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RESUMO

OLIVEIRA, Livya Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2022.
Caracterizacao nutricional de farinhas de insetos comestiveis com potencial de uso na
alimentacdo humana. Orientadora: Ceres Mattos Della Lucia. Coorientadores: Hércia
Stampini Duarte Martino, Barbara Pereira da Silva e Eugénio Eduardo de Oliveira.

Diante de projecdes de crescimento acelerado da populacdo global, estima-se que a demanda
mundial por proteinas devera dobrar até o ano de 2050. Nesse cendrio, questdes sobre modos
de produgdo de alimentos de qualidade e em quantidade suficiente tornam-se pautas contra o
enfrentamento da inseguranca alimentar e nutricional. O potencial de insetos comestiveis como
novo ingrediente tem sido investigado como alternativa as fontes convencionais de proteinas.
O objetivo deste estudo foi revisar sistematicamente estudos in vivo que avaliaram a qualidade
proteica de insetos e desenvolver e caracterizar farinhas de insetos comestiveis (Tenebrio
molitor, Gryllus assimilis, Belostoma anurum) com potencial de uso na alimentacdo humana.
Para avaliar a influéncia do estigio de maturacdo no conteddo nutricional dos insetos, as
farinhas de Tenebrio molitor e Gryllus assimilis foram produzidas em dois estagios de
desenvolvimento. As farinhas foram analisadas quanto a sua composi¢@o centesimal, contetido
de minerais, atividade antioxidante, compostos fendlicos, carotenoides, vitaminas C e E,
riboflavina, niacina, perfil de aminoacidos, digestibilidade proteica in vitro e solubilidade em
funcdo do pH. A partir da revisdo sistematica, foi possivel observar que, devido a alta
heterogeneidade dos resultados ndo se pode concluir que os insetos apresentam alta qualidade
proteica, embora tenham sido encontrados resultados positivos quanto ao valor biolégico da
proteina. As farinhas desenvolvidas mostraram-se fontes de proteinas, foésforo, cobre, ferro,
zinco, manganés. As farinhas desenvolvidas a partir das trés espécies atenderam as exigéncias
de histidina, treonina, aminoacidos sulfurados e aminoacidos aromaticos, entretanto, a lisina foi
o aminodcido limitante em suas composi¢des. As proteinas das farinhas de Tenebrio molitor e
Gryllus assimilis apresentaram boa digestibilidade e maior solubilidade em pH alcalino. O
estdgio de desenvolvimento dos insetos foi capaz de influenciar seu contetdo nutricional, perfil
de aminodcidos e propriedades funcionais da proteina, sendo o Gryllus assimilis adulto e a pupa
de Tenebrio molitor com resultados superiores em relagdo as ninfas e larvas das respectivas
espécies. Diante do exposto, a utilizacdo de farinhas de insetos pode ser considerada pela

industria de alimentos com o objetivo de agregar valor nutricional a produtos e preparacoes.

Palavras-chave: Entomofagia. Insetos comestiveis. Digestibilidade proteica. Aminoacidos.
Compostos bioativos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Livya Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August 2022. Nutritional
characterization of edible insect flour with potential for use in human food. Adviser: Ceres
Mattos Della Lucia. Co-advisers: Hércia Stampini Duarte Martino, Barbara Pereira da Silva
and Eugénio Eduardo de Oliveira.

Faced with projections of accelerated growth of the global population, it is estimated that the
world demand for proteins will double by the year 2050. In this scenario, questions about ways
of producing quality food and in sufficient quantity become guidelines against confronting of
food and nutrition insecurity. The potential of edible insects as a new ingredient has been
investigated as an alternative to conventional protein sources. The objective of this study was
to systematically review in vivo studies that evaluated the protein quality of insects and to
develop and characterize edible insect flours (Tenebrio molitor, Gryllus assimilis, Belostoma
anurum) with potential use in human food. To evaluate the influence of maturation stage on the
nutritional content of insects, Tenebrio molitor and Gryllus assimilis flours were produced in
two stages of development. The flours were analyzed for their centesimal composition, mineral
content, antioxidant activity, phenolic compounds, carotenoids, vitamins C and E, riboflavin,
niacin, amino acid profile, in vitro protein digestibility and solubility as a function of pH. From
the systematic review, it was possible to observe that, due to the high heterogeneity of the
results, it cannot be concluded that the insects have high protein quality, although positive
results were found regarding the biological value of the protein. The flours developed proved
to be sources of protein, phosphorus, copper, iron, zinc, manganese. The flours developed from
the three species met the requirements of histidine, threonine, sulfur amino acids and aromatic
amino acids, however, lysine was the limiting amino acid in their compositions. Proteins from
Tenebrio molitor and Gryllus assimilis flours showed good digestibility and higher solubility
at alkaline pH. The developmental stage of the insects was able to influence their nutritional
content, amino acid profile and functional properties of the protein, with the adult Gryllus
assimilis and the pupa of Tenebrio molitor with superior results in relation to the nymphs and
larvae of the respective species. Given the above, the use of insect flour can be considered by

the food industry in order to add nutritional value to products and preparations.

Keywords: Entomophagy. Edible insects. Protein digestibility. Amino acids. Bioactive
compounds.
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1 INTRODUCAO

O uso de insetos na alimentacdo humana € definido como entomofagia (LUCAS et al.,
2020). Apesar de nao ser uma pratica comum entre os paises ocidentais, o ato de comer insetos
tem inicio nos primoérdios da humanidade e faz parte da dieta da populacdo de,
aproximadamente, 113 paises ao redor do mundo (BARENNES et al., 2015). Essa cultura é
predominante em partes da Asia, Africa e América Latina, com mais de 2.100 espécies
catalogadas como comestiveis (JONGEMA, 2017).

H4, em todo o mundo, questdes iminentes em torno da produgao de alimentos de forma
sustentdvel e em quantidade suficiente para alimentar toda a populacdio mundial. Estudos
demograficos apontam aumento da popula¢do mundial para 9,6 bilhdes até 2050 (ONU, 2013),
associado a uma reducio na disponibilidade de terras férteis para o desenvolvimento agricola e
producdo de alimentos (MITSUHASHI, 2010).

A Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nacdes Unidas (FAO) (2013)
considera os insetos uma potencial fonte alimentar para responder as preocupacdes globais de
seguranca alimentar e incentiva a ampliacdo de seu uso na alimentacao. Os insetos representam
um meio alternativo de fornecer proteina para a alimentacao humana, o que auxilia na promog¢ao
da seguranca alimentar a medida que a necessidade de alimentos e, especialmente, de proteinas,
aumenta em um mundo cada vez mais povoado (VAN HUIS, 2013).

Os sistemas de producdo de carne requerem elevada quantidade de terra, energia e
dgua, contribuem para a poluicio do solo e das dguas subterrineas e emitem grandes
quantidades de gases de efeito estufa (BHAT et al., 2015). Em comparacdo com animais
produtores de proteinas convencionais, como gado, porcos e aves, os insetos podem fornecer a
quantidade equivalente de proteina animal usando menos terra e 4gua, além de produzir niveis
muito mais baixos de gases de efeito estufa e, por isso, sdo considerados fontes de proteina
ambientalmente sustentdvel (OONINCX et al., 2010). Além disso, os insetos possuem tempos
de desenvolvimento curtos em comparacdo com os animais de producdo tradicionais e exigem
pouco espaco para uma produgdo de alto rendimento, o que torna sua produciao comercial uma
industria crescente de alto valor economico (JENSEN et al., 2017).

A popularizagdo da entomofagia também representa grande interesse quando se trata
de sua composicao nutricional. O elevado contetido de proteina nos insetos se destaca, variando
de 12 a 74% entre os diversos géneros, representando a maior porcdo de sua composicao
(BESSA et al., 2017). Estudos demonstram, ainda, que os insetos contém quantidade

substancial de acidos graxos insaturados, com foco especifico no 4cido linoleico (0mega - 6) e



12

no 4cido a-linolénico (6mega - 3) (CHAKRAVORTY et al., 2014; JANSSEN et al., 2017). Os
insetos também contém carboidratos estruturais na forma de exoesqueleto quitinoso
equivalentes aos encontrados em fibras, em propor¢des semelhantes a celulose em alimentos a
base de graos (BUKKENS, 2005). Alguns trabalhos mostraram, ainda, que os minerais ferro e
célcio estdo presentes em concentracdes maiores do que as encontradas na carne bovina, e que
alguns insetos sdo ricos em vitaminas do complexo B, B-caroteno e vitamina E (BUKKENS,
2005; RUMPOLD, SCHLUTER, 2013; RAUBENHEIMER, ROTHMAN, 2013), podendo
alguns nutrientes serem afetados por seu estdgio de desenvolvimento (SPANGHERS et al.,
2016; DANIELI et al., 2019).

Verifica-se, portanto, que o potencial do uso de insetos na alimentacao, bem como sua
utilizacdo no desenvolvimento de produtos alimenticios, é um interesse global crescente. O
presente estudo baseou-se na hipdtese de que as farinhas de insetos sdo ricas nutricionalmente,
possuem em sua composicdo elevado conteido de elementos quimicos, vitaminas, atividade
antioxidante, compostos fendlicos e proteinas com boa digestibilidade e solubilidade. Além
disso, hipotetizou-se que o estagio de desenvolvimento do inseto influencia em seu contetido

nutricional.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar nutricionalmente farinhas de insetos comestiveis com potencial de uso na

alimentacdo humana (Gryllus assimilis, Tenebrio molitor e Belostoma anurum).

2.2 Objetivos especificos

Revisar sistematicamente a literatura quanto a qualidade proteica do uso de farinhas de
insetos em estudos in vivo.

Caracterizar a composi¢do centesimal (umidade, proteinas, lipidios, cinzas e
carboidratos) das farinhas de Gryllus assimilis, Tenebrio molitor e Belostoma anurum,
Avaliar o conteido de minerais (fésforo, potdssio, cilcio, magnésio, cobre, ferro, zinco,
manganés, cromo € molibdénio) das farinhas de Gryllus assimilis, Tenebrio molitor e
Belostoma anurum,

Mensurar o potencial de contribuicao segundo a recomendagdo didria de nutrientes das
farinhas de Gryllus assimilis, Tenebrio molitor e Belostoma anurumi;

Caracterizar o perfil de aminodcidos das farinhas de Gryllus assimilis, Tenebrio molitor
e Belostoma anurum,

Determinar a ocorréncia e concentragdo de carotenoides, vitamina E (a, B, v, 0 tocoferois
e tocotrienois), vitamina C (4cido ascérbico) e vitaminas do complexo B (riboflavina,
piridoxina e niacina) nas farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor;

Avaliar a ocorréncia e concentragdo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante nas farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor;

Mensurar a digestibilidade proteica in vitro das farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio
molitor;

Determinar a solubilidade proteica em fun¢do do pH das farinhas de Gryllus assimilis e
Tenebrio molitor.

Avaliar influéncia do estdgio de desenvolvimento na composicdo das farinhas de

Gryllus assimilis e Tenebrio molitor.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Entomofagia: histérico e importancia

O inicio da pritica de comer insetos, denominada entomofagia, data do periodo
Pleistoceno (entre 2,588 milhdes e 11,7 mil anos) (SUTTON, 1990). A utilizacdo dos insetos
como fonte de alimento se iniciou com os primeiros hominideos e, estd presente em mais de
100 paises no mundo (RAMOS-ELORDUY, 1998; RAMASWARY, 2014).

E possivel rastrear o surgimento da entomofagia de acordo com trés estigios
principais: tempos antigos, Idade Média e entomofagia moderna. A entomofagia moderna
refere-se a redescoberta da pratica pela cultura ocidental, que foi trazida de volta ao século XIX
por exploradores e suas observacdes de condados tropicais na Africa do Norte e Central ou
praticas alimentares indigenas na América do Norte e do Sul (LOCKWOQOD, 2004). Cerca de
91 espécies de insetos eram utilizadas como alimentacdo pelo povo asteca e preparadas de
diferentes maneiras: assadas, fritas, branqueadas ou como temperos ou, até mesmo, in natura
(RAMOS-ELORDUY, 1996).

