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RESUMO

Estima-se que cerca de 1 bilhdo de toneladas de quitina sdo geradas
anualmente na biosfera. O processo de extragao da quitina € dividido tradicionalmente
em trés etapas, sendo elas: desproteinizagdo, desmineralizagcdo e despigmentacgao; as
etapas citadas apresentam como propdsito a reducdo do teor de cinzas, teor de
nitrogénio proteico e pigmentos existentes no material. O trabalho apresentou como
objetivo propor uma metodologia de extracdo de quitina para exuvia de Tenebrio
molitor e para a larva do inseto integro, gerando baixa quantidade de efluentes.
Avaliaram-se duas sequéncias distintas para a extracdo. A sequéncia denominada
como "1" caracterizou-se pelas etapas de despigmentacdo, desmineralizagdo e
desproteinizagcdo respectivamente, como diferenca, a sequéncia 2 utilizou uma
lavagem com agua destilada a menos do que a sequéncia 1, a partir da neutralizagao
com NaOH entre o procedimento de desmineralizacao e desproteinizagcdo. Ao final de
cada sequéncia a quantidade de efluente gerado nos processos foi avaliada pela
relagdo entre o rendimento do processo em termos de quitina bruta obtida e a
quantidade de efluente gerada. Foi possivel constatar que a sequéncia 2 apresentou
valores elevados de propor¢do quando comparada a sequéncia 1 (metodologia
tradicional), tanto para a exuvia de Tenebrio molitor quanto para as larvas integras de
Tenebrio molitor, demonstrando uma menor quantidade de efluente gerado e maior
quantidade de quitina bruta ao final do processo. Em questdo de rendimento médio de
quitina bruta obtida, a exuvia de Tenebrio molitor apresentou valores superiores
quando comparada a larva integra do inseto, sendo que no processo da sequéncia 2,

os valores foram, respectivamente, 32,77% e 4,36%.

Palavras-chave: Quitina; quitosana; extracdo; Tenebrio molitor



ABSTRACT

It is estimated that about 1 billion dropouts are produced annually in the
biosphere. The chitin treatment process is implemented: in three steps,
demineralization, demineralization; the aforementioned steps propose the reduction of
ash content, protein ash content and existing pigments without material. The objective
of this work is to propose a methodology for obtaining chitin for the exuvia of Tenebrio
molitor and for the intact insect larva, generating a low amount of effluents. They
evaluated distinct sequences a and two. The sequence named "1" was characterized
by the steps of depigmentation, demineralization and deproteinization of water,
respectively, difference, sequence 2 used a wash with less distillate from sequence 1,
from the neutralization with NaOH between the procedure of demineralization and
deproteinization. The amount of processes and process sequences in which tributaries
were generated and the amount of generated terms were generated. It was verified as
the sequence of Tenebrio molitor sequence as the sequence of sequence,
demonstrating a smaller amount of generated effluent and larger amount of crude chitin
at the end of the process. In terms of yield, it was totally brutal, an average exuvia of
molitor presented in the sequence of insect values, and in the process of the sequence
2.32.77% and 4.36%.

Key-words: Chitin; chitosan; extraction; Tenebrium molitor
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1 INTRODUGAO

Em ambito internacional, a Engenharia de Biossistemas pode ser definida como
a evolugdo da Engenharia Agricola centrada nas ciéncias biolégicas que se aplica a
todos os sistemas de organismos vivos. Ela combina ciéncia e design de engenharia
com a ciéncia biolégica aplicada, ambiental e agricola, podendo ser definida como o
ramo da engenharia que prepara profissionais para utilizar os conhecimentos de
engenharia na solugédo de problemas envolvendo sistemas bioldgicos (AGUADO et al.,
2011). A engenharia de Dbiossistemas permite um trabalho baseado em
sustentabilidade, propondo, por exemplo, substitutos provenientes de fontes renovaveis
para plasticos convencionais utilizados em embalagens de produtos alimenticios,

reduzindo assim o uso de materiais ndo renovaveis.

A quitina é um polissacarideo altamente biodegradavel, n&do toxico, insoluvel em
agua e em muitos solventes organicos (ANTONINO, 2007). Em geral, o processo de
extracdo da quitina compreende trés etapas de tratamento, sendo elas a
desmineralizagao, a desproteinizagcao e a despigmentacdo (BATTISTI & CAMPANA-
FILHO, 2008).

A quitina é o principal componente dos exoesqueletos duros de
aproximadamente 1 milhdo de espécies de artropodes, entre eles - insetos, lagostas e
caranguejos (LEHNINGER; NELSON & COX, 2019). A tabela 1 apresenta as fontes

naturais da quitina.

Tabela 1 - Fontes naturais de quitina.

Seres marinhos Artropddes Fontes diversas
Anelideos Escorpiao Algas verdes
Celenterados Formigas Leveduras (tipo B)
Crustaceos Besouro Fungos (parede celular)
Moluscos Aranha Algas castanhas
Barata Micélio de Penincillium

Fonte: Felipe et al., 2017.
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A quitosana, assim como a quitina, pode ser utilizada em diversos ramos. A
quitosana é originada através da reacédo de desacetilagdo da quitina em meio alcalino.
O grau de desacetilagdo e outras caracteristicas da quitosana dependem das fontes
naturais de matéria-prima e dos métodos de preparacdo (LARANJEIRA & FAVERE,

2009). A figura 1 representa a estrutura molecular da quitina e da quitosana.

Figura 1 - Estrutura molecular dos polimeros (a) quitina e (b) quitosana.
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Fonte: Felipe et al., 2017.

Apresentando grande potencial de uso como alimento humano e animal, o
Tenebrio molitor em sua fase larval foi recentemente aprovado pela Unido Europeia
como primeiro inseto permitido de ser comercializado como alimento na Europa. O

painel da Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA) foi convidado a



20

emitir um parecer sobre a larva como novo alimento nos termos do regulamento (UE)
2015/2283. Apo6s a avaliagao de sua composi¢cao e seguranga, o painel concluiu que o

novo alimento é seguro para o uso nos niveis propostos (EFSA Journal, 2020).

