamente.
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2.2.3 Desacetilacdo da quitina

A amostra foi misturada com solu¢cdo de NaOH 40 % (p / v) a 90 °C sob agitagdo
mecanica constante (500 rpm). Apds 8h, a solugdo foi filtrada e lavada com agua destilada. A
suspensdo foi neutralizada a pH 7,0 com HCIl (1M) e filtrada novamente para separar o
sobrenadante. A quitosana obtida foi seca em estufa de circulagdo de ar (Fanem 520, Brasil) a
50 °C durante a noite, moida em moinho de facas (Marconi Wiley Mill Standard n°. 03,
EUA). A amostra foi acondicionada em embalagens plasticas e armazenada em temperatura

ambiente até o uso (MAREI et al., 2016).

2.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS E AVALIACAO

A conversdo de quitina em quitosana pode ser avaliada pelas propriedades da
quitosana resultante. Para a avaliacdo do processo de purificagdo, o material bruto e
purificado de cada etapa de purificagdo (cuticulas para quitosana) foi analisado quanto ao teor
de quitina e quitosana, bem como outros constituintes das cuticulas de Tenebrio molitor,
como cinzas, proteinas, lipidios e umidade conforme descrito posteriormente. A quitosana

comercial foi avaliada a fim de validar os métodos usados para quitosana obtida.

2.3.1 Teor de umidade, cinzas, proteina e lipidios

Os teores de umidade (método n°® 935.29), cinza (método n° 932.03), proteina
(método micro-Kjedahl, n° 920.87) e lipidios (método Soxhlet, n° 925,30) foram
determinados de acordo com o método descrito por AOAC (2000). Carboidratos foram

obtidos por diferenga.

2.3.2 Grau de desacetilacao

A titulacdo potenciométrica foi utilizada para a determinagdo do grau de
desacetilacdo em amostras de quitosana. O método utilizado nesta analise ¢ uma adaptacao do
proposto por Czechowska-Biskup et al. (2012). Aproximadamente 0,1 g de quitosana seca
foram pesados e 25 mL de HCl 0,1 M foram adicionados, formando uma solugdo que foi
agitada continuamente por 30 min. Posteriormente, foram adicionados 25 ml de agua

deionizada e a solugdo continuou sob agitacdo constante até que a amostra estivesse
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completamente solubilizada. Para o procedimento de titulagdo, foi utilizada uma solugdo
previamente padronizada de NaOH 0,1 M, resultando em uma curva de titulacdo de volume

de NaOH consumido vs. pH. O grau de desacetilagao foi calculado conforme Equagao 2.

(Vz'VI)
[m +0.0042 x (V,-V))]

Grau de desacetilagdo (%)=2.03 x 2

Onde m ¢ o peso da amostra e V, e V| sdo o volume da solugdo de hidréxido de sodio 0,1 M

correspondente aos pontos de deflexao.

2.3.3 Solubilidade

Para o ensaio de solubilidade, 0,1 g de quitosana foram colocados em um tubo de
centrifuga pré-pesado, depois dissolvida em 10 mL de &cido acético aquoso a 1 % a 30 °C sob
agitacdo constante por 1 h e centrifugados. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi
seco a 60 °C overnight (LUO et al., 2019). A solubilidade das amostras foi calculada de

acordo com a Equacgao 3.

1-M,

M
Solubilidade (%)= x100 3)

1- Mo
Onde M) ¢ o peso inicial do tubo, M; e M; sdo o peso inicial do tubo mais a amostra e o peso

final da amostra no tubo, respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata.
2.3.4 Rendimento

O rendimento (Equagdo 4) das etapas para a obtengdo de quitina e quitosana, bem
como de todo o processo (cuticula-quitosana) foram calculados com base no balango de massa

global dos processos, conforme descrito por Luo et al. (2019).

. Cuticula seca, chitina ou quitosana (g)
Rendimento (%)= — x100 4
Matéria prima (g)
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2.4 CARACTERIZACAO

2.4.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise de DSC foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica da quitina e
quitosana obtidas bem como da quitosana comercial, sendo realizada de acordo com o método
descrito por Cestari et al. (2008) em um calorimetro diferencial de varredura (Shimadzu, TA-
60WS, Japao). As amostras de 3 mg foram pesadas em cépsulas de aluminio e seladas
hermeticamente. Uma variacdo de temperatura foi realizada com um indice de aquecimento

de 10 °C/ min em uma faixa de temperatura de 25 a 500 °C.
2.4.2 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A analise de FTIR foi realizada para determinar a presenca de bandas IR
caracteristicas, o que ¢ indicativo de quitosana. O p6 de quitosana seco foi misturado com
KBr (cerca de 5 mg de quitosana com 100 mg de KBr) e depois analisado utilizando um
espectrofotometro FTIR modelo IR prestige-21 (Shimadzu, Téquio, Japao). Os espectros de
absorvéncia foram obtidos a partir de uma média de 42 varreduras com resolugio de 4 cm™

em uma faixa de frequéncia de 4000-600 cm.
2.4.3 Difracao de Raio-X (DRX)

A andlise de DRX foi utilizada para avaliar a cristalinidade da quitosana obtida bem
como da quitosana comercial. As medi¢cdes de DRX foram realizadas nas amostras em po
usando uma maquina D8 Advance Bruker com radiacdo Cu (40kV, 40mA e 1,5418A). Os
dados foram reunidos a uma taxa de varredura de 10 °C/ min com o angulo de varredura de
5 a 80 °C em um padrao continuo. O indice de cristalinidade (ICr) das amostras foi calculado

a partir da Equacao 5 (KUMARI et al., 2017).

. Lito - Tam
ICr (A)): (T) x100 %)

Onde Iy ¢ a intensidade maxima a 20 °C ¢ I, ¢ a intensidade maxima de difracdo amorfa a

16 °C.
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2.4.4 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica de quitina e quitosana foi realizada de acordo com o
método descrito por Luo et al. (2019) em uma termobalanca (Shimadzu, DTG 60, Japao). As
amostras de 3 mg foram aquecidas a uma taxa de 25 °C/ min em uma faixa de temperatura de

20 a 600 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio a uma taxa de fluxo de 50 mL/ min.

2.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Um microscopio eletronico de varredura (JSM-6610LV SEM, Japao) foi
empregado para observar a microestrutura e a morfologia de todas as amostras. As amostras
foram revestidas com uma camada fina de ouro. A tensao de aceleracao foi fixada na faixa de

10 kV para garantir uma imagem de alta resolucao.