Os insetos podem ser consumidos de diversas maneiras e em diferentes estigios
evolutivos e, além de seu consumo direto, também apresentam grande importincia comercial
devido aos produtos por eles produzidos e/ou excretados, como, por exemplo, o mel e a seda
(FAO 2013). As abelhas produzem cerca de 1,2 milhdo de toneladas de mel comercial por ano
(FAO, 2009), enquanto os bichos-da-seda produzem mais de 90.000 toneladas de seda (YONG-
WOO, 1999). Dentre esses produtos, também estd o carmim, um corante vermelho produzido
por cochonilhas (ordem Hemiptera), que € usado para colorir alimentos, tecidos e produtos
farmacéuticos.

Atualmente, sdo identificadas mais de 2100 espécies de insetos comestiveis ao redor
do mundo (MITSUHAHI, 2016). Essas espécies sdo coletadas na natureza, em estado selvagem,
semi cultivadas ou cultivadas em paises do sudeste asidtico, Tailandia e China
(HANBOONSONG et al., 2013).

A entomofagia € mais comum na Africa, Coldmbia, México, China, Tailandia,
Indonésia, Japdo e Australia (DEFOLIART, 2002). Entretanto, nos paises em que os padroes
dietéticos sdo ocidentalizados, o consumo humano de insetos é raro ou mesmo culturalmente
inapropriado, resultando em rara discussdo como pauta das agendas de sustentabilidade e
seguranca alimentar (VAN HUIS, 2013).

Desde 2003, a Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura

(FAO) tem trabalhado em topicos relacionados a entomofagia em muitos paises do mundo, com
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foco na geracdo e compartilhamento de conhecimento sobre o tema e prestacdo de apoio aos
paises membros (FAO, 2013).

Visando discutir questdes relacionadas a utilizagao de insetos como alimentos e racoes,
foi realizada, em 2014, a Conferéncia Mundial sobre Insetos para Alimentar o Mundo. Na
conferéncia, representantes de 42 paises concluiram que os principais desafios incluem: maior
conscientizacdo do publico em geral para promover os insetos como alimento sauddvel para
humanos e animais; influenciar os formuladores de politicas a aprovar legislagdes de alimentos
e ragdes que incluem insetos; e mais esforcos de pesquisa para fornecer e expandir, com dados
validados, evidéncias cientificas e os beneficios do uso de insetos nas cadeias de alimentos
(FAO/ WUR 2014).

Atualmente, os insetos mais comumente consumidos sdo besouros (Coleoptera),
lagartas (Lepidoptera) e abelhas, vespas e formigas (Hymenoptera), representando,
respectivamente, 31%, 18% e 14% dos insetos utilizados na alimentagdo humana (FAO, 2013).
Em seguida, estdo gafanhotos, grilos (Orthoptera), cigarras, cochonilhas e percevejos
(Hemiptera), cupins (Isoptera), libélulas (Odonata), moscas (dipteros) e outras ordens (5 %)
(FAOQ, 2013).

No Brasil, apesar de a entomofagia estar associada a hébitos de comunidades
marginalizadas (COSTA NETO, 2003), quatro insetos principais integram a dieta de algumas
comunidades: i¢d ou tanajura (Atta spp.); a larva do bicho-da-taquara (Morpheis smerintha,
Lepidoptera); as larvas de bicho-das-palmeiras (Rhynchophorus palmarum e Rhino
barbirostris) e a larva do bicho-do-coco (Pachymerus nucleorum, Coleoptera) (CARRERA
1992). Embora ainda pouco consumidos no pais, o grilo (Gryllus assimils), a larva-da-farinha
(Tenebrio molitor) e insetos do género Belostoma vem sendo estudados como uma iniciativa
para promover a difusdo de alimentos alternativos (SINGSON et al., 2016; FENG, 2018;
ARAUIJO, et al., 2019). Aliado a isso, as limitadas opcdes para aquisicdo de insetos comestiveis
presentes no mercado brasileiro contribuiram com a escolha desses insetos (Gryllus assimils,
Tenebrio molitor e Belostoma anurum) para o desenvolvimento do presente estudo.

3.2 Aspectos nutricionais

Considerando as diferentes ordens, os principais componentes nutricionais dos insetos
sdo proteinas e lipidios, seguidos por fibras e cinzas (RUMPOLD, SCHLUTER, 2013). H4, no
entanto, grande variagdo na composicdo dos insetos comestiveis. As espécies da ordem
Coleoptera (besouros, larvas), por exemplo, apresentam contetudo proteico que varia de 8,85 a

71,10% (RUMPOLD, SCHLUTER, 2013). Essa variagdo nio se origina apenas das diferencas
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entre as espécies e estdgios de desenvolvimento, mas também de diferentes alimentos e origens
(CHEN et al., 2009; RAMOS-ELORDY et al., 2002). O principal interesse no uso de insetos
na alimentacdo humana tem foco no seu alto conteddo de proteina. Por exemplo, 100 g de
lagartas (larvas de mariposa ou borboleta) fornecem 76% da quantidade didria de proteinas
necessdria e quase 100% da quantidade didria recomendada de vitaminas para humanos
(RUMPOLD, SCHUTER 2013).

Além de um conteddo proteico elevado, para que um alimento seja considerado boa
fonte desse nutriente, a qualidade de sua proteina também deve ser considerada. Essa qualidade
estd intimamente relacionada com sua composi¢cdo de aminoécidos. Nesse quesito, as proteinas
de inseto se destacam por fornecerem satisfatoriamente todos os aminodcidos necessarios em
uma dieta saudavel (VAN HUIS, 2016; GRAVEL, DOYEN, 2018). Huang et al. (2019)
verificaram niveis de aminodcidos indispensaveis presentes na mosca soldado negro (Hermetia
illucensL.) acima dos niveis sugeridos pelo padraio FAO/OMS. Resultado semelhante foi
encontrado por Yi et al. (2013) em cinco espécies de insetos comestiveis. Além disso, os autores
verificaram que os niveis de aminodcidos essenciais em todas as espécies foram compardveis
aos das proteinas da soja.

Ainda, quando se refere a qualidade de uma proteina, € necessdrio levar em
consideracdo o quanto dessa proteina €, de fato, digerida apds sua ingestdo. A digestibilidade
da proteina de insetos € altamente varidvel, visto que uma parte de seus aminodcidos estdao
ligados a quitina, um polissacarideo presente no exoesqueleto de insetos (VAN HUIS, 2016).

Sdo escassos na literatura dados sobre a concentracdo de vitaminas dos insetos
comestiveis até o momento. No entanto, Rumpold e Schuter (2013) observaram que 100 g de
insetos (base seca) de diferentes ordens sdo geralmente ricos em riboflavina, 4cido pantoténico
e biotina. Pennino et al. (2007) investigaram a ocorréncia e concentracao de retinol e a-tocoferol
em invertebrados utilizados na alimentagdo humana e concluiram que, de maneira geral, os
insetos sdo pobre fonte de vitamina A. Os insetos aqudticos, entretanto, continham niveis mais
elevados de vitamina E. Porém, vale ressaltar que € a concentracdo de vitamina E em
invertebrados é modificdvel por meio dos niveis dietéticos desse nutriente na alimentagcdo
fornecida aos insetos (PENNINO et al., 2007).

Em resumo, embora os insetos comestiveis possam ser considerados boas fontes de
algumas vitaminas, a adequada selecdo da espécie e a escolha do melhor regime de alimentacao
devem ser levados em consideracdo para que se fornecam concentragdes adequadas desses

nutrientes.
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3.3 Entomofagia e seguranca alimentar e nutricional

A Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) é definida pela Lei n° 11.346, de 15 de
julho de 2006 como a realizacdo do direito de todos ao acesso regular e permanente a alimentos
de qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer o acesso a outras necessidades
basicas, que respeitem a diversidade cultural e que sejam social, econdmica e ambientalmente
sustentaveis.

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO), até 2050 a populacdo mundial chegard a 9,6 bilhdes de pessoas. H4 uma necessidade
urgente de reavaliagdo da maneira como se come e se produz para que sejam encontradas novas
formas sustentdveis de cultivo de alimentos, especialmente em paises desenvolvidos e
industrializados, onde a porcentagem do consumo de proteina derivada da carne € maior do que
nos paises em desenvolvimento (BATAT, PETER, 2020).

Diante desse cendrio, a inseguranca alimentar e nutricional torna-se cada vez mais um
desafio e um problema crescente. Nesse sentido, os insetos comestiveis podem fornecer uma
valiosa fonte alimentar, uma alternativa sustentdvel para lidar com as questdes da fome, da
superexploragcdo dos recursos naturais e da superproducio e consumo de proteinas animais,
além da criacdo de empregos, uma vez que os insetos sdo considerados uma biotecnologia
emergente (BATAT, PETER, 2020).

Em todo o mundo, a entomofagia desempenha papel importante na seguranca
alimentar humana. Atualmente, os insetos comestiveis sdo um recurso alimentar natural para
muitos grupos étnicos na Asia, Africa, México e América do Sul, onde a entomofagia pode ser
sustentdvel e tem beneficios econdmicos, nutricionais e ecoldgicos para as comunidades rurais
(YEN, 2010).

Entretanto, embora a entomofagia seja considerada uma das solucdes préticas e vidveis
para contribuir para a seguranca alimentar, ainda s@o escassos na literatura estudos que avaliam
de forma completa a composi¢do nutricional e a viabilidade alimentar, econdmica, e de
producdo desses insetos destinados ao consumo humano.

3.5 Entomofagia e sustentabilidade

Tradicionalmente em paises tropicais, os insetos comestiveis sdo colhidos da natureza;
entretanto o potencial de criagdo desses animais em instalagdes industriais confinadas esta
sendo investigado, motivado pela necessidade de se encontrar fontes alternativas de proteina
(VAN HUIS et al., 2017). A busca por fontes alternativas de proteina se da, principalmente,

pelo aumento da demanda global por carne e pela reducao da disponibilidade de terras para a
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pecudria. Nos tltimos 50 anos, o crescimento da populacdo humana, o aumento da renda e
urbanizacao proporcionaram aumento do consumo de alimentos de origem animal (HERRERO
et al., 2015). O setor pecudrio, entdo, cresce em uma taxa acelerada e compete cada vez mais
por recursos e causa pressoes ambientais generalizadas em muitas partes do mundo (REHMAN
et al., 2021).

Atualmente, a carne representa cerca de 15% da energia total na dieta humana,
enquanto aproximadamente 80% das terras agricolas sdo usadas para pastagem animal ou
producdo de racdo para rebanhos (HERRERO et al., 2015; HERRERO et al., 2016). Além disso,
o0 setor impacta negativamente em questdes ambientais, contribuindo para a acidificacdo devido
a lixiviagdo de amonia, mudanca climdtica devido as emissdes de gases de efeito estufa,
desmatamento, erosao do solo, desertificacdo, perda de biodiversidade vegetal e poluicdo da
agua (STEINFELD et al., 2006; GERBER et al. 2013).

Visando adotar uma alimentacdo ambientalmente mais sustentdvel, a redu¢do do
consumo de carne vermelha pode ser estabelecida por sua substituicdo por proteinas vegetais
ou por uma transicdo de ruminantes para espécies de menor impacto (por exemplo, porcos e
aves) (SMIL, 2002). Ainda assim, possibilidades de outras fontes alternativas de proteina sao
investigadas, tais como carne cultivada in vitro, algas marinhas, microalgas e insetos
(ONWEZEN et al., 2020). Smetana et al. (2015) compararam o impacto ambiental de varios
substitutos de carne, com base em varios indicadores. Os autores concluiram que os produtos a
base de insetos e farelo de soja foram associados ao menor impacto ambiental.

Os insetos produzem quantidades muito menores dos gases metano e 6xido nitroso do
que o gado convencional, gases esses responsaveis pelo efeito estufa (OONINCX et al., 2010).
Além disso, podem ser criados e multiplicados facilmente em pequenos espacos e por um curto
periodo, devido ao seu curto ciclo de vida e alta taxa de crescimento intrinseco.

3.6 Gryllus assimilis

O Gryllus assimilis (FABRICIUS, 1775) é comumente conhecido como grilo preto,
grilo do campo ou grilo jamaicano (Figura 1). Trata-se um grilo monomérfico totalmente alado,
conta com 3 pares de asas longas e é amplamente distribuido na Indias Ocidental e nos paises
da América do Sul e Central (ZERA et al., 1998). Na natureza, os grilos representam pragas

eventuais, responsaveis por danos econdmicos em areas agricolas (BARBOSA et al., 2009).
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Fonte: BugGuide 2018.