O uso de insetos como fonte de proteina esta se tornando um fator importante
para a alimentacdo humana. Apds a extracdo de proteina para o uso alimentar, a
utilizacdo do exoesqueleto do inseto pode oferecer a possibilidade de obtencido de

produtos com valor agregado, tal como a extragao de quitina (SILVA et al., 2017).

A extracao e aplicagdo de quitina de artropodes (Lucas et al., 2021; Son et al.,
2018) tem ganhado espaco nos trabalhos académicos e constitui o tema central deste
trabalho.

1.1 PROBLEMATIZAGAO

A quitina pode ser encontrada no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular
de fungos e em outros materiais biolégicos. Esse biopolimero pode ser aplicado em
diversos ramos da industria (farmacéutica, alimenticia, quimica, etc.) e na agricultura,
além da obtencao da quitosana, um polimero derivado da quitina com vasta aplicacao.
A extracdo e aplicagao de quitina de inseto tem ganhado espaco nos trabalhos

académicos, sendo uma fonte alternativa aos crustaceos e vasta do biomaterial.

Desta forma, este trabalho busca contribuir com a ampliagdo da aplicacdo de
insetos em atividades de interesse humano, através do aprimoramento do processo de
extracao da quitina de larvas de Tenebrio molitor. Além disso, o uso das exuvias deste

inseto propde um destino para o residuo da criagdo massiva desses insetos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo avaliar a extragdo de quitina de Tenebrio molitor,
para ser aplicada futuramente na obtencdo de quitosana para a produgcdo de um

bioplastico, de forma a propor uma metodologia com baixa geragao de efluentes.
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1.2.2 Objetivos Especificos
Os objetivos especificos do trabalho sao:

e Estudo do processo de extragdo de quitina de larvas integras de Tenebrio
molitor avaliando a relagao residuo gerado versus quantidade de quitina obtida;

e Estudo do processo de extracdo de quitina da exuvia de Tenebrio molitor
avaliando a relagéo residuo gerado versus quantidade de quitina obtida;

e Caracterizagdo das quitinas extraidas em termos de cinzas, nitrogénio total,

acgucares redutores e agucares redutores totais.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Insetos na alimentagao humana e animal

O consumo de insetos por humanos denomina-se entomofagia; a pratica é
realizada em muitos paises ao redor do mundo, mas predominante em partes da Asia,
Africa e América Latina. Recentemente a entomofagia chamou a atencdo da midia,
instituicdes de pesquisa, chefs e outros membros da industria alimenticia, legisladores
e agéncias que trabalham com alimentos e ragées (VANTOMME & HALLORAN, 2013).

Os insetos fazem parte da cadeia alimentar de muitas espécies animais, entre
eles peixes, sapos, tartarugas, iguanas, cobras e aves. Considerando a alimentagéo
humana, mais de 2000 espécies de insetos sao reconhecidas como comestiveis, sendo
as mais comuns formigas, abelhas, larvas e besouros, mosquitos e grilos. Algumas
espécies sdo nocivas a saude humana, produzindo toxinas ou causando alergias
diversas (SRIVASTAVA et al., 2009; RIBEIRO, 2017).

A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) descreve que a
fome sera um dos grandes problemas que a humanidade enfrentara no futuro, portanto,

se faz necessario o uso de fontes alternativas de proteinas, em substituicdo a uma das
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mais consumidas atualmente, a carne bovina. Os insetos surgem como alternativa para
lidar com este problema, visto que existem muitas espécies comestiveis ja definidas e

com potencial nutricional bem estabelecido (KULMANN et al., 2017).

Os insetos sdo fontes de nutrientes e proteinas de alta qualidade quando
comparados a carne bovina e ao pescado, 0s mesmos apresentam-se como importante
suplemento alimentar para criangas que sofrem de ma nutricdo, pois a maioria das
espécies contém alto teor de acidos graxos essenciais (comparaveis ao pescado).
Insetos também sado ricos em fibras e micronutrientes, entre eles cobre, ferro,
magnésio, manganés, fosforo, selénio e zinco (VANTOMME & HALLORAN, 2013).

Os principais componentes das larvas de Tenebrio molitor sdo agua, proteinas,
lipidios, carboidratos, fibras, além de alguns sais minerais, como € o caso do calcio
(PINHEIRO, 2018). Portanto, quando considerada somente a matéria seca, o teor de
proteinas € o mais alto, 0 que vem a ser benéfico na alimentagdo humana, ja que as
proteinas sao um grupo de biomoléculas presentes na alimentagao diaria (PINHEIRO,
2018).

A ciéncia moderna em conjunto com os ricos conhecimentos tradicionais e
culturais acerca dos habitos alimentares pode contribuir para inovar e ampliar
tecnologias que possam dar escala a criagdo de insetos em massa. A criagdo de
insetos como minirrebanhos oferece uma grande oportunidade para aumentar o
suprimento de insetos sem que ocorra o0 comprometimento de suas populagdes nativas
(VANTOMME & HALLORAN, 2013).

Atualmente o Brasil apresenta “fazendas” dedicadas a criacédo de insetos e uma
Associacao Brasileira de Criadores de Insetos (ASBRACI) reunindo em torno de 356
associados (EMBRAPA, 2018).

Na literatura sdao encontrados diversos trabalhos relatando a aplicacdo das
larvas de Tenebrio molitor como fonte de proteina em alimentos, tal como Costa

(2017), que avaliou as proteinas de larvas de Tenebrio molitor para a aplicagdo em um
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produto alimentar. As proteinas de Tenebrio molitor apresentaram valores de teor
proteina e gordura entre 10 a 12% e propriedades funcionais semelhantes as proteinas
de origem animal. Para o teor de quitina encontrado nas larvas de Tenebrio molitor o
autor determinou um valor de 15,97 mg/kg (1,60%), semelhante ao determinado por
Finke et al. (2007) de 19,6 mg/kg.