2.4.6 Analise estatistica

Os ensaios realizados com réplicas e Unico fator foram submetidos ao teste t ou
Analise de Variancia Universal (one-way ANOVA) seguido da comparacao post-hoc Tukey,

ao nivel de 5% de significancia (p <0.05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 TEOR DE UMIDADE, CINZAS, PROTEINA E LIPIDIOS

De acordo com a literatura, as cuticulas de insetos sdo compostas por quitina em
uma matriz de proteinas cuticulares, lipidios dentre outros compostos (GONIL;
SAJOMSANG, 2012). A caracterizagdo das cuticulas de larvas de Tenebrio molitor, quitina e
quitosana obtidas e quitosana comercial sdo mostradas na Tabela 1.

Uma composi¢do detalhada das cuticulas de larvas de Tenebrio molitor foi
importante como base para projetar e avaliar o procedimento de fracionamento subsequente
até a quitosana, e sua determinacdo ndo foi uma tarefa simples porque para obter a quitina
purificada € necessario eliminar os outros dois constituintes principais das cuticulas dos
insetos (proteinas e minerais). Embora a desmineralizagdo seja considerada uma etapa
fundamental para o sucesso da purificacdo da quitina, apds testes preliminares, decidimos nao

aplicar esta etapa. O rendimento apds a desmineralizagdo provou ser baixo o teor de cinzas
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Tabela 1 — Caracterizacao das cuticulas de larvas de Tenebrio molitor, quitina e quitosana
obtidas e quitosana comercial

Cuticula Quitina Quitosana Quitosana comercial

Umidade (%) 54+0,1 6,2+0,5 4,2+0,1 9,1+0,2

Cinzas (%) 3,7+0,3 3,6£0,2 3,7+£0,1 2,2+0,6
Proteina (%) 36,8 0,4 83+0,2 54+0,2 N.D.
Lipidios (%) 1,1+£0,2 N.D. N.D. N.D.

Rendimento (%) 100,0 70,9 45,1 -
Grau de

- - 53,9 88,9

desacetilacdo (%)

Solubilidade (%) - - 40,3 + 0,6 99,8 + 0,1

*N.D.: Nao determinado

nao diminuiu o suficiente (3,6 para 2,8) para justificar a quantidade de 4cido aplicada durante
o processo ¢ uma grande quantidade de agua necessaria para desmineralizagdo. Parece que a
etapa de desmineralizagdo nem sempre ¢ realizada para obter quitosana. Os autores
consideram isso desnecessario quando a matéria-prima utilizada possui baixo teor de
compostos inorganicos (CAMPANA-FILHO et al., 2007, DELEZUK et al., 2011).

A quantidade de cinzas presentes nas cuticulas (3,7 %) € relativamente baixa
quando comparada as quantidades de cinzas presentes no exoesqueleto e cuticulas de outras
espécies (GONIL et al., 2012; HAHN et al., 2019) ou mesmo quando comparado ao teor de
cinzas presente na amostra comercial de quitosana (2,2 + 0,6 %) (considerada pura), e
permaneceu constante durante todas as etapas de purificagao.

De acordo com a Tabela 1, a composicao das cuticulas de Tenebrio molitor foi de
5,4 <0,1 % de umidade, 3,7 + 0,3 % de cinzas, 36,8 + 0,4 % de proteina e 1,1 = 0, 2% de
lipidios. A quitina obtida das cuticulas de Tenebrio molitor apresentou 6,2 £ 0,5 % de
umidade, 3,6 + 0,2 % de cinzas e 8,3 £ 0,2 % de proteina. Comparando o teor de proteina da
quitina (8,3 %) com seu precursor, a cuticula (36,8 %), € possivel observar a eficiéncia do
processo biotecnologico para remocgao de proteinas, reduzindo o percentual de proteina mais
de quatro vezes. Parte da proteina restante pode estar fortemente ligada a quitina, dificultando
sua remogado. Esta € uma caracteristica da a-quitina, que pode ser encontrada na endocuticula
dos artrépodes. Nestes casos, a quitina ocorre fortemente associada a proteinas, materiais
inorganicos ou ambos, necessitando de um tratamento mais severo para a remog¢ao completa

das impurezas associadas. (CAMPANA-FILHO et al., 2007). O aumento da umidade (5,4
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para 6,2 %) pode ser explicado pelo fato de parte da &gua utilizada na etapa de
desproteinizagdo ter permanecido na amostra.

A quitosana ¢ encontrada comercialmente em varios graus de pureza com
diferentes graus de desacetilagdo, dependendo da aplicagdo (SRINIVASAN et al., 2017).
Assim, de acordo com a Tabela 1, os valores de impurezas (minerais e proteinas) obtidos na
composi¢ao proximal da quitosana de Tenebrio molitor apresentaram algumas semelhancas
com a quitosana comercial utilizada como padrao. O valor de proteina obtido das cuticulas de
Tenebrio molitor (5,4 = 0,2 %) foi significativamente maior quando comparado a quitosana
comercial (indetectdvel). No entanto, deve-se levar em consideracdo que a composi¢do do
polimero obtido depende de varios fatores, como a natureza do organismo do qual foi extraido
e as condi¢des empregadas no processo de extragdo. A alternativa do tratamento enzimatico
geralmente deixa 1-7 % de proteina residual. (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Nao ha dados disponiveis até o momento da composi¢ao centesimal das cuticulas
de Tenebrio molitor, dificultando a comparagdo. No entanto, os dados para o exoesqueleto de
Hermetia illucens (HAHN et al., 2019) e cuticulas de cigarras (GONIL et al., 2012) se

assemelham aos aqui discutidos.

3.2 DESPROTINIZACAO ENZIMATICA

El Knidri et al. (2018) citam a importancia de remover as proteinas contidas na
amostra (incluindo as proteinas associadas a quitina) para que haja uma extragdo eficiente da
quitina. De acordo com Caligiani et al. (2018), a hidrolise enzimatica pode ser usada, como
um processo biotecnoldgico, para remover o conteudo de proteina na amostra a fim de obter
quitina. Durante a hidrdlise, as enzimas proteoliticas sdo usadas para clivar os peptideos
proteicos, desfazendo os complexos quitina-proteina, resultando em proteinas hidrolisadas
que permanecem na fragdo soluvel. Como as proteinas estdo presentes na fra¢do insoluvel,
elas podem ser facilmente removidas da amostra (LOPES et al., 2018). Para evitar o uso de
solventes organicos e solugdes acidas/alcalinas na etapa de desproteinizacdo das cuticulas de
Tenebrio molitor, optou-se pela hidrolise enzimatica como método mais sustentavel.