Figura 1. Gryllus assimilis

O género Gryllus € composto por grupo com cerca de 2 mil espécies descritas e dentre
as mais frequentes no Brasil estd o Gryllus assimilis. Esses insetos possuem o habito de ingerir
uma ampla variedade de fontes alimentares e, devido a isso, sdo considerados polifagos,
preferencialmente atacando hortalicas, viveiros e, esporadicamente, culturas extensivas como
algodao, soja, milho, girassol e pastagens (GASSEN, 1996). De maneira geral os grilos
possuem hébitos noturnos, vivem em ambientes com vegetacao rasteira, campos nativos ou em
lavouras com cobertura vegetal deficiente (BARBOSA et al., 2009). Durante o dia,
permanecem em ambientes imidos e escuros sob detritos e galerias subterrineas (GASSEN,
2002).

Em busca de inserir esse inseto na alimentacdo humana, pesquisas investigaram
diferentes formas de consumo do grilo (Gryllus assimilis) como, por exemplo, em forma de
suplementos ou aditivos ricos em proteinas e como uma nova fonte alternativa de proteina para
paes sem gliten (MACHADO et al., 2019; MONTOWSKA et al., 2019). O perfil nutricional
de Gryllus assimilis também desperta interesse. Seu conteudo proteico corresponde a maior
porcentagem em termos de macronutrientes, girando em torno de 61,0 a 65,52% de sua
composi¢ao (ARAUJ O et al, 2019; BISCONSIN-JUNIOR et al.,, 2018), seguido pela
concentracao de lipidios (20,96%) fibras dietéticas (8,42%) e cinzas (3,19%) (MACHADO, et
al., 2019).

Dentre os minerais encontrados em sua composi¢ao, destaca-se o cdlcio, representando
o mineral mais expressivo, com valores muito superiores aos encontrados nas demais fontes de
proteina animal (ARAUJO et al., 2019). Ainda sdo limitados dados na literatura sobre o
contetdo de vitaminas no Gryllus assimilis, entretanto, Schmidt et al. (2019) encontraram em
sua composi¢do 2,88 ug de vitamina B2 / 100 g, confirmando ser uma excelente fonte de
vitamina B2, podendo contribuir significativamente para as necessidades nutricionais desse

nutriente.
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Além de seu interessante perfil nutricional, a incorporagdo de grilos na alimentagdo é
facilitada pelo seu sabor descrito como semelhante a frutas secas e améndoas, enquanto a
textura foi descrita como crocante (SOGARI, 2015).

3.7 Tenebrio molitor

O Tenebrio molitor L. € a larva de um dos maiores besouros conhecidos que infesta
produtos alimenticios armazenados (SIEMIANOWSKA et al.,, 2013). Larvas amareladas
compostas de um exoesqueleto duro e quitinoso eclodem de seus ovos e em sua fase adulta, sdo
utilizadas como alimento humano em algumas partes do mundo (Figura 2) (GHALY,

ALKOAIK, 2009)

Fonte: Souza et al., (2018).
Figura 2. Ciclo de vida do Tenebrio molitor em seus estdgios: (A) larva, (B) pupa e
(C) adulto

Em paises como a Holanda ou China, as larvas da farinha sdo utilizadas como
ingredientes alimentares e, cada vez mais, sdo vistas como fonte de proteina alternativa a carne
(JEON, et al., 2016). Estudos recentes avaliam ainda a fortificacdo de farinhas tradicionais por
meio da adic¢do de farinha de Tenebrio molitor L. na producdo de paes e massas (RONCOLINI
et al., 2019; CABUK, BURAK, 2020).

As larvas de Tenebrio molitor L. in natura e em p6 foram caracterizadas quanto ao
conteddo de minerais, € possuem maiores concentracdes de fésforo, magnésio, zinco, ferro,
cobre e manganés quando comparadas a carnes convencionais € ovos (SIEMIANOWSKA et
al., 2013). Adequada propor¢ao de 4cidos graxos dmega-6 / dmega-3 € encontrada nas larvas,
fato que pode ser considerado como outro determinante de sua qualidade nutricional
(SIEMIANOWSKA et al., 2013).

3.8 Belostoma anurum

Os insetos aqudticos gigantes (Heteroptera: Belostomatidae) sdo predadores de

habitats de dgua doce e incluem 150 espécies distribuidas em todas as &reas tropicais e

subtropicais do mundo (OHBA, 2019). Dentre elas, a espécie Belostoma anurum (HERRICH-
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SCHAFFER) (Figura 3) ocorre da Venezuela 2 Argentina (RIBEIRO, 2007). Ninfas e adultos
de B. anurum sio predadores vorazes, normalmente encontrados a beira da 4gua com as patas

dianteiras posicionadas esperando por suas presas (OUYANG et al., 2017; OHBA 2019).

Fonte: De Reyes, Estévez, (2005).
Figura 3. Belostoma anurum

Caracterizada pela digestdo extraoral, a Belostoma anurum captura presas utilizando
suas patas dianteiras, injetam toxinas que causam paralisia da presa e secretam enzimas que
dissolvem os tecidos do corpo, permitindo-lhes sugar a presa liquefeita (OUYANG et al 2017).
Essa espécie se alimenta de uma variedade de animais aquaticos, como insetos, claddceros,
anfipodes, girinos e pequenos peixes (OUYANG et al., 2017; OHBA 2019).

Em um estudo realizado em mercados da India, verificou-se que insetos do género
Belostoma sao coletados para comercializa¢do junto com os peixes durante a pesca (SINGSON
et al., 2016). Os insetos aqudticos gigantes sdo assados no fogo ou fritos em 6leo e servidos
inteiros ou, de preferéncia, fazendo uma pasta com pimenta e outros temperos (SINGSON et
al., 2016). Esses insetos ndo sdo encontrados em grandes nimeros, no entanto, alguns deles sdao
suficientes para uma refei¢cdo, pois sdo fortemente arométicos, sendo utilizados como aditivos
de sabor em preparacdes por apresentarem sabor marcante (ALEMLA, SINGH, 2004). Singson
et al. (2019) relatam ainda que insetos do género Belostoma sdo utilizados mais como um
aperitivo do que como uma fonte de nutrientes.

Sao escassas na literatura informagdes nutricionais referentes a espécie Belostoma
anurum. Baseado em sua matéria seca, espécies do género Belostoma. possuem 70,87% de

proteina em sua composi¢ao (Phillips et al., 1995). Um estudo que avaliou insetos gigantes
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aqudticos provenientes da Tailandia encontrou, em base imida, conteiidos elevados de calcio
(43,5 mg/100 g), proteina (19,8 g/100 g) e lipidios (8,3 g/100 g) (POSHADRIA et al., 2018).
4 METODOLOGIA GERAL

4.1 Insetos utilizados

Os grilos (Gryllus assimilis) e larva-da-farinha (Tenebrio molitor) utilizados foram
adquiridos em 2021, da empresa Ecological Food, localizada na cidade de Limeira, Sao Paulo.
Para analisar a influéncia da idade dos insetos em sua composicdo, dois estigios de
desenvolvimento de cada um dos insetos foram utilizados. Assim, para Gryllus assimilis, foram
utilizados ninfa (GN) e adultos (GA) e, para Tenebrio molitor, larva (TL) e pupa (TP). Esses
insetos foram alimentados com racdo padriao, composta por farelo de trigo, racdo de codorna e
cenoura.

As baratas d'agua (Belostoma anurum) foram obtidas a partir de criagdo ja estabelecida
no Laboratério de Fisiologia e Neurobiologia de Invertebrados da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), sob condi¢des controladas (27 + 2°C, 60 + 20% UR, fotofase de 12 horas)
(VALBON et al., 2018; CRUZ et al. 2021). Os adultos foram mantidos em aquério (30 x 40 x
60 cm) para que a copula ocorresse livremente e, apds, as fémeas depositaram 0s ovos no
hemiélitro de machos adultos. Os machos com ovos no hemiélitro foram individualizados em
potes de plésticos perfurados (10,9 x 9,2 x 7,5 cm) colocados em bandejas com agua e
aquecedor. Estes adultos foram alimentados com percevejos aquaticos do género Buenoa spp.
(Hemiptera: Notonectidae) até a emergéncia das ninfas. Apds a emergéncia, as ninfas foram
individualizadas em frascos de vidro (30 mL) até o terceiro instar, para evitar o canibalismo.
As ninfas, ao atingirem o terceiro instar, foram transferidas para recipientes de plastico maiores
(100 mL). Ninfas do primeiro e do segundo instar foram alimentadas diariamente com larvas
de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). A partir de ninfas de terceiro instar foram alimentados
com peixes do tipo guppy coletados no setor de piscicultura da UFV.

4.2 Obtencao das farinhas de insetos

O abate e processamento dos insetos foi conduzido conforme protocolo normalmente
realizado pela industria de alimentos (PATARATA, FRAQUEZA, 2017). Antes do abate, os
insetos foram submetidos a jejum de cerca de 24 horas para redu¢do do conteudo intestinal,
uma vez que nao € possivel retird-los manualmente. Em seguida, os insetos foram abatidos por
reducdo de temperatura em freezer a -20°C por 24 horas. Posteriormente, 0s insetos passaram
pelo processo de branqueamento para reduzir a contagem microbiana e inativar enzimas

degradativas responsaveis pela deterioragdo dos alimentos (MELGAR-LALANNE et al.,
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2019). Nesse processo, os insetos foram submergidos em 4gua fervente por 3 minutos e, em
seguida, foram submetidos a choque térmico em 4dgua resfriada por um minuto e drenados com
o auxilio de peneira (VANDEWEYER et al., 2017). Na sequéncia, foram desidratados em
estufa com circulacdo de ar a 45°C por 24 horas e, em seguida, foram triturados em moinho
analitico até a obten¢do de uma farinha de fina granulag@o. As farinhas foram armazenadas em
freezer (-18°C) até o momento das andlises.
4.3 Determinacao da composiciao centesimal

As andlises de composicdo centesimal nas amostras seguiram metodologia da
Association of Official Analytical Chemists (2012).
4.3.1 Determinaciao da umidade

Para determinar a composi¢do centesimal em base seca, as amostras de farinhas de
insetos foram analisadas quanto ao teor de umidade segundo técnica gravimétrica, com
emprego de calor em estufa com circulagdo forcada de ar, a 105 °C, até peso constante. Assim,
5 g das farinhas de insetos foram colocadas em placas de Petri previamente secas. As placas
contendo as amostras foram submetidas ao calor da estufa (105 °C por 24 h), até a obtencao de
peso constante, obtido utilizando balanca semi-analitica (Gehaka, AG200).

O contetdo de umidade foi determinado segundo a férmula:

% de umidade (m/m) = (Pu - Ps/ Pu) x 100
Onde Pu = Peso da amostra imida (peso inicial) e
Ps = Peso da amostra seca (peso final)

4.3.2 Determinacdo de lipidios

O conteudo de lipidios totais foi determinado usando a extracao Soxhlet de acordo com
o método 920.39 (AOAC, 2011). Cartuchos em papel manteiga, tamanho de 12 x 25 cm e fundo
revestido com algodao isento de lipidios foram secos em estufa a 75 + 1 °C, por uma noite e,
em seguida, resfriados em dessecador até atingir a temperatura ambiente. Para andlise, em torno
de 5-10 g das amostras foram pesadas separadamente, adicionadas nos cartuchos preparados e
pesados novamente. Os cartuchos foram adaptados ao aparelho extrator e, logo apds,
adicionados aproximadamente 120 mL do solvente éter etilico em cada baldo. A extracdo dos
lipidios foi realizada por periodo de 6 horas em temperatura de 95 + 1° C. Apés a destilagado, os
baldes foram secos em estufa a 105 + 1° C até a obten¢do de massa constante.