Estudos mostram ainda que ha potencial para a insergcdo destes insetos em
outros tipos de alimentos, como é o caso do trabalho desenvolvido por Hirata et al.
(2021) no qual foram estudadas as propriedades fisico-quimicas e funcionais das
farinhas de larvas de Tenebrio molitor (ndo tratada e desengordurada) para sua
aplicagdo em produtos carneos. Os autores determinaram um percentual proteico de
45% para a farinha nao tratada, enquanto que para a farinha desengordurada esse
valor foi de 60%.

A primeira pesquisa com insetos voltados para a alimentagdo animal conduzida
pela Embrapa ocorreu no ano de 2012 no Piaui. Através da utilizacdo de larvas de
moscas domésticas como complemento alimentar de galinhas caipiras, frangos,
codornas, peixes e camardes, o pesquisador Luiz Carlos Guilherme testou com
sucesso esse inseto no Sistema Integrado para Produc&o de Alimentos (Sisteminha
Embrapa). Nesse experimento, chegou-se a produzir cerca de cinco mil moscas em
uma gaiola telada (EMBRAPA, 2018).

Dourado et al. (2020) avaliou a composi¢ao quimica e a digestibilidade da
farinha de inseto para frangos de corte, a pesquisa determinou que a ragdo contendo
larvas de Tenebrio molitor apresentou alto teor de nutrientes e alta digestibilidade
aparente para gordura e energia, em relacdo a ragao utilizando ninfas de Gryllus
assimilis. Porém, Adamkova et al. (2017) afirma que a ragao produzida com as larvas
de Tenebrio molitor apresenta menor digestibilidade, uma vez que o mesmo apresenta
maior quantidade de quitina, material de dificil digestdo, em relacdo as ninfas de

Gryllus assimilis.

Tubin (2017) avaliou a adigdo de farinha de insetos na alimentagéo de tilapias

do Nilo (Oreochromis niloticus) em dois sistemas de produgao (bioflocos e recirculagao
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de agua) e determinou que a inclusédo de farinha de Tenebrio molitor na alimentagao de
alevinos de tilapia do Nilo gerou um aumento linear na conversao alimentar aparente. O
autor sugere um limite maximo de inclusdo de farinha de Tenebrio molitor na dieta de
alevinos de tilapia de 15% em sistemas de recirculagcdo de agua devido a presenca de

fatores antinutricionais como a quitina.

2.2. Quitina

Depois da celulose, a quitina € composto organico com mais abundancia na
natureza, trata-se de um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de
grande importancia econémica e ambiental (AZEVEDO et al.,, 2007). A quitina
encontra-se na matriz da estrutura esquelética de invertebrados, como os artrépodes,
anelideos, moluscos e celenterados, em algas diatomaceas, e também esta presente
na parede celular de alguns fungos, como ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetes e
deuteromicetos (FILHO et al., 2007).

A quitina € um homopolissacarideo linear composto por residuos de N-
acetilglicosamina unidos por ligagdo glicosidica. O grau de acetilagdo médio da
molécula interfere na quantidade de terminagdes amida ou amina presentes. Quando a
estrutura apresenta alto grau de desacetilagdo, apresentando predominantemente
grupamentos amina, € denominada de quitosana. Assim como na celulose, as ligagoes
séo do tipo B(1—4) (FILHO et al., 2007; LEHNINGER; NELSON & COX, 2019). A unica
diferenca da quitina em relagao a celulose € a substituicdo de um grupo hidroxila em C-
2 por um grupo amina acetilado (LEHNINGER; NELSON & COX, 2019).

A quitina forma fibras longas similares as fibras da celulose e, como a mesma,
nao pode ser digerida por vertebrados (LEHNINGER; NELSON & COX, 2019).
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Figura 2 - Estrutura da quitina.

- CHS_
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HO O 3
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Fonte: Royal Society of Chemistry - ChemSpider. Disponivel em:

<http://www.chemspider.com/>.

Em fung¢ado do organismo considerado, mas também do papel que desempenha,
a quitina apresenta estruturas polimérficas denominadas a-, B- e y-quitina. A a-quitina
pode ser encontrada em estruturas rigidas e resistentes, como a cuticula de
artropodes, e nesses casos ocorre fortemente associada a proteinas, materiais
inorganicos ou ambos. As formas - e y-quitina ocorrem em estruturas flexiveis embora
também resistentes (FILHO et al., 2007).

2.3. Quitina de insetos

A quantidade de quitina varia dentre os organismos, 0s quais podem apresentar

desde apenas tracos, até 80% de sua fracao organica (BEZERRA, 2015).

A quitina em insetos funciona como um material andaime, onde a morfogénese
do inseto e o crescimento sao estritamente dependentes da capacidade de remodelar
estruturas que contém a mesma (MERZENDORFER & ZIMOCH, 2004).

A quitina esta presente em quantidade consideravel nos insetos (até cerca de
20% em base seca) e isso pode ser um fator preocupante ao introduzi-los na
alimentacdo animal, uma vez que este carboidrato pode atuar como um fator
antinutricional, dificultando a absorcdo de nutrientes, especialmente aminoacidos
(RIBEIRO, 2017; BHAVSAR et al., 2021). A utilizacdo de quitina e quitosana e a
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pesquisa por novas aplicagcdes desses materiais tém aumentado exponencialmente em
diversas areas, como na industria de alimentos, agricultura, mas, especialmente, na
industria farmacéutica (SILVA et al., 2006).

Segundo Finke (2007), o teor de fibra existente nos insetos deve-se
majoritariamente a quitina que se encontra em uma matriz com as proteinas
cuticulares, lipidos e outros componentes, formando um dos constituintes da
exocuticula dos insetos. Finke quantificou a quitina nas larvas de Tenebrio molitor em

55,7 mg/kg de inseto em peso seco.