Muitos estudos demonstraram a aplicacdo de enzimas proteoliticas para a etapa de
desproteinizagdo a fim de se obter quitina/quitosana (YOUNES et al., 2012; MANNI et al.,
2009; ABDELMALEK et al.,, 2017). A enzima Alcalase tem sido usada para remover
proteinas intimamente ligadas a quitina e minerais (LOPES et al., 2018), bem como tem sido

usada em estudos de hidrolisados de proteinas a base de insetos, como Bombyx mori, Bombus
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terrestris, Schistocerca gregaria, Gryllodes sigillatus e Spodoptera littoralis (LUCAS et al.,
2020b). Esta enzima tem atividade 6tima em uma faixa de pH de 6,5 a 8,5 e uma temperatura
entre 50 a 70 °C (YUST et al., 2010). A agdo catalitica das enzimas permite a clivagem das
ligacdes peptidicas durante a reagdo, podendo ser monitorado através do grau de hidrolise
(razdo percentual entre o nimero de ligacdes peptidicas clivadas e o nimero total de ligacdes
peptidicas no substrato estudado) (DE CASTRO; SATO, 2014).

O grau de hidrolise (GH) das proteinas hidrolisadas por enzimas determina suas
propriedades funcionais e bioldgicas. As proteinas, quando intactas, possuem um valor de GH
de 0% e, completamente hidrolisadas, possuem um valor de GH de 100 % (LEE, 2015). Os
tratamentos de desproteinizagdo foram realizados por 2 h em pH 8,0 ¢ 55 °C usando Alcalase.
Esta enzima contém atividades de endoprotease, que fornecem a capacidade de atingir um
maior grau de hidrélise na amostra. De acordo com os dados obtidos, pode-se observar que
apods 230 min de reacdo o grau de hidrolise passou a permanecer constante, portanto, a reagao
foi inativada em 250 min obtendo um grau maximo de hidrolise de 51,33 %. No inicio da
reacdo, ocorreu a hidrolise de uma quantidade maior de ligacdes peptidicas e, apds um certo
periodo, essa quantidade diminuiu até apresentar um comportamento constante. Essa
diminui¢do na taxa de reagdo pode ser explicada pela redug¢ao do substrato disponivel ou pela
inibicao da atividade enzimatica (YOUNES et al., 2012).

Ao analisar o teor de proteina da amostra antes e apos a hidrolise enzimatica, uma
diminuigao significativa pode ser observada. A amostra inicial apresentou 36,8 % de proteina,
enquanto a amostra apos hidrolise apresentou teor de proteina de 8,3 % (85 % de eficiéncia).
A eficacia do uso da hidrdlise enzimatica para remover proteinas pode ser observada no
estudo de Younes et al. (2012). Para determinar a eficiéncia da etapa de desproteinizagao
usando tratamento enzimatico com protease B. mojavensis A21, os autores usaram um
desenho experimental com trés varidveis e trés niveis e concluiram que a melhor condigao
para remover até 88 % das proteinas da casca do camardo em uma relagdo enzima/substrato
de 7,75 U/mg, temperatura de 60 °C e tempo de hidrélise de 6 h. Abdelmalek et al. (2017)
obtiveram quitosana do gladio da lula europeia (Loligo vulgaris) com tratamento enzimatico
com Alcalase na etapa de desproteinizagdo. Valores semelhantes foram obtidos na
desproteinizagdao da amostra (81,6 %) utilizando uma relagcdo enzima/proteina de 15 U / mg.

Embora o percentual de desproteinizacao obtido neste estudo seja inferior ao que
se obtém com tratamento quimico (GONIL et al., 2012), a desproteiniza¢do enzimatica ajuda
a evitar tratamentos acidos e alcalinos, extremamente perigosos para o meio ambiente. De

fato, algumas proteinas associadas a quitina por forcas eletrostaticas ou ligagdes de hidrogénio
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podem ser dissociadas por tratamento térmico. No entanto, outras proteinas estdo ligadas a
quitina por ligacdes covalentes, e sua remocao requer tratamentos quimicos ou enzimaticos
severos (YOUNES et al., 2012). O fato de a desproteinizagdo ndo atingir 100 % pode ser
explicado pela ndo acessibilidade das enzimas a algumas proteinas protegidas pela quitina
(ABDELMALEK et al.,, 2017). Os resultados obtidos demonstraram que a utilizagdo da
hidrolise enziméatica na etapa de desproteinizacdo com cuticulas de Tenebrio molitor para a
obtencdo da quitosana ¢ possivel, entretanto, novos estudos nesta area devem surgir como

forma de aprimorar o processo.

3.3 GRAU DE DESACETILACAO

O grau de desacetilacdo ¢ um parametro importante e amplamente utilizado para
determinar o tipo de polimero, quitosana ou quitina, exigindo um grau de desacetilagio
superior ou inferior a 50 %, respectivamente. Consequentemente, esse parametro influencia
diretamente as propriedades do polimero, como bioldgicas, fisico-quimicas, mecénicas e
outras (EL KNIDRI et al., 2018; GONIL et al., 2012; MAREI et al., 2016).

No presente estudo, o método de titulacdo potenciométrica foi escolhido e
aplicado a todas as amostras por ser considerado um método simples e de baixo custo, além
de gerar resultados confidveis conforme relatado na literatura (OLIVEIRA; FRANCO,
OLIVEIRA JR., 2014). Foi obtida uma variagdo do pH em fun¢do do volume de solugdo de
NaOH adicionado, gerando uma curva com dois pontos de inflexdo. Esses pontos referem-se a
reagdes de neutralizagio com H' livre (primeiro ponto de inflexdo) e grupos amino
protonados (segundo ponto de inflexdo) (KASAAI 2009). Por meio dos dados obtidos, o grau
de desacetilacdo foi calculado com base na Equagao 2.

O grau de desacetilagdo para a quitosana obtida a partir da cuticula de larvas de
Tenebrio molitor foi de 53,9 %. A quitosana comercial foi analisada como amostra de
referéncia para validagao do método utilizado, obtendo-se um grau de desacetilagao de 88,9%,
o que esta de acordo com o valor informado pelo fabricante (90,0 %). O produto obtido no
presente estudo pode ser considerado quitosana uma vez que o valor médio do grau de
desacetilagdo ¢ superior a 50 %. Embora as cuticula de larvas de Tenebrio molitor sejam uma
fonte promissora para a obtencdo desse polimero, os estudos devem continuar sendo feitos
com o exoesqueleto de insetos para obter resultados ainda melhores.