O percentual de lipidios nas amostras foi determinado segundo a férmula:

% de lipidios(m/m) = 100 x N/P

Onde: N = n° de gramas de lipidios
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P =n° de gramas da amostra
4.3.3 Determinacio de cinzas totais
O conteudo de cinzas foi obtido pela incinera¢do das amostras em um forno mufla a 550
°C por 24 h de acordo com o método 942.05 (AOAC, 2012). Cadinhos de porcelana foram
secos em mufla a 600 °C, resfriados em dessecador e pesados em balanga analitica. Em seguida,
foram adicionados, aproximadamente, 2 g de amostra seca e levados de volta a mufla, para que
fosse realizada a carbonizacdo lenta das amostras para a exalagdo dos vapores, aumentando a
temperatura em 50°C a cada intervalo de 5 minutos até atingir 350°C, permanecendo nesta
durante 60 minutos. Posteriormente a temperatura foi elevada a 600°C, durante 6 horas até a
obtencdo de cinzas claras ou levemente acinzentadas. As cinzas foram entdo resfriadas, por 30
minutos, em dessecador contendo silica gel até atingir temperatura ambiente, para posterior
pesagem em balanca semi analitica (Gehaka, AG200) e calculo.
O conteddo de cinzas foi determinado segundo a férmula:
% residuo (cinzas) (im/m)=100x P /A
Onde: P = peso em g de residuo
A = volume em mL da amostra
4.3.4 Determinacao de proteinas
A determinacdo de proteinas foi realizada utilizando os equipamentos de digestdo,
destilacdo e titulacdo de Kjeldahl. Em papel-manteiga, foram pesados 200 mg das amostras
previamente secas, o material foi transferido para tubo de digestdo e adicionado de 1 g de
mistura catalisadora constituida de 94% de sulfato de potassio, 5% de sulfato de cobre, 1% de
selénio. Posteriormente, na capela de exaustdo, foram adicionados 3 mL de H>SO4 concentrado.
Depois de vedados, os tubos foram levados ao bloco digestor. Logo apds, a temperatura foi
elevada até atingir 380°C durante 90 minutos; depois desse tempo, o bloco foi desligado, sendo
as amostras resfriadas em temperatura ambiente.
Os sistemas de digestao e exaustdo foram acionados aumentando a temperatura, a cada
10 minutos, de 50°C em 50°C até atingir 350°C durante 60 minutos. Depois, a temperatura foi
elevada a 380°C durante 90 minutos e, apds este procedimento, o bloco digestor foi desligado
até atingir a temperatura ambiente. Apds a digestdo, os tubos foram levados ao destilador de
nitrogénio (Marconi, MA 036) e acrescidos de, aproximadamente, 10 mL de NaOH 50% até a
mistura apresentar coloragdo escura.
Em erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 10 mL de solu¢@o de 4cido borico

(H3BO:3) e solugdo indicadora composta de 1% de verde de bromocrezol e 1% de vermelho de
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metila em etanol, sendo as amostras submetidas ao condensador do aparelho. A destilagdo foi
efetuada até a obtencdo de 75 mL de solu¢do de coloragdo roxa. A solugcdo obtida durante a
destilacdo foi titulada com solucdo HCI 0,05 mol/L até o ponto de viragem do indicador de
fenolftaleina.

4.3.5 Calculo de carboidratos

Os carboidratos foram estimados por diferenca, por meio da férmula:

% carboidratos = 100 - % de umidade - % de fracao lipidica -% de frag¢do proteica - % de cinzas.
4.3.6 Calculo da densidade caldrica

O calculo da densidade caldrica total foi estimado considerando os fatores de
conversdo de 4 kcal/g para proteinas e carboidratos e 9 kcal/g para lipidios (BUCHHOLZ e
SCHOELLER, 2004).

4.4 Determinacao da ocorréncia e concentracio de minerais

Foram determinadas as concentracdes de P, K, Ca, Mg, Zn, Mn, Fe, Cu, Na, Cr, e Mo
nas amostras de farinha de insetos. As andlises foram realizadas nos Laboratdrios de Anélise
de Solos e de Absor¢do Atdmica do Departamento de Solos - UFV.

Para a digestdo e andlise das amostras, as vidrarias foram higienizadas, mergulhadas
em solucdo de HCI a 2% por periodo de trinta minutos e enxaguadas em dgua deionizada. Apds
a lavagem, foi drenado o excesso de dgua e as vidrarias foram levadas a estufa com circulagdo
forcada de ar, a 50 £ 1°C, até a secagem completa das mesmas. Apds a secagem, foi realizada
a digestdo das amostras e leitura da concentracdo de minerais, de acordo com a metodologia
proposta por Gomes & Oliveira (2011), adotando o seguinte procedimento: foram pesados 0,5
g da amostra, colocados em tubos de digestdo e adicionados 10 mL da mistura de 4cido nitrico
+ dcido percldrico na propor¢do 4:1, utilizando capela de exaustdao. Em seguida, os tubos foram
levados a chapa pré-aquecida a 80° C, e elevada a temperatura gradativamente até atingir 200
°C. Assim que o extrato atingiu a coloragdo cristalina, foi retirado da chapa, resfriado em
temperatura ambiente e o volume completado para 25 mL com 4gua deionizada. A solugao
obtida nesse processo foi utilizada na leitura da concentragdo dos minerais por espectrometria
de emissdo atdmica em plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) (Perkin Elmer, Optima
8300), com fonte de plasma de argdnio induzido, e com a seguintes condi¢des: poténcia de
1300W, fluxo de ar refrigerante de 15 L/minuto, fluxo de ar auxiliar de 0,7 L/minuto, fluxo de
ar carregador de 0,5 L/minuto, velocidade de introdu¢do de amostra de 1,5 mL/minuto e uso de

nebulizador Perkin Elmer.
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4.5 Investigacao da ocorréncia e concentracao de vitaminas

As andlises de vitaminas foram realizadas no Laboratério de Andlise de Vitaminas
(LAV) do Departamento de Nutri¢ao e Saide - UFV. Durante todo o processo, as amostras
foram mantidas sob protecao da luz solar e artificial, pela utiliza¢do de vidrarias ambar, papel
aluminio e cortinas do tipo blackout, e sob protecdo do oxigénio através do uso de vidrarias
com tampas.

4.5.1 Vitamina C

As condi¢des de extracdo e andlise de vitamina C (na forma de 4cido ascorbico - AA)
foram realizadas de acordo com a metodologia proposta por Campos et al. (2009). Para
extracdo, foram pesados de 1g de amostra, previamente homogeneizada em processador de
alimentos. A amostra foi triturada por 5 minutos em 15 mL de solu¢do extratora contendo acido
metafosforico 3%, acido acético 8%, acido sulfurico 0,3 N e EDTA 1mM e filtrada a vicuo em
funil de biichnner. O volume foi completado para 25 mL em baldo volumétrico, com 4gua
ultrapura e centrifugada a velocidade de 4000 rpm (1789 g) durante 15 minutos antes de ser
acondicionada em geladeira (em torno de 10 °C) até o momento das anélises.

As andlises de AA nas farinhas foram feitas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Antes da injecdo, o material foi novamente filtrado utilizando-se unidades
filtrantes com 0,45 pum, sendo injetados 50 uL. de amostra.

As condicOes de andlise de AA foram: coluna cromatografica RP-18; detector de
arranjos de diodos, fase mével — dgua ultrapura contendo 1mM de fosfato monobadsico de sédio,
ImM de EDTA e pH ajustado em 3,0 com 4cido fosférico; fluxo da fase mével: 1,0 mL/minuto;
tempo de corrida: 8 minutos. Os cromatogramas foram lidos em comprimento de onda de 245
nm (CAMPOS et al., 2009).

4.5.2 Vitamina E

Foi investigada a ocorréncia e concentracdo de a-, -, y- e - (alfa, beta, gama e delta)
tocoferois e tocotrienois nas farinhas (PINHEIRO-SANT’ANA et al., 2011). Para extragao,
foram pesados cerca de 10 g de amostra previamente homogeneizada em processador de
alimentos. Em seguida, foram adicionados 4 mL de &4gua deionizada aquecida
(aproximadamente 80°C), 5 g de sulfato de sédio anidro, 10 mL de isopropanol € 1 mL de
hexano contendo 0,05% de BHT e 25 mL de solucdo solvente (hexano:acetato de etila, 85:15,
v/v), sendo essa mistura triturada e filtrada a vacuo.

ApOs a extracdo e filtracdo, o residuo retido no filtro foi lavado com 15 mL de solugéo

solvente e este transferido ao tubo de trituracdo onde a etapa de extracdo foi repetida
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adicionando-se 5 mL de isopropanol e 30 mL de mistura solvente, com posterior
homogeneizagdo e filtracdo a vdcuo. O residuo foi novamente lavado com 5 mL de mistura
solvente, evaporado em rotavapor, utilizando temperatura de 70°C e transferido para balao
volumétrico, sendo o volume completado com solucao solvente para 25 mL.

Ap6s a completa homogeneizacao do extrato, uma aliquota de 5 mL foi evaporada em
gds nitrogénio e armazenada em vidros ambar hermeticamente vedados em temperatura de -
5°C, até o momento da andlise cromatografica. As andlises dos tocoferdis e tocotriendis foram
conduzidas por CLAE, utilizando-se as seguintes condi¢des cromatogréficas: detector de
fluorescéncia (290 nm de excitagdo e 330 nm de emissdo); coluna LiChrosorb (Si60
Phenomenex 250 x 4 mm, 5 pym) munida de coluna de guarda (Phenomenex silica, 4 mm x 3
mm); fase movel — hexano: isopropanol: dcido acético glacial (98,9:0,6:0,5, v/v/v); fluxo da
fase movel: 1,0 mL/min. Apds extracdo, as aliquotas das amostras secas em nitrogénio foram
redissolvidas em 2 mL de hexano e filtradas por meio de unidades filtrantes com porosidade de
0,45 um. As andlises foram realizadas injetando-se de 5 uLL a 50 uLL para detec¢@o dos diferentes
compostos da vitamina E nas farinhas (PINHEIRO-SANT’ANA et al, 2011).

4.5.3 Carotenoides

O processo de extracdo dos carotenoides foi realizado de acordo com Rodriguez-
Amaya et al. (1976). Cerca de 3g de amostra foram triturados em 60 mL de acetona refrigerada
(dividida em trés volumes de 20 mL) por aproximadamente 5 minutos. O material foi filtrado
a vacuo em funil de biichner utilizando-se papel de filtro. Em seguida, o filtrado foi transferido,
aos poucos, para o funil de separacdo, onde foram adicionados 50 mL de éter de petrdleo
refrigerado, visando a transferéncia dos pigmentos da acetona ao éter. Cada fracdo foi lavada
com 4dgua destilada trés vezes, retirando toda a acetona. Foi acrescentado sulfato de sédio anidro
ao extrato em éter de petrdleo retirando o residuo de 4gua restante, evitando prejudicar a
evaporacao do material. A concentra¢do do material foi feita por evaporagdo do extrato em éter
de petréleo usando evaporador rotativo em temperatura de 35°C. Os pigmentos foram, entdo,
redissolvidos em quantidade conhecida de éter de petréleo (25 mL) e armazenados em frascos
de vidro ambar em congelador (em torno de -5°C), at€ o momento da andlise.