Conforme a figura 3, a parede corporal dos artrépodes consiste principalmente
em uma estrutura ndo celular externa (cuticula), uma camada celular média (epiderme)
e uma camada membranosa ndo celular interna (membrana basal). O exoesqueleto
formado pela epiderme trata-se de uma cobertura de corpo rigido que sustenta e
protege os tecidos moles dos artropodes. Em uma cuticula tipica de artrépodes existe
uma estrutura multicamada que consiste em trés camadas horizontais que séao
funcionalmente distintas, incluindo o invélucro ceroso mais externo, a epicuticula
enriquecida com proteina intermediaria e a procuticula mais interna. A procuticula pode
ser ainda dividida em exocuticula e endocuticula que faz interface com a epiderme.
Nos artrépodes, a grande maioria da quitina esta presente na procuticula como uma
matriz de quitino-proteina, nas camadas do envelope ou da epicuticula a quitina é
considerada ausente ou presente apenas em quantidades muito baixas (ZHAO,
ZHANG & ZHU, 2019).
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Figura 3 - Diagrama morfolégico de um gafanhoto para localizar a parede
corporal e a matriz peritréfica contendo quitina e proteina de ligacdo a quitina. Epi:
epicuticula; Exo: exocuticula; Endo: endocuticula; Ec: célula epidérmica; CP: proteina
cuticular; CBD: dominio de ligagao a quitina e PMP: proteina da matriz peritréfica.
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Fonte: Zhao, Zhang & Zhu (2019).

Segundo Zhao, Zhang & Zhu (2019) os principais 6rgaos ou tecidos internos dos
artropodes que contém quitina incluem o trato digestivo e o sistema traqueal, onde a
quitina também encontra-se na forma de matrizes de quitino-proteina. O trato digestivo
consiste em um tubo epitelial que se estende da boca ao anus. A figura 3 demonstra
que o intestino do inseto € dividido em trés regides principais (intestino anterior, médio
e posterior) com base nas origens embrionarias e nas fungdes fisioldgicas. O intestino
anterior e posterior originam-se do ectoderma, enquanto o intestino médio origina-se do
endoderma. Tanto o intestino anterior quanto o posterior sdo revestidos com camada
acuticular, portanto, se desprendem junto com o exoesqueleto do inseto durante a
muda. Contudo, o lumen do intestino médio é revestido por uma matriz peritrofica (PM),
que ¢é secretada pelas células intestinais. A matriz peritrofica € composta
principalmente de quitina, pré-teoglicanos e proteinas ( proteinas PM ou PMPs). O
conteudo de quitina da matriz peritréfica € estimado entre 3 e 13% (p/p) variando

conforme a espécie de inseto, enquanto a parte proteica (proteinas, glicoproteinas e
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proteoglicanos) é responsavel por 20-55% (p/p) da massa total da matriz peritrofica. A
quitina presente na matriz peritréfica ndo sé contribui para as resisténcias mecanicas e
de tracado, através do fornecimento de uma malha fibrilar, mas também é responsavel

pela permeabilidade da MP, associando-se fortemente as microfibrilas de quitina.

A tabela 2, adaptada de Filho et al. (2007), representa a quantidade média de

quitina em alguns organismos, incluindo insetos.

Tabela 2- Quitina (% em massa) em diversos organismos

Quitina (% em massa)

Crustaceos

Erimacrus (caranguejo) 18,4(d)
Nephrops (lagosta) 69,809
Crangon (camarao) 5,8@. 11,6(d), 69,10
Insetos

Blattela (barata) 10(0), 18,4(¢), 35()
Bombyx (bicho-da-seda) 44,20
Coleoptera (besouro) 5,0-15,000)
Diptera (mosca verdadeira) 54,80
Galleria (larva) 33,7 ©
Gafanhoto 2,0-4,0(@)
Besouro de Maio 16,000)
Periplaneta (barata) 2,00
Pieris (borboleta) 64,00

a) massa umida do corpo; b) massa seca do corpo; c) fragcdo organica da cuticula; d) massa total seca da cuticula; e)
massa seca do abdémen; f) massa seca das cascas; g) massa seca da parede celular.

Fonte: Adaptacéao de Filho et al., 2007.

2.3. Processo de extragao da quitina

A extragao de quitina é favorecida pela abundancia do biomaterial na natureza,
podendo ser extraida de diversas biomassas e de matérias-primas relativamente

baratas, como € o caso de muitos insetos (FILHO et al., 2007).
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A a-quitina ocorre na endocuticula associada a pigmentos, carbonatos e
proteinas e, assim, sua extragdo a partir de exoesqueletos de crustaceos envolve,
usualmente, a sequéncia desmineralizagdo, desproteinizacdo e despigmentacao
(FILHO et al., 2007). Essa mesma sequéncia de tratamentos tem sido aplicada para
extragado de quitina de insetos (MOURA et al., 2006).

As solugdes aquosas de diferentes acidos, como HCI, HNO3 , H.SO3; , HCOOH,
H3CCOOH, podem ser utilizadas na desmineralizacao, etapa onde sao eliminados os
sais minerais, principalmente carbonato e fosfato de calcio. O tratamento pode ser
realizado em diferentes condicdes, a temperatura e o tempo podem variar entre 0 e
100°C e de 30 min até 48 horas respectivamente (FILHO et al., 2007)

As proteinas podem ser eliminadas por tratamento contendo solu¢cdes aquosas
de diferentes bases, entre elas NaOH, Na,CO;, NaHCO;, KOH, K>CO3, Ca(OH),,
porém, o emprego de NaOH (1-10%) e de temperaturas relativamente elevadas (65 -
100°C) é a pratica mais comum (FILHO et al., 2007; MOURA et al., 2006). Os
tratamentos enzimaticos utilizando pepsina, tripsina, alcalases e outras proteases nao
quitinoliticas também podem ser empregadas (FILHO et al., 2007; LUCAS et al., 2021).