De acordo com o estudo de Hahn et al. (2019), obteve-se quitosana derivada de

exoesqueletos larvais com um grau de desacetilagdo na faixa de 34 a 72 %. Esses autores
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comentam que o grau de desacetilagdo da quitosana a base de inseto ¢ geralmente baixo. Essa
informacao confirma o que ja havia sido relatado por Odote, Struszczyk e Peter (2005), que
mostra valores inferiores para o grau de desacetilagio da quitosana de insetos quando
comparada a quitosana de crustaceos. No estudo de Kim et al. (2017), o menor grau de
desacetilacdo para a quitosana foi obtido do exoesqueleto de grilos-pintados adultos (Gryllus
bimaculatus) (14,5 %). Um baixo grau de desacetilacdo também ¢ relatado por Erdogan e
Kaya (2016), que obtiveram quitosana com 22 e 64 % de desacetilagdo de ninfas e adultos de
um gafanhoto, respectivamente. Diferenca entre as fases do inseto também foi observada no
trabalho de Kaya et al. (2014), que apresentaram um grau de desacetilacdo de 64 e 71 % para
a fase larval e adulta de besouro da batata do colorado (Leptinotarsa decemlineata),
respectivamente. Esses valores obtidos pelos autores estdo relacionados ao teor de quitina
extraida, que foi de 7 % para a fase larval e 20 % para o inseto adulto. A variagdo observada
entre esses valores pode ser explicada pelas diferentes fungdes da quitina nas partes do corpo
e pelas diferentes fases do ciclo de vida do inseto.

De acordo com estudos na literatura, existe uma variacdo no grau de desacetilacao
da quitosana de diferentes fontes de insetos (EL KNIDRI et al., 2018; MAREI et al., 2016).
Recentemente, Luo et al. (2019) obtiveram quitosana de quatro diferentes insetos com um
grau de desacetilacdo na faixa de 84,1 a 89,7 %. Porém, o presente estudo utiliza apenas a
cuticula do inseto e este ¢ o diferencial em comparagdo com a maioria dos trabalhos relatados
na literatura que descrevem a obtencao de quitosana de insetos. Isso justifica a diferenca entre
os valores do grau de desacetilacdo, visto que o tipo e o estagio de evolucao do inseto podem
influenciar diretamente no teor de quitina e, conseqlientemente, na quantidade de quitosana

obtida.

3.4 SOLUBILIDADE

Neste estudo, a solubilidade da quitosana obtida a partir de cuticulas de Tenebrio
molitor foi de 40,3 + 0,6%. Assim como para o grau de desacetilacdo, a quitosana comercial
também foi analisada como amostra de referéncia para validacdo do método utilizado,
obtendo-se solubilidade de 99,8 <0,1%, estando também de acordo com o valor informado
pelo fabricante (100%). Conforme discutido anteriormente, o grau de desacetilagio da
quitosana a partir de cuticulas de Tenebrio molitor foi de 53,9% e 90% para a quitosana
comercial. Portanto, esperava-se obter uma solubilidade igualmente baixa para a quitosana

obtida assim como uma solubilidade alta para quitosana comercial, uma vez que, de acordo
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com algumas pesquisas, a solubilidade ¢ fortemente afetada pelo grau de desacetilagdo (EL
KNIDRI et al.,, 2018). Como quase metade da amostra de quitosana obtida através de
cuticulas de Tenebrio molitor ¢ composta por quitina e este polimero ¢ insoluvel em solventes
organicos e inorganicos comuns devido a uma forte rede de ligacdo de hidrogénio intra e
intermoleculares, era de se esperar que a solubilidade da quitosana obtida tivesse uma
correlacdo com o grau de desacetilacdo.

Estudos usando o inseto inteiro para obter quitosana mostram altos valores de
solubilidade. Luo et al. (2019) obtiveram o teor de quitosana em quatro insetos diferentes:
exoesqueleto de cigarra, crisalida de bicho da seda, tenébrio comum e gafanhoto. O ensaio
mostrou 99,3 %, 98,7 %, 97,4 %, 94,3 % de solubilidadepara as amostras, respectivamente.
Sabe-se que o mesmo ocorre com a solubilidade da quitosana obtida de diferentes fontes. No
mesmo estudo, os autores obtiveram quitosana com 91,5 % de solubilidade em cascas de
camardo. Além disso, o grau de desacetilagdo da quitosana também foi alto. O grau de
desacetilacao estimado para exoesqueleto de cigarra, crisalida de bicho da seda, tenébrio
comum, gafanhoto e casca de camardo foi de 84,1 %, 85,5 %, 85,9 %, 89,7 % e 91,2 %,
respectivamente. E possivel observar que, nesse caso, o mesmo ocorreu, a solubilidade da
quitosana também dependia do grau de desacetilagdo.

Uma vez que a quitina também ¢ encontrada nas estruturas internas dos insetos, €
a composi¢do entre o inseto inteiro e o exoesqueleto larval ¢ diferente (HAHN et al., 2019), a
comparagdo da solubilidade desses diferentes materiais ndo pode ser realizada. A solubilidade
da quitosana obtida a partir do exoesqueleto de Tenebrio molitor ndo € discutida na literatura

até o momento.

3.5 RENDIMENTO

O rendimento da quitina obtida a partir da cuticula de larva de Tenebrio molitor
foi de 70,9 %. A quitosana obtida apos a desacetilagdo da quitina foi de 45,1 %, e o
rendimento global do processo (cuticula-quitosana) foi de 31,9 %. A falta de dados para a
obten¢do de quitina a partir desta matéria-prima por hidrolise enzimatica ndo permite uma
comparacdo com os resultados obtidos. Porém, quando comparado a outras fontes, o
rendimento obtido parece estar de acordo. Abdelmalek et al. (2017) caracterizaram quitina e
quitosana do gladio da lula europeia (Loligo vulgaris) preparada por tratamento enzimatico
com Alcalase e a porcentagem de rendimento em quitina observada pelos autores foi de 31,27

% (base timida). Manni et al. (2009) obtiveram um rendimento ainda menor (16,5 %) para a
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quitina obtida de residuos de camarao utilizando o mesmo processo.