As andlises foram realizadas por CLAE. Para analise, uma aliquota (2 mL) do extrato
armazenado em éter de petrdleo foi evaporada sob fluxo de nitrogénio e, em seguida, recuperada
na mesma quantidade de metanol e filtrada em unidade filtrante de 0,45 um. Foram injetados
50 pL de extrato. As andlises de carotenoides seguiram as condi¢cdes cromatograficas

desenvolvidas por Pinheiro-Sant’Ana et al. (1998), sendo: coluna cromatografica RP-18;
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detector de arranjos de diodos; fase mével — metanol:acetato de etila: acetonitrila (80:10:10);
fluxo da fase mével: 2,0 mL/minuto; tempo de corrida: aproximadamente 12 a 15 minutos. Os
cromatogramas foram lidos em comprimento de onda de 450 nm.
4.5.4 Riboflavina

A extracdo e andlise de riboflavina foi conduzida de acordo com Pinheiro-Sant’ Ana
(1999), com modificagdes. Cinco gramas de cada farinha foram pesados e adicionados de 50
mL de acido cloridrico 0,1 N. As amostras foram trituradas em microtriturador e hidrolisadas
em autoclave a 121°C por 30 min. A mistura foi resfriada e o pH foi ajustado em pHmetro com
auxilio de agitador magnético para 4,0-4,5 com cerca de 3 mL de acetato de sdédio 2M. 5 mL
de Clara-diastase 6% foram adicionados e a mistura foi incubada em banho-maria por 3 h a
50°C50°C, em seguida seu volume foi completado para 100 mL com dgua destilada. As
amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm (2.800 g) por 25 min e, em seguida, filtradas em
filtro de papel. A detec¢do riblofavina foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando as seguintes condi¢des cromatograficas: coluna cromatografica RP-18 (250
x 4 mm); detector de fluorescéncia; fase movel composta por 34% de metanol + 65% de dgua
+ 1% de acido acético (contendo 0,005 M de 4cido heptanosulfonico); tempo de corrida:
aproximadamente 10 minutos.
4.5.5 Niacina (B3)

A extracdo e andlise de niacina foi realizada conforme proposto por Pinheiro-Sant’ Ana
(1999) com modificacdes. Uma amostra de 5g das farinhas de inseto foi pesada e adicionada de
cerca de 75 mL de H>SO4. As amostras foram homogeneizadas em microtriturador e
autoclavadas a 121°C por 60 min. A mistura foi resfriada em banho de gelo e o volume
completado para 100 mL com dgua destilada. As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por
25 min, filtradas e injetadas para analise. A detec¢do de 4cido nicotinico foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando as seguintes condi¢oes
cromatograficas: coluna cromatografica RP-18; detector de fluorescéncia; fase médvel —
acetonitrila:dgua (5:95); fluxo da fase movel: 0,8 mL/minuto; tempo de corrida:
aproximadamente 20 minutos. Os cromatogramas foram lidos em comprimento de onda de 261
nm.
4.6 Potencial de contribuicio segundo a recomendacao diaria de nutrientes

O potencial de contribui¢do das farinhas de insetos para o atingimento das

recomendacdes didrias de proteinas, carboidratos, fésforo, potassio, cdlcio, magnésio, cobre,

ferro, zinco, manganés, sédio, cromo, vitamina C, vitamina E e niacina foi estimado com base
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nas Recommended Dietary Allowance (RDA), para mulheres e homens adultos com idade entre
19 e 30 anos (IOM, 2001; IOM, 2005; IOM, 2011).
4.7. Determinacao dos compostos fendlicos totais
4.7.1 Obtencao dos extratos

Para preparo dos extratos, foram utilizados 2 g das amostras em base imida. Foram
adicionados as amostras 20 mL de solucdo de extracdo composta de acetona: dgua (70:30, v/v),
sendo a mistura submetida a agitagao em banho metabdlico (DUBNOFF modelo MA-093) (180
rpm), em temperatura ambiente por 2 horas. As amostras foram centrifugadas (Multi-purpose
centrifuge, NF 1200/1200R, 14000 rpm), por 15 minutos. As fracdes do sobrenadante foram
filtradas em papel de filtro e os volumes completados para 20 mL. Os extratos foram
armazenados em frascos ambar e armazenados em freezer a -18 °C. Aliquotas dos extratos
foram utilizadas nos testes antioxidantes e para a estimativa do contetido de fenodlicos totais.
4.7.2 Estimativa da concentracao de fendlicos totais

A concentragdo de fendlicos totais nos extratos foi estimada utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia proposta por Singleton et al. (1999). Foram
adicionados em tubos de ensaio 500 puL do extrato, 500 puL de reagente de Folin-Ciocalteau a
20% diluido em dgua (Sigma-Aldrich, Alemanha) e 500 pL de solu¢do de carbonato de sédio a
7,5% (diluido em dgua). Foi realizada a agitacdo em voértex (Bio Vortex V1 BIOSAN®) e, em
seguida, a amostra foi deixada para reagir por 30 minutos. A absorbancia foi lida em
espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolugdo 60S, EUA), em comprimento de onda de 765
nm. Uma curva analitica foi construida a partir da leitura da absorbancia de solu¢bes com
diferentes concentracdes (0,005-0,10 mg/mL) de acido gélico (Sigma-Aldrich, Alemanha). Os
resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de 4cido gdlico por grama de
amostra (mg EqAG/g de amostra).
4.7.3 Determinacio da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante das amostras foi determinada a partir do extrato preparado
para a andlise de fendlicos totais, utilizando o método do radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-
hidrazila) (BLOOR, 2001). Uma aliquota de 100 pL do extrato foi adicionada de 1500 pL de
solucdo metandlica de DPPH (Sigma-Aldrich, Alemanha) 0,1 mM (1,0 mL). Foi realizada a
agitacdo em vortex e, em seguida, o extrato foi deixado em repouso por 30 minutos, ao abrigo
da luz. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (ThermoScientific, Evolution 60S, EUA)

a 517 nm e os resultados foram expressos em mmol trolox/g.
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4.8 Determinacao e quantificacao de aminoacidos

As andlises dos aminodcidos presentes nas amostras foram realizadas no laboratério
de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos. O perfil de aminodcidos
foi determinado de acordo com os métodos 994.12/2000 (AOAC 2000) e Liu et al. (1995). Para
a determinagdo dos aminodcidos foram feitas duas hidrdlises: dcida e dcida com prévia oxidagdo
com 4cido permorfico. As hidrélises foram conduzidas em ampolas de vidro seladas sob vacuo
e mantidas a 110 °C por 20h, em seguida aminodcidos sulfurados e os resistentes a hidrélise
acida foram derivatizados com 6- aminoquinolil-succimidil-carbamato (AQC). As andlises
foram realizadas por Cromatogréfica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de
fluorescéncia acoplado de coluna de separacdo de fase reversa. Os dados foram expressos em
g de aminoécido em 100 g de amostra.

O escore de aminodcidos para cada aminoécido essencial foi calculado com base no
padrao sugerido de requisitos de aminodcidos pela FAO para adultos (FAO, 2011). O
aminodcido com a pontuagdo mais baixa indica o primeiro aminoécido limitante.

O escore quimico de aminodcidos foi calculado usando a férmula:

mg aminoacido em 1 g de proteina no alimento

Escore de aminoacidos = — - —
mg de aminoacido em 1 g de proteina de referéncia

4.9 Digestibilidade proteica in vitro

O método de queda de pH foi utilizado para avaliacdo da digestibilidade proteica in
vitro (MENDES et al., 2016). Uma soluc@o enzimética contendo as enzimas tripsina bovina
(Sigma-Aldrich, CAS nr. 9001-75-6, 3200-4500 units/mg protein) (2,5 mg/mL) e pancreatina
suina (Sigma-Aldrich CAS nr. 8049-47-6) (1,6 mg/mL) foi utilizada para promover a hidrolise
das proteinas.

Um volume de 50 mL de suspensao proteica foi preparado em dgua destilada (6,25 mg
de proteina/mL), ajustado para pH 8 com uma solu¢do de NaOH e submetido a agitagdo e
controle de temperatura (37°C). Uma aliquota de 5 mL da solug@o enzimatica foi adicionada a
suspensdo protéica e mantida a 37°C em banho-maria. A diminuicdo do pH foi aferida apds 10
minutos usando um pHmetro digital. O calculo de digestiblilidade foi realizado de cordo com
equacdo proposta por Mendes et al. (2016).
4.10 Grau de hidroélise

Para a determinagdo do grau de hidrolise (GH) foi realizada a comparacao da proteina
digerida enzimaticamente com uma amostra completamente hidrolisada quimicamente. Um
miligrama de proteina da farinha de inseto foi acrescentado a 1 mL de 4cido sulftrico 2 N e

colocado em banho-maria fervente por 4 horas.
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A amostra digerida quimicamente foi adicionada a 1 mL de dgua destilada (96° C),
sonificada por 10 minutos, adicionada de 5 ug de acido tricloroacético (TCA) e centrifugado
por 30 min a 4°C e 20.000 rpm. O sobrenadante foi extraido e diluido a 1:20 para plaqueamento.

Posteriormente, a concentragdo de proteina foi determinada por Bradford Protein
Assay (BPA) (BRADFORD, 1976) usando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

O grau de hidrdlise foi calculado pela seguinte equacao:

Concentracao de proteina apds digestdao enzimatica

Grau de hidroélise = — - — — —
Concentracao de proteina apés digestao quimica

4.11 Determinacao do perfil das proteinas

A distribuicao do peso molecular das proteinas foi determinada por eletroforese em
gel de dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE). As amostras foram dissolvidas em
tampao Tris 0,1 M, adicionadas de 0,5% de SDS a 10%, agitadas em vortex e incubadas durante
cinco minutos a 90°C. As amostras foram executadas com 12% (Tris-Glicina) gel com um
marcador padrdo na faixa de 10250 kD (Biorad). A intensidade da banda das amostras foi
estimada apds a coloracao dos géis com Coomassie Brilliant blue.
4.12 Solubilidade proteica em funcao do pH

A solubilidade da proteina em funcdo do pH foi determinada como descrito por
MISHYNA et al. (2019), com algumas modificacdes. As amostras (0,2 g) foram dispersas em
dgua destilada (10 mL) e o pH foi ajustado em 3, 5, 7, 9 e 11, por meio da adi¢do de NaOH 1
M ou HCI 1 M. A dispersao foi agitada em um agitador magnético por uma hora a 40°C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3000 g por 20 min, os sobrenadantes foram
coletados para medi¢do da concentragdo de proteina usando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976). A solubilidade da proteina foi calculada como uma razao entre a proteina
solivel no sobrenadante e o contetido total de proteina no tipo de farinha correspondente.

A solubilidade proteica foi calculada pela seguinte equagao:

Solubilidade (%) = Concentracgao de proteina no sobrenadante 100
otubtilaade (/o) = Concentracao de proteina da amostra x

4.13 Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados estatisticamente usando o software IBM SPSS 22.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia
unidirecional (ANOVA) determinando diferencas significativas entre as médias pelo teste de
Tukey (p <0,05). Para a comparagao intra espécie de acordo com o estdgio de desenvolvimento,
foi conduzido o teste t de Student para amostras independentes. A variabilidade média dos

dados foi indicada pelo desvio padrao.
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6 RESULTADOS
6.1 ARTIGO 1:

Digestibility and quality of edible insect proteins: A systematic review of in vivo studies

Edible insects can be considered a potential food source to respond to global food security
concerns in a sustainable manner and in sufficient quantities to feed the world's growing
population. However, there is no consensus on its quality and biological protein value.
Therefore, we reviewed in vivo studies that evaluated parameters related to the consumption of
edible insects in order to clarify their potential as a source of high quality protein. We searched
PubMed/MEDLINE, Scopus, Web of Science, and Embase databases, and analyzed only
original studies, according to the PRISMA guidelines. The included studies were limited to
those that evaluated protein quality in rats or mice. A total of 10 studies were selected. Most
studies found weight gain equal to or greater than the observed in the control group. The values
for food intake, net protein ratio (NPR), and biological value (BV) were also similar to those in
the control group. True digestibility (TD) and protein efficiency ratio (PER) were mostly lower
in animals fed with insects, and higher nitrogen excretion was observed. Due to the high
heterogeneity of the results of this systematic review, it cannot be concluded that the insects
have high protein quality, although positive results regarding weight gain and biological value

have been found. This study is registered with Prospero number CRD42022345824.

Keywords: protein quality; digestibility; edible insects; entomophagy
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1. Introduction

A global concern about imminent issues related to the production of food in a
sustainable way and in sufficient quantity to feed the entire world population. Demographic
studies point to an increase in the world population to 9.6 billion by 2050!!!. Thus, food, mainly
those sources of protein, needs increase considerably in the coming years!?!,

Dietary proteins provide amino acids for the synthesis of plasma proteins, which are
essential for maintaining osmotic balance and immunity and transporting substances. Proteins
also play an important role in the synthesis of enzymes and hormones. In view of the nutritional
and physiological importance of proteins and their amino acids, there has been growing interest
in identifying alternative protein sources that meet the indispensable amino acid requirements
(IAA) of humans and animals®!.

In this sense, edible insects can be considered a potential food source to respond to
global food security concerns, as well as a good alternative to meet the increased demand for
proteins!" #1. In addition, the act of consuming insects as a food source (entomophagy) may
have advantages related to the high nutritional value of insects and their protein content!: ©!.
However, there is a need to qualify them as a source of high quality protein, through the
evaluation of their bioavailability, amino acid profile, and protein digestibility.

Although insect proteins have been studied frequently, there is no consensus on their
quality or biological value. Therefore, we reviewed in vivo studies that evaluated parameters
related to the consumption of edible insects in order to clarify their potential as a source of high

quality protein.