A remocgao de pigmentos, quando presentes, pode ser realizada por extragdo de
solventes, o etanol e a acetona sdo os mais empregados, ou por branqueamento com
KMnO4 , NaOCI ou H2O2 (FILHO et al., 2007).

Na pesquisa de Battisti & Campana-filho (2008) para a obtencédo e
caracterizacdo de de a-quitina e quitosanas de cascas de Camarao de agua doce
(Macrobrachium rosembergii), a quitina foi extraida através de duas sequéncias
distintas. Na primeira sequéncia o material foi desproteinizado e em seguida
desmineralizado, enquanto que na segunda a ordem de execugdo das etapas foi
invertida. Os autores determinaram que ambas as sequéncias permitiram a extracao de

quitina com baixos teores de calcio e magnésio, a primeira levou maiores rendimentos
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de extracdo, enquanto a sequéncia 2 resultou em menores teores de compostos

inorganicos.

Autores que estudam a extracdo de quitina de insetos utilizam metodologias
semelhantes das ja utilizadas para crustaceos, como € o caso de Son et al. (2018) os
autores determinaram a composicédo de carboidratos e realizaram a caracterizagédo da
quitina e quitosana presentes na larva de Tenebrio molitor os autores utilizaram o
processo de desproteinizagao e posteriormente desmineralizacdo para a extracao da
quitina presente no material. O rendimento de quitina (%) apresentou um valor de 4,72
+ 0,21, valor inferior ao obtido de insetos como gafanhotos (4,71 - 11,84%) ou grilos
(8,7%), essa diferenga ocorre uma vez que quando insetos adultos, gafanhotos e grilos

possuem cuticulas bem desenvolvidas.

Badawy & Mohamed (2015) realizaram a extragao da quitina de diferentes tipos
de insetos, entre eles baratas, vespas, besouros, percevejos e gafanhotos. Como
processo inicial utilizou-se a desproteinizacdo com hidroxido de potassio (KOH) 10% a
40°C durante 48 horas e posteriormente a lavagem do material foi feita com agua
destilada até neutralizacdo do pH. Apds este processo, foi realizada a
desmineralizacdo do material, utilizando 5% de acido acético glacial a 55°C durante 2
horas e desidratagdo utilizando uma série de concentragdes (30 a 100%) de alcool
etilico. Os autores determinaram que a quitina presente em insetos € uma boa fonte
para a produgdo de quitosana, especialmente a das cuticulas de insetos que
apresentam baixos niveis de material inorganico, o que torna sua desacetilagdo mais

facil em comparagao ao uso de cascas de camarao.

O trabalho realizado por Lucas et al. (2021) buscou estudar a extragao,
caracterizacédo fisico-quimica e propriedades morfolégicas de quitina e quitosana
presente na cuticulas de insetos comestiveis. Para a extracdo da quitina de Tenebrio
molitor realizou-se uma etapa de desproteinizagdo enzimatica, esse processo
apresentou eficiéncia de 85%. Os autores optaram por ndo utilizar o processo de
desmineralizagdo, uma vez que, apds testes preliminares o rendimento apds a

desmineralizagao mostrou-se baixo (40,7% da amostra foi perdida durante o processo)
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e o teor de cinzas ndo diminuiu o suficiente (3,6% para 2,8%) para justificar a
quantidade de acido utilizada durante o processo e a grande quantidade de agua

necessaria.

2.4. Quitosana e aplicagoes

A quitosana é obtida pelo processo de desacetilacdo alcalina da quitina, assim
como mostra a figura 4. Este biomaterial tem sido investigado como matéria-prima na
obtencao de biofilmes plasticos. (AZEVEDO et al., 2007).

Figura 4 - Desacetilagao alcalina

CH,OH CH,OH ) [ ('u OH  CH,0H
NaOH
H \Q\Q)N H - é)u )\,<OM
Fou L1 el
H NHeocu, ! NHCOCH,| ., Ja

Fonte: Spin-neto & et al., 2008.

A quitosana é um produto natural, que apresenta baixo custo, € biodegradavel e
renovavel, apresentando grande importancia ambiental e econdmica (AZEVEDO et al.,
2007)

Na agricultura, a quitosana tem sido aplicada como biofilme de revestimento na
preservacao de frutas, legumes e sementes contra a deterioragdo por microrganismos,
para estimular o sistema imune da planta e proteger a planta de ataques de patégenos
(BERGER et al. , 2011)

Pinto et al., (2018) avaliou a producéo de bioplastico a partir de quitosana com
aplicacdo biomédica, sendo observado vasto potencial terapéutico atribuido as

propriedades de biodegradabilidade e atividade antimicrobiana dos plasticos.

O aumento de lixo ndo biodegradavel, em conjunto com as dificuldades de
reciclagem de grande parte de embalagens constituidas de polimeros sintéticas,
representa grandes problemas ambientais que locais industrialmente avangados

enfrentam, sendo observado grande numero de pesquisas visando o desenvolvimento
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de materiais que apresentam seguranga ecoldgica, como o0 caso de polimeros
biodegradaveis (PELISSARI, 2009).

3 METODOLOGIA

3.1. Preparo das exuvias e dos insetos inteiros

3.1.1. Insetos

Os insetos (larvas de Tenebrio molitor) ja abatidos por congelamento e as
exuvias utilizados no projeto foram doados pela empresa Agrin - Criagdo e Comércio

de Insetos. Os materiais foram mantidos congelados a -18°C até o momento de uso.
3.1.2. Farinha de insetos inteiros

Os insetos inteiros foram liofilizados durante 48 horas para remogéo da umidade.
Posteriormente, o material foi triturado e peneirado. Para a extracdo da quitina de
Tenebrio molitor integral, selecionou-se o material retido em peneira com abertura de
600um.

3.1.3. Preparo das exuvias

Para a obtencao da farinha de exuvia, o material foi triturado e peneirado, néo
passando por nenhum tratamento prévio. Para a extracdo da quitina das exuvias,

selecionou-se o material retido na peneira com abertura de 600 pm.