Quando o exoesqueleto do inseto ¢ utilizado para obter quitina por meio de
tratamentos quimicos, os valores de rendimento obtidos também sao semelhantes aos obtidos
neste estudo. Para Hahn et al. (2019) a recuperacao de quitina do exoesqueleto de Hexapoda
em relag@o a biomassa total foi de 28 % e para Gonil et al. (2012) o rendimento obtido a partir
do exoesqueleto da cigarra foi de 36,6 %. Uma visdo geral da produgdo de quitina de insetos
inteiros pode ser obtida em Shin, Kim e Shin (2019).

Em estudo recente, El Knidri et al. (2018) citam que o rendimento na obtencao de
quitosana ¢ geralmente baixo, exigindo uma grande quantidade de quitina. A utiliza¢do de
enzimas na etapa de desproteinizacdo durante este estudo apresentou um rendimento superior
as outras metodologias propostas. Hahn et al. (2019) obtiveram quitosana do exoesqueleto de
Hexapoda com 43% no maximo sobre a quitina total aplicada, semelhante ao obtido para
cuticula de Tenebrio molitor (45,1 %). O rendimento da quitosana obtido do esxoesqueleto da
cigarra foi ainda menor (36,6 %) (GONIL et al., 2012). Os dados de porcentagem de
rendimento de quitosana em peso seco de cigarra, crisdlida do bicho-da-seda, tenébrio comum
e gafanhoto apresentados por Luo et al. (2019) foram estimados em 28,2 %, 3,1 %, 2,5 %, 5,7
%, respectivamente. Esses dados sugerem que ¢ mais vantajoso obter quitosana da cuticula do
inseto do que do inseto inteiro. As possiveis razdes para esse baixo rendimento para as
quitosanas de inseto inteiro foram uma grande quantidade de proteina e conteudo de gordura,
conforme relatado por Castro, Ohara, Aguilar e Domingues (2018).

O contetido de quitosana de diferentes fontes (crustaceos, insetos e fungos) nao sé
varia com a espécie em questdo, mas também com as partes usadas para a obtengdo de
quitosana, dificultando a comparagdo. Devido a falta de dados, uma avaliacdo da quitosana
obtida por comparacdo com outros processos ¢ dificultada. Além disso, a parte mais
desafiadora nos ultimos anos ¢ obter materiais a base de quitosana com propriedades

equivalentes as de produtos totalmente sintéticos (EL KNIDRI et al., 2018).

3.6 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A andlise DSC foi realizada para avaliar a resisténcia térmica da quitosana
preparada a partir da cuticula de Tenebrio molitor. A Tabela 2 mostra as temperaturas inicial e
final (Ts e T.) e maximas (Tn,x) para as transicdes térmicas, bem como a energia térmica
(entalpia, AH) necessaria para a decomposi¢do da quitina e quitosana obtidas em comparagao

a quitosana comercial
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De acordo com a Tabela 2, a quitosana comercial apresentou exotermia com T,
de 110,18 °C, semelhante a encontrada pela quitosana obtida da cuticula de Tenebrio molitor
(111,96 °C). Essa faixa de temperatura ¢ caracteristica da mudanca do estado de agregagao,
referindo-se a eliminacdo da 4gua residual presente na amostra, bem como ao inicio da
queima do material, conforme também citado em outros trabalhos (CESTARI et al., 2008;
SOON et al., 2018).

A decomposicdo térmica requer absor¢do de calor para quebrar a ligagcdo de
hidrogénio, sendo essa reagao detectada como um pico endotérmico e a energia (entalpia, AH)
necessaria para que a reagdo ocorra. No presente estudo, foram observados picos
endotérmicos (Figura 1) em relagdo a decomposi¢do das amostras em temperaturas entre 273
e 321 °C. Porém, foi possivel notar diferengas entre as energias absorvidas, confirmando, por
comparagao, a presenca de impurezas proteicas e um menor grau de desacetilacdo (53,9 %) da
quitosana obtida da cuticula de Tenebrio molitor uma vez que esta apresenta valores

energéticos (31,98 J/g) semelhante ao seu precursor, quitina (29,84 J/g).

Tabela 2 - Calorimetria diferencial de varredura (DSC) de quitina e quitosana extraidas de
cuticulas de Tenebrio molitor, em comparagao com a quitosana comercial.

DSC Quitina Quitosana Quitosana comercial
Ts1 (°C) 52,94 66,19 70,26
Tinax1 (°C) 76,01 111,96 110,18
Te1 (°C) 86,07 116,69 149,60
AH, (J/g) -73,21 -69,00 -288,54
Ts (°C) 276,31 279,27 273,50
Timax2 (°C) 300,24 296,76 303,86
Te2 (°C) 311,62 310,19 320,97
AH, (J/g) 29,84 31,98 192,32

De acordo com Soon et al., (2018), a concentracdo de NaOH utilizada nas etapas
de desacetilagdo e desproteinizacao pelo método quimico influencia na estabilidade térmica
das amostras. O aumento da concentragdo da base resulta em um ligeiro aumento da
estabilidade térmica, também confirmado pela comparacdo com as temperaturas e entalpia no

pico de decomposic¢ao da quitosana comercial.
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Figura 1 — Calorimetria diferencial de varredura (DSC) de (A) quitina e (B) quitosana
extraidas de cuticulas de Tenebrio molitor, e (C) quitosana comercial.
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3.7 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (FTIR)

A analise de FT-IR foi realizada para confirmar a estrutura da quitosana obtida a
partir das cuticulas de Tenebrio molitor, por meio da identificacdo de bandas caracteristicas
desse polimero. A Figura 2 mostra os espectros de FT-IR obtidos para quitina e quitosana das
cuticulas de Tenebrio molitor, bem como da quitosana comercial.

Para o espectro da quitina, mostrado na Figura 2 (a), foi destacada uma janela que
varia de 1600 a 1680 cm™, sendo possivel observar a banda da amida I que est4 atribuida ao
grupo C = O. Essa banda ¢ dividida em dois picos (1636 e 1653 cm™), caracteristicos da
a-quitina. Além disso, essa forma de quitina ¢ comumente encontrada em estruturas rigidas e
resistentes, como nas cuticulas de insetos comestiveis (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Em geral, para os espectros mostrados na Figura 2, uma banda larga ¢ observada

para os espectros na regido de 3000-3600 cm™, que corresponde ao alongamento das ligagdes
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O-H e N-H. Além disso, existe também uma banda em torno de 2890 ¢cm™, caracteristica da
vibracdo de alongamento -CH, nos grupos CH,OH. Uma regido caracteristica que ¢
amplamente utilizada para diferenciar a quitosana da quitina estd entre 1500 a 1700 cm™
(LUO et al., 2019; SHIN et al., 2019). Bandas com intensidades semelhantes sdo observadas
em aproximadamente 1550 ¢ 1650 cm™ no espectro da quitina, que correspondem 4 vibragédo
de alongamento N-H e C=0 (no grupo NHCOCHs3;), respectivamente. No espectro da
quitosana da cuticula de Tenebrio molitor, essas bandas apresentam comportamento diferente,
principalmente para a banda referente a C=0 que ¢ menos intensa, indicando que ocorreu
desacetilacdao da quitina. Esse perfil também ¢é observado no espectro da quitosana comercial,
em que a banda C=0 tem intensidade menor que a banda N-H. Conforme j& mencionado em
outros trabalhos da literatura, bandas caracteristicas nas regides de 1420, 1315 e 1080 cm'l,
correspondentes as vibragdes de alongamento -CH,, CN e COC (MAREI et al., 2016; SHIN
et al., 2019), respectivamente, também podem ser observadas nos espectros do presente
estudo.