2. Methodology
2.1 Protocol and registration

This systematic review was guided by the following question: “Do insect proteins have
high protein quality and digestibility?”. This review was developed in accordance with the
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines!”..
The systematic review protocol used in this study was registered in the International Prospective

Register of Systematic Reviews (PROSPERO).

2.2 Eligibility criteria
This review included studies that evaluated in vivo parameters related to the digestibility

and quality of proteins from edible insects. The following criteria were used to exclude articles:
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review articles, book chapters, studies that did not assess parameters of interest and studies
carried out with birds, fish, and swine. The participants, intervention comparators, results, and

study design criteria (PICOS) adopted in this study are shown in Table 1.

Table 1. PICOS criteria for the inclusion of studies.

Parameter Inclusion criteria

Population In vivo studies using rats and mice.

Intervention or exposure Ingestion of edible insects as a partial or total source
of protein

Comparison Control (without intervention)

Outcome DIAAS (Digestible Indispensable Amino Acid Score,

Protein Efficiency Ratio (PER), In Vivo Apparent
Protein Digestibility (AD), protein digestibility,
protein digestibility corrected for amino acid score
(PDCAAS) true digestibility (TD), Net protein
utilization (NPU) and Biological value (BV).

Study design Experimental studies

2.3 Search

Various electronic databases, including MEDLINE (via PubMed PubMed/MEDLINE
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Scopus (https://www.scopus.com/home.uri), Web of
Science (https://www.webofknowledge .com) and Embase (https://www.embase.com) were
searched to find all available articles on the topic published to date. There was no restriction

regarding the language and publication date of the researched articles.

Besides, the snowball method was used to find additional articles. The reference list or
citations from the selected articles were used to identify other relevant studies. Then, the
selected works were compared, and differences were resolved in consultation between the

authors. The last search date was May 8§, 2022.

Combinations of the following search terms were used: protein digestibility, protein
quality, edible insect, true protein digestibility, net protein retention, true digestibility, nitrogen
balance, digestible indispensable amino acid score and protein digestibility corrected amino
acid score. Details on the research strategy are provided in the supplemental material (Table

S1).


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/digestible-protein
https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/digestibility
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The filters of the PubMed/MEDLINE platform were constructed through a hierarchical
distribution of MeSH (Medical Subject Headings) terms. These filters were adapted for surveys

on the Scopus platform, Web of Science and Embase.

2.4 Selection of studies

Six authors (KAD, LAO, SMSP, LCOSV, MB) independently selected eligible studies
after reviewing their titles and abstracts. The level of agreement between the authors was
assessed using the kappa index (kappa= 0.95). After reading titles, abstracts and full-text
analysis, we included all studies performed in vivo that evaluated parameters related to the

quality and digestibility of edible insect proteins.

2.5 Data extraction

After selecting the included studies, data from the publications were extracted using
standardized information, such as the name of the authors, year of publication, the country
where the study was performed, insect used, animal model, study protocol, follow-up,
intervention characteristics and primary and secondary outcomes. After the data extraction step,

the researchers compared the data to ensure integrity and reliability.

2.6 Risk of Bias

The quality assessment of the included studies was independently performed by the
authors, using the SYRCLE Risk of Bias (RoB) methodology!®. The SYRCLE checklist
consists of 10 items to assess different types of bias (attrition bias, selection bias, detection bias,
reporting bias, performance bias and other biases). Possible answers for each item are yes, no,

and not clear, which indicate low risk, high risk and unclear risk of bias, respectively.

2.7 Data analysis
All studies reviewed in this article were summarized in a standard data extraction model,
according to the main characteristics and results obtained (Table 2). The studies were

chronologically ordered by year of publication.

2. Results
3.1 Selection of studies
Flowchart with the number of articles selected and excluded at each stage was built
according to PRISMA guidelines (Figure 1). After searching PubMed, Scopus, Web of Science
and Embase, we identified 1750 articles. Subsequently, 671 duplicates were removed, resulting

in 1079 articles, of which 1067 were excluded after the titles and abstracts were read. After
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reading full text, we excluded 2 articles that did not evaluate the parameters of interest, namely,

growth performance and weight gain, protein digestibility and efficiency, feed efficiency

coefficient, nitrogen excretion, and amino acid profile. In addition, we performed a citation

search to identify other relevant studies and included two articles that met the eligibility criteria.

Finally, 10 articles were included in this review.

Identification of studies via databases and registers

Identification of studies via other methods

Screening

]

Included

Records identified through
databases (n=1750)

Pubmed (n=265)
Scopus (n=723)

Web of Science (n=570)
Embase (n=192)

Records removed before
screening:

Duplicate records removed
(n=671)

l

l

Records identified from:
Citation searching (n=3)

Records screened
(n=1079)

Records excluded
(n=1067)

|

!

Reports assessed for eligibility
(n=10)

Reports excluded:
Not evaluation parameters of
interest (n=2)

Reports sought forretrieval
(n=4)

Reports not retrieved
(n=2)

!

!

Reports assessed for eligibility
(n=2)

[

Studiesincluded in review
(n=8)
Reports of included studies
(n=2)
Total (n=10)

Reports excluded:
(n=0)

Figure 1: PRISMA diagram. Different phases of the selection of studies for conducting qualitative

and quantitative analyses. Flow diagram of the systematic review literature search results.
Based on [18] Systematic review
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3.2 Characteristics of the included studies

The 10 studies that compose this review investigated 387 animals, including rats and
mice, aged 3 to 7 weeks. Sample size ranged from 18 to 70 animals, and the intervention time
ranged from 9 days to 4 weeks. The included studies (n=10) were carried out in nine different
countries, namely, Korea, Zimbabwe, Denmark, Belgium, Russia, USA, Nigeria, Lithuania,
and Brazil.

Regarding the animal model used in the studies, most used rats (n=9; 90%) 1161, Only
one study was carried out with mice (n=1; 10%)!'"). Most studies used male animals (n=9;
90%)'% 161 and only one study (10%) was carried out with mice of both sexes!!”. The main
characteristics of the studies were chronologically organized by year of publication, starting
from the first published article.

In all included studies (n=10, 100%), test groups were offered crushed insects mixed
with other ingredients of the diet, as a source of protein. Regarding the control group, all studies
included used casein as a protein source, with the exception of Jensen et al., (2019)!'%, who did
not include a control group. Five studies (50%) evaluated only one type of insect and another
five studies (50%) evaluated more than one type of insect in the same study. Thus, the following
insects were studied: Imbrasia belina, Locusta migratoria, Encosternum delegorguei,
Alphitobius diaperinus, Acheta domesticus, Clanis bilineata, Gryllus assimilis, Melanoplus
foedus, Macrotermes nigierensis, Macrotermis belicosu, Cirina forda and larvae of Allomyrina
dichotoma, Hermetia illucens, Oryctes rhinoceros, Imbrasia belina larvae, Rhynchophorus
pheonicis, and Tenebrio molitor.

The protein content found in the insects ranged from 22.06 to 75.5% in relation to their
dry weight. The lowest protein content was found by Ekpo (2011)!'®! for Rhynchophurus
phoenicis larvae (22.06%). Tenebrio molitor larva presented the highest protein content among
the insects studied (75.5%)!"".

Most of the included studies used insects in their entirety. Three studies (37.5%) applied
some type of processing!® %1 like Traksele et al. (2021)°! that used defatted larvae biomass.
Jensen et al. (2019)!'9, applied seven different treatments to the insects Alphitobius diaperinus
and Tenebrio molitor, namely: freeze-dried, defatted, extruded, formic acid hydrolysed,
industrial-dried, vacuum-dried and addition of an enzyme blend to the freeze-dried product.
Finally, Poelaert et al. (2018)!'!!, compared not heated insects with heat treatment insects in an

oven or autoclave.
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3.3 Food intake and performance growth

Four studies included in this systematic review found no differences in weight or body
weight gain between the animals in the control group that received casein and the animals that
received insects as a source of protein in the diet!®® !> "I In contrast, two studies reported less
weight gain in the test group!'> 1%, and one study observed that the control diet allowed better
results for animal growth performance, as highlighted by the higher daily weight gain and the
lower feed conversion ratio''l. Thus, animals fed Acheta domesticus and Tenebrio molitor
presented lower growth performance rate!!!l.

In contrast, Inje et al. (2018)!'* and Xia et al. (2012)!3) observed greater weight gain in
rats fed protein derived from crickets and Clanis bilineata larvae, respectively, compared to the
control group. In the experiment by Choi et al. (2020)*’, food intake of the test group was higher
than that of the control group. However, most studies have not reported significant differences
in food consumption between insect-fed and standard diet groups''> !> 71 while Ekpo (2011)!!
observed lower feed consumption among rats fed diets composed of Oryctes rhinoceros,
Imbrasia belina, and Macrotermes bellicosus.

In the study by Chagwena et al. (2019)!"”), animals fed with insects and the control group
presented similar protein intake. On the other hand, Xia et al. (2012)['%!, observed that the test
group achieved higher protein intake (16.8g/day) when compared to the control group
(12.9¢g/day).
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References Country Insect Animal model Protein dosage Study protocol Follow-up Main results
Ekpo, K.E., 2011 Nigeria Oryctes rhinoceros 36 male albino 10% (n=6/group) 28 days | Weight gain
larva, Imbrasia rats (Wistar
belina larva, strain) G1: Control (casein); —NPR, PER, TD
Macrotermis 23 days old G2: Protein-free diet;
belicosus and G3:  Oryctes rhinoceros 1ALT and AST (G4 vs. G1)
Rhynchophorus larva; > ALT and AST (G2, G3, G5 and G6 vs.
pheonicis larva. G4: Imbrasia belina larva; G1)
G5: Macrotermis belicosus;
G6: Rhynchophorus
pheonicis larva.
Xiaet al., 2012 USA Clanis bilineata 18 male Wistar 10% (n = 6/group) 10 days 1 Protein intake
rats 1 Body weight gain
3 weeks of age G1: Control (casein); 1 Essential amino acids
G2: Protein free diet. — NPR, TD and NB
G3: CBP (Clanis bilineata
protein).
Inje et al., 2018 Nigéria Gryllus assimilis, 36 young male 10% (n = 6/group) 28 days 1 Body weight
Melanoplus foedus, albino rats 1 PER (cricket vs casein)
Macrotermes 3 to 4 weeks of G1: Control (casein); | PER (G3, G5, G6 vs. G2 and G4)
nigierensis, and age G2: Protein-free diet; 1| NPR (G5 vs. G2)
Cirina forda G3: Gryllus assimilis; > NPR (G3, G4 and G6 vs. G2)

G4: Melanoplus foedus;
G5:Macrotermes
nigierensis;

G6: Cirina forda.

1 TD (G3, G4, G5 and G6 vs. G2)

1 TD (G5 vs. G3, G4 and G6)

« NPU

1 Biological value

TALT and AST (G4 and G5 vs. G1)
«— ALT and AST (G3 and G6 vs. G1)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gryllus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/melanoplus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/macrotermes
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gryllus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/melanoplus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/macrotermes

Poelaert et al., 2018 Belgium

Chagwena et al., 2019  Zimbabwe

Jensen et al., 2019 Dinamarca

House crickets

(Acheta domesticus)

and the larvae of
mealworms
(Tenebrio molitor).

Imbrasia belina,
Locusta migratoria,
and Encosternum
delegorguei.

Alphitobius
diaperinus and
Tenebrio molitor

70 male rats
Sprague-Dawley

24 males and
females mice
Balb C
3 weeks old

48 male rats
Sprague-Drawley

10%

8%

10%

(n = 7/group) 19 days
G1: Control (casein);
G2: Protein-free diet;
G3: AD NH (not heated);
G4: AD OC150 (oven-
cooked at 150 °C for 30
min);
G5: AD 0OC200 (oven-
cooked at 200 °C for 10
min);
G6: AD ATC (autoclaved
for 25 min);
G7: TM NH (not heated);
G8: TM OC150 (oven-
cooked at 150 °C for 30
min);
G9: TM O0OC200 (oven-
cooked at 200 °C for 10
min);
G10: TM ACT(autoclaved
for 25 min);

(n = 6/group) 20 days
G1: Control (casein);
G2: I. belina;
G3: L. migratoria;
G4: E. delegorguei.

(n=4-6/group) 17 days
G1: TM freeze-dried

G2: AD freeze-dried

G3: AD defatted

G4: AD enzymes

G5: AD extruded A.