3.2. Ensaios de extragao de quitina
A metodologia foi adaptada de Battisti & Campana-Filho. (2008). A extragcao da

quitina de insetos e exuvias foi avaliada em 2 sequéncias distintas, conforme figura 5.
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Figura 5 - Sequéncias de extragao da quitina

Insetos ou Exuvias

Sequéncia 1 Sequéncia 2
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Ao final de cada sequéncia avaliou-se a quantidade de efluentes (material liquido
gerado durante as extragdes que nao apresenta aplicacdo no projeto) e a quantidade
de quitina obtida (material sdlido obtido ao final dos processos). O rendimento (R) dos

processos foi calculado conforme equagao 1.

quantidade de material sélido ao final da sequéncia(g)*100
R(%) = eq.(1)

quantidade de material farinha inicial (g)

A proporgéao (P) entre o rendimento e a quantidade de efluentes gerados foi

calculada pela equacéo 2.

P= R(%) eq. (2)

" Volume de efluente gerado (L)
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3.2.1. Despigmentacao e remocgao de lipidios

O processo de despigmentacdo e extracdo de lipidios foi realizado em
equipamento tipo Soxhlet, utilizando como solugdo extratora o alcool etilico 95%. A
extracao foi realizada por 4 horas consecutivas, houve uma troca do alcool etilico

utilizado a cada 2 horas. A massa inicial de farinha de inseto ou de exuvia foi de 25 g.

Figura 6 - Despigmentacédo e remocgao de lipidios. Sendo (A): preparagdo do material
para o processo; (B): alcool etilico 95% apds 2 horas de processo; (C): alcool etilico
95% ao final do processo e (D): residuo médio do processo.

= /|

—

3.2.2. Desmineralizagao

O material solido remanescente do processo de despigmentacgéao foi adicionado
de 375 mL de HCI 1M, permanecendo em agitagdo constante, a temperatura ambiente,
durante o periodo de 22 horas para a sequéncia 1 e o periodo de 2 horas para a
sequéncia 2. Posteriormente, o material resultante da sequéncia 1 passou pelo
processo de filtragdo a vacuo em papel filtro qualitativo e lavagem com agua destilada
até que o efluente atingisse pH 5. Para a sequéncia 2, adicionou-se NaOH 15% (m/v)

até que o material alcangasse pH 7.
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Figura 7 - Processo de desmineralizagdo. Sendo (a): reagdo com HCI e (b): filtragao.

(a) (b)

Posteriormente, o material sélido das sequéncias passou pelo processo de

secagem em estufa durante o periodo de 24 horas a 30°C .

3.2.3. Desproteinizagao

Adicionou-se 250 mL de solugdo aquosa de NaOH 15% (m/v) ao material sélido
remanescente da etapa anterior e, entdo, a mistura foi deixada por 3 horas a 65°C,
sendo agitada manualmente a cada 20 minutos. Em seguida, o material passou pelo
processo de filtragcdo sendo lavado com agua destilada até que a mesma atingisse
neutralidade (pH 7). Apds esta etapa, o material solido retido no filtro foi seco em estufa
a 40°C e estocado até o momento da analise. Este material sélido foi denominado de

quitina bruta de exuvia (QBE) e quitina bruta de inseto inteiro (QBI).

3.3. Andlise da quitina

A composicao centesimal da quitina foi avaliada de acordo com os meétodos de
andlise de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (1985). Todas as analises foram
realizadas em ftriplicatas. A umidade das farinhas e das quitinas brutas foi removida

através de secagem em estufa a 105°C por 24h, antes das demais analises.
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3.3.1. Determinagao de cinzas

A analise de cinzas foi realizada em forno mufla a 550°C por 3 horas. Os valores
meédios utilizados variaram conforme a disponibilidade e rendimento do material. Para a
exuvia de Tenebrio molitor utilizou-se um valor médio de 0,75 g de material, para a
larva de Tenebrio molitor integro esse valor foi de 0,25 g. Os valores foram alterados
para o material sem tratamento, para a exuvia de Tenebrio molitor sem tratamento o
valor utilizado foi de 0,25 g e para a larva de Tenebrio molitor integro sem tratamento o

valor foi de 1,5 g. Para a determinagao de cinzas utilizou-se a equagéao 3.

cinzas (g/lOOg) _ (Peso final (cadinho + amostra) — Peso do cadinho)*100 eq(3)

Peso amostra

3.3.2. Determinagao do teor de nitrogénio total

O teor de nitrogénio total foi realizado pelo método de Kjeldahl. O catalisador
utilizado foi composto de sulfato de cobre e sulfato de sodio. A digestao foi realizada a
400°C (utilizando uma rampa de aumento gradativo de temperatura). A destilac&o foi
realizada em aparelho micro-kjeldahl utilizando NaOH 40% (m/v) e a amoénia formada
foi coletada em acido bérico 4% (m/v). O material foi titulado com &cido cloridrico 0,1M
padronizado. O peso da amostra utilizada foi de 0,15 g para todos os ensaios. A

quantidade de nitrogénio total, entao, foi calculada através da equagéao 4.

VHCLXNX14%x100
Massa da amostrax1000

Nitrogénio (g/100g) = eq.(4)
Onde, VHCL ¢ o volume de HCI 0,1M utilizando na titulacdo; N é a normalidade

real do acido padronizado.
3.3.3. Agucares redutores

Para a determinagéo dos agucares redutores presentes nas quitinas butas (QBE
e QBI), utilizou-se uma solugdo aquosa de quitina 3,5 mg/mL, a qual foi submetida a
analise de DNS descrito por Miller et al. (1959), com adaptagdes. De forma sucinta,

uma aliquota de 190 uL de amostra foi transferida para tubos de ensaio contendo 190
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ML de solugcdo DNS e serdo incubados em banho-maria em ebulicdo durante o periodo
de 5 minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados em banho de gelo e, entéao,
adicionados de 1,2 mL de solucao de tartarato de sddio e potassio hidratado (15,1 g/L).
Foi determinada a absorbancia da solugdo medida a 540 nm e a quantidade de
acucares redutores, expressos em glicose, foi calculada utilizando uma curva de
calibracdo de glicose com 5 pontos em ftriplicata. A analise indica a quantidade de

acgucares redutores (monossacarideos) presentes na matéria-prima.
3.3.4. Acucares redutores totais

A determinacdo dos acgucares redutores totais (ART) presentes nas quitinas
brutas (QBE e QBI) foi realizada pelo método do DNS, conforme descrito no item 3.3.3,

no entanto, previamente, as quitinas foram hidrolisadas.