Este estudo mostra a diferenca entre os espectros de FT-IR para polimeros obtidos
das cuticulas de larvas de Tenebrio molitor, confirmando a formagdo de quitosana a partir da
quitina apds o processo de desacetilagio empregado. Isso também foi confirmado pela
comparacao com o espectro da quitosana comercial com alto grau de desacetilagdo, em que

bandas semelhantes podem ser observadas.

Figura 2 - Espectro de FTIR de (a) quitina e (b) quitosana extraida das cuticulas de Tenebrio
molitor e (c) quitosana comercial.
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3.8 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A andlise de DRX para quitina e quitosana obtidas da cuticula de Tenebrio
molitor e quitosana comercial foi realizada para verificar a cristalinidade do material. DRX
também pode ser usado para distinguir a quitina da quitosana, uma vez que a quitosana adota
um arranjo menos ordenado. A forma hidratada quitosana ¢ produzida quando a hidrélise
alcalina dos grupos acetamido da quitina ¢ realizada, de modo que o padrio de DRX
correspondente exibe um amplo espalhamento difuso e picos menos intensos em comparagao
com o padrio de DRX de quitina, onde o pico mais intenso € observado em 20 = 20" para

quitina (DELEZUK et al., 2011). Os padrdes de DRX obtidos sdo mostrados na Figura 3.

Figura 3 - Padrdao de DRX de (a) quitina e (b) quitosana extraida das cuticulas de Tenebrio
molitor ¢ (c) quitosana comercial.
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A quitina das cuticulas de Tenebrio molitor apresentou dois picos altos a 10,30° e
20,08°, e uma série de varios picos menores 26,35°, 29,61° e 35,88°, semelhante ao relatado
por Séenz-Mendoza et al. (2018) quando quitina de Tenebrio molitor apresentou dois grandes
picos a 9,32°-19,4° e quatro de picos menos intensos a 12,84°, 23,24° 26,36° e
39,32°. Picos em regides semelhantes foram relatados por Kaya et al. (2015) para quitina de

sete espécies de Orthoptera. Picos agudos em torno de 9,26° e 19,36° sdo os planos de
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difracao (020) e (110) da estrutura cristalina (SOON et al., 2018). Dependendo do organismo
considerado e da fungdo que desempenha, a quitina adota estruturas polimorficas
denominadas a-, B- e y-quitina. Como ja mencionado, a a-quitina ¢ encontrada em estruturas
como a cuticula de artropodes e, nesses casos, ocorre fortemente associada a proteinas,
materiais inorganicos ou ambos (CHAPMAN, 2013). Estudos anteriores de DRX sugerem
que a quitina obtida das cuticulas de Tenebrio molitor pode ser classificadas, de acordo com
sua cristalinidade, como uma a-quitina. Campana-Filho et al. (2007), em estudo de revisao,
citam que uma amostra comercial de a-quitina apresenta diversos picos cristalinos, sendo os
mais intensos correspondendo a 9,37° e 19,35°, muito proximos aos obtidos para a quitina da
cuticula de Tenebrio molitor. No entanto, a diferenga nos valores de cristalinidade era
esperada, visto que deve-se observar que a cristalinidade das amostras depende de diversos
fatores, como a natureza do organismo de onde foi extraida a quitina e as condi¢des
empregadas na extra¢do do polimero.

Para a quitosana de Tenebrio molitor é possivel visualizar dois picos agudos em
09,93° e 19,13°, que foram relatados na literatura como impressdes digitais tipicas de
quitosana semicristalina € que também foram observados na quitosana de besouros e
camardes (MULEY et al., 2018; SHIN et al., 2019), no mesmo difractograma trés picos fracos
também sdo observados em 23,33°, 26,38° e 39,28°, relatado anteriormente por Li et al.
(2019) em angulos diferentes, 27,21°, 27,85° e 31,48° respectivamente, para a mesma fonte
bioldgica. Soon et al., (2018) relata a mesma tendéncia em 10°-20° e dois picos semelhantes
em 26,32° e 28,24° na quitina extraida das larvas de Zophobas morio, por outro lado, um pico
encontrado a 35° indica a presenca de hidroxiapatita na quitosana de peixes e crustaceos, mas
até agora nao de insetos, esses resultados mostrando caracteristicas semelhantes a quitina e o
grau relativamente baixo de desacetilagdo poderiam explicar a estrutura semicristalina da
quitosana da larva de Temebrio molitor. Na mesma figura, observa-se que a quitosana
comercial apresenta oito picos, o encontrado em 20,28° também corresponde ao Crystal II na
estrutura comum da quitosana (MULEY et al., 2018); 45,87°, 66,58° ¢ 75,62° foram relatados
para quitosana comercial em angulos semelhantes, 20°, 45°, 65° e 75°, respectivamente
(KUMARI et al., 2017).

O grau de cristalinidade (Crl) foi calculado com base na intensidade da regidao
cristalina e amorfa (LUO et al., 2019). Os valores de cristalinidade da quitina obtidos foram
de 53,7 %, enquanto o grau de cristalinidade da quitosana de Tenebrio molitor resultou em
30,1 %. A andlise de DRX apresenta evidéncias que confirmam a produgdo de quitosana

durante o processo, uma vez que a perda de cristalinidade provocada pela conversao de
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quitina em quitosana ¢ evidenciada pela menor intensidade e amplitude do sinal. O valor Crl
da quitina isolada da cuticula da larva da farinha foi menor do que outras espécies (KAYA et
al., 2015; LUO et al., 2019). Foi revelado em estudos anteriores que os valores de Crl da
quitina variam entre 47 % e 91 % de acordo com a espécie e o método de isolamento (KAYA
et al., 2014). Os valores de Crl da quitina relatados neste estudo ficaram no meio da faixa dos
valores registrados na literatura. O mesmo ocorre com o valor Crl da quitosana. Estudos
anteriores mostram que o Crl de quatro insetos diferentes, incluindo larvas de Tenebrio
molitor, varia entre 32,9 % e 64,8 % de acordo com a espécie (LUO et al., 2019).