G6: AD hydrolysed A

| Performance growth
| AAS

J PER

1 Feed conversion ratio
| TDP

| Nitrogen retention

<> Feed intake

<> Protein Intake

<> Total weight gain

| PER

<> Feed Intake

< Nitrogen consumed
< Nitrogen dried feces
| Apparent digestibility
—Body weight

— NB

< Apparent and true crude protein

digestibility.
< Biological value
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Choi et al., 2020 Korea Allomyrina 24 male rats
dichotoma larva Sprague Dawley
4 weeks old
Tyshko et al., 2021 Russian Hermetia illucens 28 male rats
larva Wistar

25 - 50 days old

Traksele et al., 2021 Lituania Hermetia illucens 27 male albino
larva rats

Araujo et al. 2021 Brazil Gryllus assimilis 40 male Fisher
rats

21-23 days old

20%

12%

10%

10%

G7: AD industrial-dried
G8: AD vacuum-dried

(n = 8/group)

G1: Control (casein);

G2: Protein free diet;

G3: Allomyrina dichotoma
larva.

(n=14/ group)

G1: Control (casein);
G2:  Hermetia illucens
larvae.

(n =9/goup)

G1:Control (casein);
G2 Protein free diet;
G3:Dried low-fat Hermetia
illucens larva.

(n=8/group)

G1:Control (casein);

G2 Protein free diet;

G3: Gryllus assimilis;

G4: Gryllus assimilis +
methionine;

G5: Gryllus assimilis +
wheat bran.

28 days

25 days

9 days

14 days
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1 Food intake

< Body weight

| FER

— PER

«~ TD

< Liver kidney, spleen and lymph node
weight

> ALT and AST

< Body weight

| NPU

1 TD

<> Biological Value

< PER, NPR

1 Nitrogen excretion

— Weight gain

> Feed intake, protein intake and nitrogen
intake

L TD

> Food intake

| Weight gain

| TD

| NPR

| NPU

—Serum total protein, Albumin, ALT,
AST, urea

1 Creatinine

| Glucose

TM: Tenebrio molitor; AD: Acheta domesticus; ATL: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; HLM: housefly larvae meal; PER: Protein Efficiency Ratio;
BV: biological value; NPR: Net protein ratio; NB: Nitrogen Balance; NPU: Net protein utilization; AAS: Amino Acid Score; PRE: Protein retention efficiency. TD: True

digestibility; FER: Feed conversion ratio; TDP: true protein digestibility.
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3.4 Protein quality

Data on daily food intake, animal weight gain, protein intake, and nitrogen excretion in
feces and urine were used to measure the feeding efficiency of insects. The protein efficiency
ratio (PER) is calculated by weight gain or loss in relation to protein intake and reflects the
protein digestibility and amino acid bioavailability of a test protein. In two studies, the control
protein had a higher PER, compared to the diets with the addition of insects!!! 171, Ekpo
(2011)1% and Inje et al. (2018)!'*! found similar results when evaluating the protein quality of
4 insects. In both studies, most evaluated insects presented reduced PER values, except for
Rhynchophorus phoenicis larvae and Gryllus assimilis, in which the PER value found was
higher than that of casein. The protein efficiency ratio did not differ from the casein-containing
control diet in only one study®!.

Net protein ratio (NPR) is determined taking into account the average weight gain of
the animals in the test group, weight loss of the animals fed the non-protein diet and the average
protein intake. In three studies, no NPR differences were observed between animals that
consumed casein and animals in the test groups!!>'# Araujo et al., (2020) 5!, found lower NPR
values for animals fed with insects.

Most studies included (n=7;70%) evaluated the true digestibility (TD) of insect
proteins, an index that indicates how well a protein is digested. In two of them, TD did not
differ from the casein-containing control diet’®: 13!, However, most studies (n=5; 50%) observed
lower values for the test proteins!®: !+ 12 14. 15,

The biological value (BV) of proteins was investigated in three studies (n=3; 30%), two
of which found no significant difference in BV, compared to the control group!! !, One study
observed higher biological value for Cricket, Moth, Grasshopper and Termite compared to
casein!'¥!,

Net protein utilization (NPU) measures how well a protein is digested and used. Three
studies included in this review evaluated this index!!'> '* ] Inje et al. (2018)!'¥, observed that
the NPU for insects was similar to that of the casein control group, however two studies found

reduced NPU values for the control group!* 13,

3.5 Nitrogen: Intake and Excretion

Tyshko et al. (2021)!"?], observed increased nitrogen excretion in urine and feces in
animals that were fed with larval biomass of H. illucens protein equivalent, although the same
amount of nitrogen was ingested by both groups, regardless of the protein source. The study by

Poelaert et al. (2018)!!!], also found lower nitrogen retention in animals fed Acheta domesticus
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and Tenebrio molitor when compared to animals fed casein. In turn, Chagwena et al. (2019)!'7!,
found no difference in the excretion of nitrogen in the feces of the animals in the test and control

groups, nor difference in nitrogen consumption between the groups.

3.6. Amino acid profiles, PDCAAS and DIAAS

Xia et al. (2012)!3, investigated the amino acid profile of Clanis bilineata larvae meal
and compared it with the amino acid profile of milk and eggs. It was verified that contents of
the amino acids methionine, cysteine, tyrosine, and histidine of the larvae of Clanis bilineata
were higher than those found in milk and eggs. Furthermore, the content of arginine, a
conditionally essential amino acid, was comparable to that found in eggs, but higher than that
of milk. In addition, the levels of essential and conditionally essential amino acids and the ratio
between essential and total amino acids of CB larvae were higher than those found in eggs and
milk.

Only one of the included studies performed amino acid score (AAS). Poelaert et al.
(2018)"'Y, observed lower AAS among the animals that received Acheta domesticus or
Tenebrio molitor, compared to the animals that received casein.

Protein quality can be routinely assessed using the protein digestibility-corrected amino
acid score (PDCAAS) value, obtained by multiplying the smallest AAS by the true protein
digestibility measured in rats!'8). The study by Poelaert et al. (2018)!'!!, demonstrated that the
PDCAAS values of Acheta domesticus and Tenebrio molitor were 83.9% and 86.4%,
respectively. On the other hand, Tracksale et al. (2021)!®!, found a lower percentage of
PDCAAS (75.21%) in larvae of Hermetia illucens L.

According to Inje et al. (2018)!#], the highest value of PDCAAS, 73%, was found for
Gryllus assimilis, Cirina forda, Melanoplus foedus and Macrotermes nigeriensis presented
PDCAAS values equal to 42%, 46%, and 42%, respectively.

Tyshko et al. (2021)!!?, carried out a study on the composition and calculation of
digestible indispensable amino acid scores (DIAAS). It was observed that H. illucens protein
presented a relatively high content of histidine, threonine, valine, isoleucine and leucine
(DIAAS>100), besides being a source of sulfur amino acids - methionine and cysteine
(DIAAS=86) and lysine (DIAAS=97). In turn, Traksele et al. (2021)%, found a percentage of
73% for DIAAS for larvae of Hermetia illucens L.
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3.7 Processing effects

When comparing different forms of processing, Jensen et al. (2019)11%! detected no
differences in the final weight, ingestion, and excretion of nitrogen in urine and feces of animals
fed with Tenebrio molitor and Alphitobius diaperinus between the different products
developed.

Furthermore, the apparent and true digestibility revealed no differences between the
experimental groups, and TD ranged from 91 to 94% in this study. The PDCAAS of lyophilized
Tenebrio molitor was lower than that of Alphitobius diaperinus under the same treatment.
Among the different treatments on Alphitobius diaperinus, the sample with industrial-dried
treatment presented PDCAAS rates higher than that of the vacuum-dried sample.

In a study by Poelaert et al. (2018)!'!!, the diets formulated with insects that underwent
heat treatment obtained lower PER values when compared to insect diets without heat
treatment. Furthermore, the heat treatment caused a greater reduction in PER in Tenebrio
molitor diets than in the Acheta domesticus diet.

It was also observed that, when compared to each other, the unheated Tenebrio molitor
provided better protein digestibility coefficients (APD and TPD) than the unheated Acheta
domesticus. The protein digestibility and nitrogen retention of Tenebrio molitor were more
affected by heat treatment than Acheta domesticus. Besides, the heat treatments applied caused
greater reduction in the values of PDCAAS of Tenebrio molitor, compared to Acheta

domesticus.

3.8. Other aspects: toxicity, general condition of the animals, and weight of the organs

Four studies evaluated the toxicity related to the consumption of insects as a protein
source in the diet through the levels of alanine transaminase (ALT) and aspartate transaminase
(AST), which provide information about liver function. Choi et al. (2020)), and Araujo et al.
(2019)1! evaluated the consumption of Allomyrina dichotoma larvae and Gryllus assimilis,
respectively, and reported no significant differences in ALT and AST enzymes. This result
indicate levels of hepatocellular function, concluding that there was no liver damage compared
to the control group. On the other hand, Ekpo (2011)!'5 and Inje et al. (2019)!'®! found higher
levels of these enzymes when they fed IB, thermite and grasshopper to the animals.

Three studies evaluated qualitative characteristics regarding the general condition of the
animals!!® 12161 There were no differences in any of them related to the appearance, coat quality

or behavior of the animals between the groups that received diet containing insects and standard
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diet with casein. The animals appeared healthy, agile and did not exhibit any unexpected
behavior.

Three studies evaluated the weight of the organs!® 4 1 No differences were found in
the weight of spleen, lymph nodes, heart or lung between the animals fed with proteins and
those fed with insects. Liver weight differed in the study by Ekpo (2011)!%, which directly

correlated with feed intake in the test group.

3.9 Risk of bias

Out of the studies included in this systematic review (n=10), all baseline characteristics
(gender, age, and initial weight of the animals) were cited in three studies (n=3, 37.5%). In none
of the studies, the allocation of animals was described in detail. Only two studies mentioned
whether the allocation of animals to treatment groups was performed randomly (n=2, 25%). In
addition, none of the studies reported the blinding of the investigators involved in the research

(Figure 2).
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Figure 2. Risk of bias summary: review of authors’ judgments about the risk of bias item for
each included study. The items in the Systematic Review Centre for Laboratory Animal
Experimentation (SYRCLE) risk of bias assessment were scored with “yes” indicating low risk
of bias, “no” indicating high risk of bias, or “unclear” indicating that the item was not reported,
which resulted in an unknown risk of bias. Green: low risk of bias; yellow: unclear risk of bias;
red: high risk of bias.
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3. Discussion

In view of the nutritional and physiological importance of proteins and their amino
acids, there has been a growing interest in identifying alternative protein sources that meet the
AAI of humans and animals"!. Proteins are molecules essential for life, formed by smaller units
joined by peptide bonds, the amino acids!'®!. Amino acids are building blocks for tissue proteins
and indispensable substrates for the synthesis of low molecular weight substances with great
physiological importance!?”, usually classified as nutritionally “indispensable” or
“dispensable”, according to the growth and/or nitrogen balance of animals!?!l.

Edible insects are an alternative to the increased demand for proteins, since they can be
low-carbon mass produced'. In order to gather available evidence on the quality and biological
value of insect proteins, we reviewed in vivo studies that evaluated parameters related to their
consumption. Thus, although heterogeneous, most studies that evaluated parameters such as
body weight, food intake, NPR, and BV demonstrated that the consumption of either insect
proteins or casein maintained these indices similarly. However, negative results related to lower
TD, PER, and increased nitrogen excretion were observed when the protein source came from

insects (Figure 2).

e N ™

POSITIVE NEGATIVE
RESULTS RESULTS

Good health and general condition

© Body weight 7D

& Food intake L PER

* NPR T Nitrogen excretion

& BY y € 2

Figure 3. Impacts of using edible insects as a protein source in an animal model. NPR: Net
Protein Utilization; BV: Biological Value; TD: True Digestibility; PER: Protein efficiency
ratio.

The protein content found in the insects studied ranged from 22.06 to 75.5% in relation

to their dry weight, which allows classifying them as promising sources of proteins, comparable



53

to products of animal origin, regarding the nutritional and biological value!'?. These variations
can be attributed to several factors, including geographic and climatic conditions, the feeding
regime of insects, their metamorphic age and even the application of different forms of
processing, which are determinants of the nutrient content of edible insects??],

Insects are covered by an exoskeleton whose main component is chitin, a polysaccharide
of N-acetylglucosamine ?*!. Chitin is the second most abundant carbohydrate in nature, and
there is no consensus whether humans can metabolize it %3, However, the accessibility of
digestive enzymes and the solubility of chitin are reduced (241 due to this, negative effects of
chitin on the digestibility of proteins in insects!?>2¢!