A hidrdlise foi realizada incubando-se 17,5mg de amostra e 1 mL acido cloridrico
2N em banho-maria em ebuligdo por 5 minutos. Em seguida os tubos de ensaio foram
resfriados em banho de gelo e a mistura da reagao foi neutralizada pela adigédo de 1 mL
de solucdo de hidroxido de sodio 2N. Essa mistura foi avaliada em relagcdo a
concentragdo de agucares redutores expressos em glicose equivalente. A hidrolise
acida realiza a quebra da molécula permitindo analisar outros aglucares como o caso de

polissacarideos.
3.4. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através da ANOVA de um fator e
comparagao de médias pelo teste de Tukey, com 95% de confianga, utilizando software

R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) verséo 4.1.0.
4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Rendimento do processo e quantificagao dos efluentes gerados

A quantidade de quitina bruta foi avaliada pelo calculo do rendimento em massa

de quitina em relacdo ao material de partida para a extragcédo. A quantidade de efluente
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gerado nos processos foi avaliado pela relagdo entre o rendimento do processo em
termos de quitina bruta obtida e a quantidade de efluente gerado. A figura 8 ilustra a

quantidade de efluentes gerados no processo de desproteinizagdo da sequéncia 1.

Figura 8 - Demonstracao do residuo gerado pelo processo de desproteinizacao para a
sequéncia de extracao 1
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4.1.1. Extracao da quitina bruta de exuvia de Tenebrio molitor (QBE)

As figuras 9 e 10 demonstram os resultados do rendimento da QBE e a
proporcdo de QBE em relagdo aos efluentes gerados nas duas sequéncias de
extracdo. A sequéncia 1 apresentou um rendimento médio para a QBE de 18%

enquanto na sequéncia 2 esse valor foi de 32%. Em relagédo a proporgao de QBE por
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quantidade de efluente gerado, observa-se que este valor foi de 163,72% superior na

sequéncia 2, indicando que a quantidade de efluente gerada foi inferior.

Figura 9 - Rendimento (%) das sequéncias de extragdo de QBE das sequéncias 1 e 2.
Letras iguais indicam que nao ha diferenga significativa entre as amostras (p<0,05).
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Figura 10 - Proporgao (%/L) de QBE das sequéncias 1 e 2. Letras iguais indicam que
nao ha diferenga significativa entre as amostras (p<0,05).
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4.1.2. Extragao da quitina bruta da larva de Tenebrio molitor integro (QBI)

As figuras 11 e 12 demonstram os resultados do rendimento da QBI e a
proporcédo de QBI em relagéo aos efluentes gerados nas duas sequéncias de extragéao.
A sequéncia 1 apresentou um rendimento médio para a QBI de 3,41% enquanto na
sequéncia 2 esse valor foi de 4,36%. Em relagdo a propor¢ao de QBI por quantidade
de efluente gerado, observa-se que este valor foi 147,91% superior na sequéncia 2,

indicando que a quantidade de efluente gerada foi inferior.

Figura 11 - Rendimento (%) dos processos de extragdo de QBI das sequéncias 1 e 2.
Letras iguais indicam que nao ha diferenga significativa entre as amostras (p<0,05).
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Figura 12 - Proporcéao (%/L) para QBI das sequéncias 1 e 2. Letras iguais indicam que
nao ha diferenga significativa entre as amostras (p<0,05).
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Assim como observado para a quitina de exuvia, a sequéncia de extragdo 2
apresentou menor quantidade de efluentes gerados e maior quantidade de quitina bruta

ao final do processo.

4.2. Determinagéao do teor de Cinzas nas quitinas brutas

4.2.1. Teor de cinzas na QBE

A figura 13 apresenta a anadlise do teor de cinzas (%) para a QBE obtida nas
sequéncias 1 e 2. A QBE obtida na sequéncia 2 e a exuvia sem tratamento nao
apresentaram diferengas significativas em relagao ao teor de cinzas, o qual ficou, em
meédia, em 2,27 + 0,06%. Na sequéncia 1, a QBE apresentou 2 vezes mais cinzas que

na sequéncia 2, estando o valor em torno de 4%.
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Figura 13 - Teor de Cinzas (%) para QBE das sequéncias 1 e 2 e exuvia sem
tratamento. Letras iguais indicam que nado ha diferenga significativa entre as amostras
(p<0,05).
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4.2.2. Teor de cinzas na QBI

A figura 14 apresenta a analise do teor de cinzas (%) para a QBI obtida nas
sequéncias 1 e 2 de extracido e para o inseto sem tratamento. As larvas de Tenebrio
molitor sem tratamento nao apresentou diferengas significativas em relagcao ao teor de
cinzas das sequéncias 1 e 2. A sequéncia 2 apresentou valores superiores em relagao
ao tratamento 1. Estes resultados estdo coerentes com o apontado por Lucas et al.
(2021) que descreve o processo de desmineralizagdo como pouco efetivo durante a

extracao de quitina de Tenebrio molitor.
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Figura 14 - Teor de Cinzas (%) de QBI das sequéncias 1 e 2 e larvas de Tenebrio

molitor sem tratamento. Letras iguais indicam que n&o ha diferenga significativa entre
as amostras (p<0,05).
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4.3. Determinagao do teor de nitrogénio total