A quitosana comercial, conforme esperado, teve o menor indice de cristalinidade
17,9 %, uma vez que, de acordo com o discutido anteriormente por Delezuk et al. (2011) a
desacetilacdo da amostra reduz a cristalinidade. O valor Crl da quitosana comercial foi
significativamente menor do que a cuticula da larva de Tenebrio molitor. Este comportamento
prova mais uma vez a presenca de quitina na amostra devido ao seu baixo grau de
desacetilacdo. No entanto, os resultados aqui obtidos demonstram coeréncia uma vez que
maiores valores de Crl foram obtidos para a quitina, seguidos da amostra de quitosana e logo

apos a quitosana comercial.

3.9 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

As curvas TGA da quitosana derivada da quitina e da quitosana das cuticulas de
larva de Tenebrio molitor, bem como da quitosana comercial, foram apresentadas na Figura 4.
Verificou-se que os termogramas dos trés polimeros possuem dois estagios principais de
decomposi¢do. A primeira dessas perdas de massa ¢ devido a evaporacao da agua na quitina /
quitosana, e a segunda ¢ devido a decomposi¢do da estrutura da quitina / quitosana (GONIL et
al., 2012; KAYA et al., 2015; LUO et al., 2019).

O primeiro estagio decompos-se a 60-70 °C, registrando uma perda de
aproximadamente 7,8, 8,4 e 11,1 % do peso inicial de quitina e quitosana de cuticulas de
larvas de Tenebrio molitor e quitosana comercial, respectivamente. A segunda etapa
corresponde mais especificamente & desidratacdo dos anéis sacarideos juntamente com a
despolimerizagao/decomposi¢do das unidades acetiladas e desacetiladas do polimero
(SOUZA et al., 2015). Esta etapa registrou uma perda de massa em uma temperatura inicial
de 210-270 °C e foi concluida em aproximadamente 400 °C, com perdas de 70,9, 66,1 e 50,4
% do peso inicial de quitina e quitosana de larvas de Tenebrio molitor e quitosana comercial,

respectivamente. Apos a temperatura maxima de aquecimento (600 °C), a porcentagem de
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massa residual foi de 21,3, 25,5 e 38,5% para quitina, quitosana e quitosana comercial,
respectivamente.

Considerando a termogravimetria derivada (DTG), que também ¢ mostrada na
Figura 4, um valor maximo de 328,7 °C foi obtido para a quitina, enquanto para a quitosana
de larva de Tenebrio molitor e quitosana comercial o DTGy, foi 314,7 e 301,8 °C,
respectivamente. Em estudos anteriores, foi observado que o valor de DTGy« da quitina
isolada de sete espécies de gafanhotos variou entre 381 e 385 °C (KAYA et al., 2015). Os
resultados obtidos seguem a tendéncia relatada por Kaya et al. (2014), que obteve DTGax
inferior para a quitosana (faixa de 280 a 308 °C) em relacdo a quitina (faixa de 350 a 393 °C),
que foram extraidas de seis diferentes invertebrados aquaticos. Segundo esses autores, iSso
esta associado a uma maior estabilidade térmica da quitina. Apos a desacetilacdo da cadeia
lateral da quitina, a ordem cristalina diminui. Portanto, a estabilidade térmica da quitosana ¢

inferior a da quitina original.

Figura 4 - Curvas TGA de (a) quitina e (b) quitosana extraidas de cuticulas Tenebrio molitor
e (¢) quitosana comercial.
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3.10 MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA (MEV)

As morfologias de superficie das amostras de quitina e quitosana obtidas das
cuticulas de larva de Tenebrio molitor, bem como da quitosana comercial, foram examinadas
com aumento de 50x e 500x com microscopio eletrénico de varredura (MEV) e sao
apresentadas na Figura 5. Como esperado, avaliando as imagens obtidas, possivel notar que a
estrutura da superficie muda em fungdo da cristalinidade do polimero, pureza, e mudangas
devido ao processo de desacetilacdo. Considerando a estrutura da quitosana isolada das
cuticulas de Tenebrio molitor (e), e comparando-a com a quitosana comercial (c), pode-se

observar que elas ndo sdo de forma alguma semelhantes. A quitosana comercial apresentou

Figura 5 - Imagem MEV de (a) quitina com amplia¢do de 50 x e (b) ampliagao de 500 x, (c)
quitosana comercial com ampliagao de 50 x e (d) ampliagdo de 500 x, (e) quitosana obtida a
partir de cuticulas de Tenebrio molitor com ampliagao de 50 x e (f) ) 500 x ampliagdo.




138

particulas menores e uniformes, enquanto a quitosana obtida das cuticulas de Tenebrio
molitor apresentou particulas maiores em diferentes formatos. E possivel perceber que o grau
de pureza (sem a presenca de proteinas remanescentes) ¢ a predominancia de unidades
desacetiladas influenciaram diretamente na estrutura morfoldgica dos polimeros, tornando a
estrutura da quitosana semelhante a quitina obtida das cuticulas de larvas de Tenebrio molitor
(a).

Nao ¢ notavel, quando observamos a morfologia da superficie das trés amostras
(b, d e 1), que elas consistem em estruturas de nanofibras. No entanto, Kaya et al. (2016)
mencionaram que a quitina obtida de diferentes fontes pode ter diferentes perfis, que podem
ser apenas fibras, fibras e poros e alguns ndo possuem fibras nem poros. A quitina (b) ¢ a
quitosana (f) obtidas das cuticulas da larva de Tenebrio molitor apresentaram morfologia mais
rugosa, enquanto a quitosana comercial (d) apresentou estrutura compacta e lisa. Isso pode ter
ocorrido devido a diferenca nas composigdes dos materiais. Analisando diferentes estudos, ¢
possivel perceber que a morfologia da superficie da quitina / quitosana varia de acordo com a
espécie de inseto e também pode variar na mesma espécie de inseto, exibindo diferentes
morfologias de superficie variando de lisa sem nanoporos a fibrosa com ou sem nanoporos €
nanofibras muito distintas, provavelmente devido a diferencas na estrutura da cuticula
(ERDOGAN; KAYA, 2016; KAYA et al., 2015; KAYA et al., 2014; KAYA et al., 2016;
SRINIVASAN et al., 2017).