4.3.1. Teor de nitrogénio total para a QBE

A figura 15 apresenta a analise de nitrogénio total (%) para as QBEs obtidas nas
sequéncias de extracédo 1 e 2.
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Figura 15 - Teor de nitrogénio total para QBE das sequéncias 1 e 2 e exulvia sem
tratamento. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa entre as amostras
(p<0,05).
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A QBE obtida na sequéncia 2 apresentou, em média, 5% de nitrogénio, valor
significativamente inferior ao determinado para as exuvias sem tratamento e superior
ao obtido na sequéncia 1. Esse resultado indica que parte do nitrogénio encontrado nas
exuvias foram removidos pelos dois tratamentos estudados, o que era desejado, uma
vez que ocorre a remocao das proteinas presentes no material, devendo restar apenas
0 nitrogénio presente nas moléculas da quitina. As etapas de lavagem e transferéncias
do material soélido nos dois processos implica em perdas, sendo que na sequéncia 1
essa perda pode ter sido maior. Para refinar esse resultado e identificar se parte das
proteinas ndo ficaram ainda retidas na quitina obtida pela sequéncia 2, os materiais
podem, na continuidade deste estudo, ser submetido a quantificacdo de proteinas por
métodos especificos, tal como o método Bradford ou analise de aminoacidos,

diferenciando a quantidade de nitrogénio protéico e ndo protéico.

4.3.2. Teor de nitrogénio total para a QBI

A figura 16 apresenta o teor de nitrogénio total para a QBI. A larva de Tenebrio
molitor apresentou, em média, 7,6% de nitrogénio, valor significativamente superior as
sequéncias 1 e 2. As sequéncias 1 e 2 ndo apresentaram diferengas significativas em
relacao aos valores de nitrogénio, que ficou, em média, em 6,5%. O teor de nitrogénio

para o inseto inteiro e a quitina dele obtida foram superiores aos encontrados nas
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exuvias, o que era esperado, uma vez que o inseto inteiro apresenta teor de proteina e
de quitina (principais fontes de nitrogénio deste inseto) superiores a exuvia isolada. Da
mesma forma que citado no item anterior, é interessante aplicar um método para
quantificagdo de proteinas mais especifico, podendo diferenciar o nitrogénio protéico

do ndo protéico.

Figura 16 - Teor de nitrogénio total para QBI das sequéncias 1 e 2 e larvas de
Tenebrio molitor sem tratamento. Letras iguais indicam que ndo ha diferencga
significativa entre as amostras (p<0,05).

28888
(vs)
>

»
8

8 8

Total de nitrogénio (g de N/100g)

(=Y
<

o
8 8

Seq.1 - Tenebrio Seq.2 - Tenebrio Tenebrio sem
tratamento

Sequéncias

4.4. Quantificagao de agucares redutores (AR) e agucares redutores totais (ART)

4.4.1. Quantificagao de AR e ART na QBE

A determinacdo de agucares redutores (AR) nas exuvias da sequéncia 1 e 2
apresentaram valores inferiores ao limite de detec¢cdo do método analitico utilizado, o
que indica que o teor de AR nas amostras estaria abaixo de 3 mg/100g de amostra.

Para as exuvias sem tratamento, o teor de AR ficou em 7,99 + 4,26 g/100g de exuvia.
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Em termos dos agucares redutores totais, que englobam os agucares redutores
provenientes da hidrolise acida das QBEs, a figura 17 apresenta os teores obtidos em

cada sequéncia.

Figura 17 - Agucares redutores totais (%) para a QBI dos tratamentos 1 e 2 e exuvia
sem tratamento. Letras iguais indicam que nado ha diferenga significativa entre as
amostras (p<0,05).
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A exuvia sem tratamento apresentou valores elevados de agucares redutores
totais (81,8 = 0,9%) quando comparada as sequéncias de extragdo. A sequéncia 2
apresentou valores de agucares redutores totais inferiores a sequéncia 1, ambas com
valores entre 60 e 70% de ART, o que indica a presenga de impurezas, provavelmente

proteinas, ou uma dificuldade em realizar a hidrolise completa do material tratado.

4.4.2. Quantificagcao de AR e ART na QBI

De forma similar ao observado para a QBE, o teor de AR na QBI foi indetectavel
pelo método utilizado para as duas sequéncias. No entanto, para a larva de Tenebrio
molitor sem tratamento o valor de AR ficou em 28,9 + 0,9%, valor superior ao
encontrado para as exuvias sem tratamento. Esse fato era esperado uma vez que a

larva do inseto integro apresenta agucares simples em sua composigao.
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Em relagédo aos agucares redutores totais (ART), a figura 18 apresenta os teores

obtidos em cada sequéncia.

Figura 18 - Agucares redutores totais (%) para a QBI dos tratamentos 1 e 2 e larvas de

Tenebrio molitor sem tratamento.
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Observa-se que o teor de ART, como esperado, para a larva de Tenebrio molitor
sem tratamento foi superior aos valores obtidos nas duas extragdes, estando este valor
em torno de 23%. Os valores de ART nas duas sequéncias foi baixo (em torno de
6,5%) indicando a presenca de impurezas em quantidades superiores as observadas
para a QBE.

5 CONCLUSAO

A pesquisa realizada relatou a possibilidade de obtencado de quitina de Tenebrio
molitor em ambas sequéncias de extragdo, em quantidades relevantes. A sequéncia de
extracdo 2 apresentou valores elevados de rendimento e menores quantidades de
efluente geradas, sendo que para a exuvia de Tenebrio molitor houve uma redugao de

38,4% na quantidade de efluente gerada e aumento de 74,95% no rendimento da QBE.
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Para a larva do inseto integro houve uma redugéo de 33,9% na quantidade de efluente
gerada e aumento de 27,85% no rendimento da QBE.

Desta forma conclui-se que a extracédo de quitina de insetos pode ser simplificada,
reduzindo a geracgéo de efluente gerada e aumentando o rendimento de quitina bruta

ao final do processo.
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