4 CONCLUSAO

Com a crescente demanda por fontes alternativas para substituir as tradicionais
menos sustentaveis, a quitosana, o polissacarideo mais abundante e renovavel, tem ganhado
atencdo cada vez maior de muitos pesquisadores. As principais aplicagdes da quitosana nas
industrias de alimentos incluem a recuperagdo de residuos de descartes de processamento de
alimentos, preservacao de alimentos da deterioragdo microbiana, formacao de biodegradaveis,
clarificag@o e purificagdo de dgua e desacidificacdo de sucos de frutas. Varios pesquisadores e
cientistas apoiaram suas fortes atividades antimicrobianas e antifingicas. Durante este estudo,
demonstramos que os residuos da criagdo do inseto para consumo humano podem ser usados
para obter quitina / quitosana com sucesso. O fato da matéria-prima utilizada possuir baixa
quantidade de minerais possibilitou a obtencdo da quitina apenas com a etapa de
desproteinizacdo. A enzima utilizada foi eficiente na remogdo das proteinas contidas na

matriz. Embora a desproteinizacdo nao tenha sido completa, apresentou reducao suficiente
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para justificar a ndo utilizagdo de solventes nocivos ao meio ambiente. Ao mesmo tempo, €
necessario aumentar o grau de desacetilagdo da amostra, uma vez que as propriedades da
quitosana dependem desse parametro. Assim, acreditamos que este estudo inicia investigagdes
que determinem diferentes propriedades fisico-quimicas como o peso molecular da quitosana,
bem como suas propriedades funcionais e bioativas e diferentes aplicagdes. Em geral, existe
um grande potencial para melhorar o processo e incluir a utilizagdo do biopolimero obtido na

industria de alimentos.
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1 CONCLUSAO GERAL

A pesar de o termo “insetos como fonte de alimento” ainda causar estranheza e
repugna para algumas pessoas, ¢ inegavel que este contexto vem ganhando forg¢a nas mais
diferentes maneiras. Os insetos surgem como uma alternativa “esquecida” aos problemas que
mundialmente enfrentados. Emissoes de gases do efeito estufa, consumo de agua, crescimento
populacional, desmatamento e até mesmo a fome. A criagdo de insetos, seja ela para consumo
animal ou humano, pode ajudar a minimizar todos estes prejuizos causados ao longo dos anos.
Os insetos sdo constituidos por proteinas de alta qualidade, acidos graxos insaturados dos
tipos Omega 6 ¢ dmega 9 e boa parte de sua fracdo sacaridica ¢ composta por quitina. Nao
menos importante, os insetos possuem vitaminas principalmente do complexo B e C e
minerais, como célcio, potassio, magnésio, fosforo, sddio e ferro.

O estagio de vida em que o inseto se encontra influencia diretamente na sua
composicdo quimica. Nos estagios iniciais como ninfa ou larva a fragcdo lipidica ¢
predominante, j& no inseto adulto pode-se observar uma mair quantidade de proteinas.
Também pode-se observar que diferentes tratamentos como secagem e congelamento exercem
diferentes influéncias na composi¢cdo proximal da barata cinérea, sendo maiores o teor de
proteina no inseto desidratado, e de lipidios no inseto congelado. Os hidrolisados de barata
cinérea desidratada utilizando a enzima Alcalase apresentaram um grau de hidrélise superior
ao verificado utilizando os mesmos substratos com a enzima Protamex. Contudo, apesar de
apresentar maior grau de hidrolise para os diferentes substratos, a Alcalase apresentou apos a
hidrdlise, o menor teor de proteinas, o que pode ter ocorrido devido a maior solubilizacao de
proteinas durante a hidrdlise e remog¢do de matéria solida insolivel por centrifugacao
utilizando esta enzima.

Durante este estudo, também demonstramos que os residuos da criagdo de insetos
podem ser utilizados para obter com éxito quitina/quitosana. A hidrolise enzimatica utilizando
a enzima Alcalase na etapa de desproteinizagao mostrou ser um processo eficiente na remogao
de proteinas da amostra. Ao final do processo foi possivel obter quitosana com grau de
desacetilacdo de 53,9 %. A pesar de algumas caracteristicas da quitosana obtida serem
semelhantes a uma quitosana comercial, julga-se necessario aumentar o grau de desacetilagao

da amostra, uma vez que as propriedades do polimero dependem desse parametro.
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1.1 RESIDUOS GERADOS E DESTINO

Todos os residuos gerados durante a execucao deste estudo foram destinados de
acordo com a sua classificagao, com base no Plano de Gerenciamento de Residuos Quimicos
e Perigosos (PGRQP) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) (FURG, 2017). Os
residuos quimicos obtidos durante as analises contendo diversas substancias quimicas foram
classificados de acordo com sua composi¢ao. Quando denominados como perigosos, como os
inflamdveis, corrosivos, reativos, toxicos, estes foram devidamente segregados, identificados,
com o rétulo padrdo da FURG, de acordo com a sua classe e acondicionados considerando
todos os critérios de incompatibilidade quimica das substancias presentes em cada solug¢ao. Os
residuos quimicos perigosos foram armazenados em frascos resistentes com tampa rosqueada,
de material especifico de acordo com a compatibilidade. O preenchimento do frasco se fez até
2/3 da capacidade do mesmo, para evitar o vazamento durante o manuseio, armazenamento ou
transporte. Estes residuos foram entdo encaminhados do Laboratorio de Tecnologia de
Alimentos (LTA) para a Unidade de Armazenamento temporario de residuos quimicos da
FURG até o recolhimento por uma empresa licenciada, a qual envia os residuos para
tratamento e destino final. Os demais residuos sélidos gerados como material de uso diario,
por exemplo, luvas e papel toalha, resultante das atividades laboratoriais foram descartados

em lixo comum.

1.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar a influéncia que diferentes tratamentos, como secagem e congelamento,
exercem no perfil aminoacidico e lipidico dos insetos, bem como em suas vitaminas e
minerais;

e Estudar o potencial alergénico dos insetos;

e Estudar a funcionalidade das proteinas exrtraidas de insetos;

e Estudar diferentes bioatividade de hidrolisados proteicos de insetos;

e Estudar a fracdo lipidica obtida dos insetos;

e Aplicar a fracdo proteica e lipidica obtidas de insetos em diferentes matrizes

alimentares.
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