In most of the insects studied, the value of PER was lower, compared to the control
protein. Factors such as the age of the animals, duration of the experimental period, protein

(271 Not all of the studies included in this review were not

level and sex affect the PER assay
conducted under the ideal standardized conditions, such as a four-week experimental feeding
period, diets containing 10% level of protein, with enough amounts of all other essential
nutrients or the use of male rats. All of these factors are fundamental to produce reproducible
results?”,

The net protein ratio (NPR) takes into account the weight loss of rats fed a protein-free
diet!?®]. The findings of this study were positive as they demonstrate that most studies that
evaluated NPR found no differences between casein-eating animals and the animals in the test
groups. Therefore, a net protein ratio of the insects studied resembles casein, a reference protein
as for this parameter.

The true digestibility of a protein is a reflection of the extent to which the amino acids
in a protein source are digested, absorbed and available for biological processes, which is an
important factor in the analysis of the quality of a nutritional protein. Despite the high protein
contents presented in the insects included in this review, their lower digestibility values when
compared to the casein feeding groups can be attributed to the presence of anti-nutritional
factors, such as chitin, a material resistant to digestion that can protect the protein materials
present in insects!*.,

However, although most studies observed lower digestibility values compared to the
control groups, insects were still highly digestible when compared to vegetable proteins.
Legume protein digestibility, for example, ranges from 64 to 77%. On the other hand, insect

proteins are less digestible than conventional animal protein, such as eggs and meats!?®- 3%/,
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The biological value of a protein provides a measure of how efficiently the body uses
it. The high biological value of proteins of insects observed in the studies included in this review
demonstrates that edible insects correlate with a high supply of essential amino acids!®!l.

The dietary proteins provide amino acids for the synthesis of plasma proteins, which are
necessary to maintain osmotic balance, transport substances through the blood and maintain
immunity. They also play a significant role in the activities of enzymes and hormones in the
body, which are growth promoters“‘”. Low intake leads to limited growthm]. Besides, there is
evidence that dietary protein restriction negatively affects the skeletal development of young
ratsi®3,

Growth performance and body weight can provide essential information for evaluating
the effect of including insects in the diet. Accordingly, we can highlight the results found in
most of the included studies, which did not report differences in body weight between the
animals in the control group (casein) and those in the intervention group, which received insects
as a source of protein. It demonstrates that insects can be considered a good source of protein.

In contrast, Inje et al. (2018)!'* and Xia et al. (2012)!!%! observed a greater weight gain
in rats fed protein from crickets and Clanis bilineata larvae, respectively, compared to the
control group. These findings can be explained by the greater amount of protein offered by
insects and the likely differences in the proximate composition of insect meal when compared
to the control group.

Nitrogen balance is defined as the difference between nitrogen intake and excretion and
reflects the gain or loss of total body protein. Thus, nitrogen balance is a marker indicated to
quantify the adequate protein intake**!. Jensen et al. (2019)!'” and Xia et al. (2012)!'¥ observed
no significant difference in nitrogen balance between the groups that received a casein diet and
those that received an insect meal diet. Chagwena et al. (2019)171 did not observe differences
in the consumption and excretion of nitrogen in the feces between the studied groups, which
highlights the high biological value of insect meals, as well as their potential to replace
conventional sources of protein!!> 3],

Tyshko et al. (2021)!'%, observed higher nitrogen excretion in feces and urine in the test
group when compared to the control group, which may be due to the presence of non-protein
nitrogen in the chitin of the exoskeleton of the larvae. On the other hand, Finke (2007)%,
observed a minimal amount of non-protein nitrogen content present in insects, which makes it

impossible for them to interfere with nitrogen excretion.
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It is common for edible insects to undergo some type of thermal processing before
cooking, which can increase their quality, safety, flavor, and shelf life>*!. Poelaert et al.
(2018)!'1, found lower nitrogen retention in animals fed diets composed of insects that
underwent some thermal processing. This result can be explained by the interference of such
processing in proteins, since they have the ability to denature and, consequently, reduce amino
acidsB® 371,

Due to sanitary issues, insects are rarely consumed in fresh form, but require heat
treatments!!!. As reported in the studies by Jensen et al. (2019)"%" and Poelaert et al. (2018)!'1,
heat treatments can affect protein quality, nutritional value and digestibility. This is due to the
changes in the physicochemical and structural properties of proteins, as well as the destruction
of amino acids sensitive to heat!384%!,

Another important factor is the presence of the chitin exoskeleton, which, independent
of its quantity and due to its hardness, resulting from the crosslinking of protein chains,
increasingly inhibits the digestibility of the protein present in the insect. The exoskeleton chitin
has nitrogen in its composition, which is incorrectly included in the crude protein estimation!®>
411

The PDCAAS method is also largely used to assess the quality of protein sources!'®!.
Thus, 5 articles included in this systematic review analyzed the content of amino acids present
in edible insects used in in vivo studies. Xia et al. (2012)"%), revealed that the contents of the
amino acids methionine, cysteine, tyrosine and histidine of Clanis bilineata larvae were higher
than those found in milk and eggs. Inje et al. (2018)!'4], Poelaert et al. (2018)!'!! and Tracksale
et al. (2021)[® performed the PDCAAS analysis. PDCAAS of 73% were found in Gryllus
assimilis!'"; PDCAAS of 83.9%, in Acheta domesticus; 86.4%, for Tenebrio molitor'''! and
PDCAAS of 75.21%, in Hermetia illucens L. larvae!®.

The DIAAS method, based on the ileal digestibility value of AA, is recommended by
FAO to evaluate and classify foods for protein quality, which makes it more comprehensive!!l.
Only two of the studies included in the present review evaluated the DIAAS method!® %!,
Tyshko et al. (2021)!"?), demonstrated that the H. illucens protein is characterized by a relatively
high content of histidine, threonine, valine, isoleucine and leucine (DIAAS>100); DIAAS=86
was reported for sulfur amino acids; and DIAAS=97, for lysine. On the other hand, Traksele et
al. (2021, found a DIAAS value of 73 for the larvae of Hermetia illucens L.

According to the FAO/WHO recommendation, DIAAS values >100 characterize the

content of a given amino acid as high; while DIAAS values in the range of 75-99% allow the
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protein to be attributed as a "source" of a given amino acid. For comparison purposes, the
average value of DIAAS>100 is typical, for example, for the essential amino acids of pork meat
and egg protein, and the value of DIAAS>75, for soy proteins!!?,

Thus, a comparative analysis between the amino acid composition of the insects
included in the studies of this review and traditional food products, including those related to
complete protein sources, indicates a high biological value of the protein of the insects studied.
Lower DIAAS values, which were observed in the study by Traksele et al. (2021)!®1 can be
explained by the quality of the protein. High-quality proteins, such as casein, are almost
completely digested and absorbed in the small intestine!*?!. Therefore, they have high ileal
digestibility.

The heterogeneity among the results found is the main limiting factor of this systematic
review. Although most studies aim to evaluate the protein quality of edible insects in vivo, there
is no standardization of indices for this evaluation, which complicates the comparison of the
results. In addition, few studies have evaluated the protein quality of edible insects, which
makes it difficult to group the results according to the same order or insect species. This
increases the heterogeneity of the results and makes it difficult to synthesize and understand
them.

Further experimental studies are needed to clarify the possible effects of insect
consumption as a protein source and support the findings reported to date. Thus, further
systematic reviews will be able to group, among insect species, parameters to evaluate the
quality of proteins, amino acid content, as well as biometric data, food intake and growth, so as
to broaden the understanding of their effects and beneficial potential, according to the species

to which they belong.

4. Conclusion

Due to the high heterogeneity of the results of this systematic review, it cannot be
concluded that the insects have high protein quality, although we observed the maintenance of
indices such as body weight, food intake, and NPR in most studies that evaluated these
parameters, when compared to a casein diet. On the other hand, greater excretions of nitrogen
and lower TD were found in most studies that evaluated these parameters in relation to the
consumption of insect meal as a protein source.

There are some challenges related to the characterization and evaluation of the quality

of insect meals as a protein source, as well as an index standardization and a grouping that
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facilitates the understanding of the potential of each insect species individually. The resolution
of these obstacles will make it possible to carefully evaluate the introduction of these protein
sources in the diet, the safety of their use, including possible allergies, and then possibly

extrapolate the use of these flours for human consumption.
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Data base Descriptors Items Found |Time Date
| Edible Insects: #1
115513 8:41 08/05/22
u ("("Insect" OR "Edible insect” OR "Insect, Edible"
OR "Insects As Food" OR "As Food, Insects")
Protein Quality: #2
M 27484 8:50 08/05/22
("in vivo protein quality” OR "In vivo digestibility"
¢ OR "Digestibility" OR "Protein digestibility” OR
d "Protein quality" OR "True protein digestibility" OR
"net protein retention” OR "NPR" OR "true
digestibility" OR "nitrogen balance" OR "digestible
indispensable amino acid score" OR "DIAAS" OR
"Protein digestibility corrected amino acid score"
OR "PDCAAS" OR "Feed Efficiency Ratio" OR
"Protein Efficiency Ratio")
Total: #1 and #2 265 8:52 08/05/22
Data base Descriptors Items Found |Time Date
S Edible Insects: #1
327382 9:13 08/05/22
¢ ("TITLE-ABS-KEY ( "Insect" ) OR TITLE-ABS-
KEY ( "Edible insect" ) OR TITLE-ABS-KEY (
0 "Insect, Edible" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "Insects
P As Food" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "As Food,
Insects" )
u
S
Protein Quality: #2
75571 9:17 08/05/22

( TITLE-ABS-KEY ( "in vivo protein quality" ) OR
TITLE-ABS-KEY ( "In vivo digestibility" ) OR
TITLE-ABS-KEY ( "Digestibility" ) OR TITLE-
ABS-KEY ( "Protein digestibility" ) OR TITLE-
ABS-KEY ( "Protein quality" ) OR TITLE-ABS-
KEY ( "True protein digestibility" ) OR TITLE-




ABS-KEY ( "net protein retention" ) OR TITLE-
ABS-KEY ("NPR") OR TITLE-ABS-KEY ( "true
digestibility" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "nitrogen
balance" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "digestible
indispensable amino acid score" ) OR TITLE-ABS-
KEY ("DIAAS") OR TITLE-ABS-KEY ( "Protein
digestibility corrected amino acid score" ) OR
TITLE-ABS-KEY ( "PDCAAS" ) OR TITLE-
ABS-KEY ( "Feed Efficiency Ratio" ) OR TITLE-
ABS-KEY ( "Protein Efficiency Ratio" ) )
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Total: #1 and #2 723 9:20 08/05/22
Data base Descriptors Items Found |Time Date
W Edible Insects: #1
158337 10:08 08/05/22
€ ("TS=(“Insect” OR “Edible insect” OR “Insect,
b Edible” OR “Insects As Food” OR “As Food,
Insects”)
0 Protein Quality: #2
75749 10:11 08/05/22
f TS=(“in vivo protein quality OR “In vivo
digestibility” OR “Digestibility” OR “Protein
digestibility” OR “Protein quality” OR “True protein
S digestibility” OR “net protein retention” OR “NPR”
OR “true digestibility” OR “nitrogen balance” OR
¢ “digestible indispensable amino acid score” OR
i “DIAAS” OR “Protein digestibility corrected amino
acid score” OR “PDCAAS” OR “Feed Efficiency
¢ Ratio” OR “Protein Efficiency Ratio”)
n
¢ Total: #1 and #2 570 10:15 08/05/22
e
Data base Descriptors Items Found | Time Date




o ow o = 2o

Edible Insects: #1

("'edible insect'/exp OR 'insect-based food'/exp OR
‘edible insects' OR 'insect burgers' OR 'insect foods'
OR 'insect-based burgers' OR 'insect-based dishes'
OR 'insect-based feed' OR 'insect-based feeds' OR
'insect-based feedstuffs' OR 'insect-based food' OR
'insect-based foods' OR 'insect-based foodstuff' OR
'insect-based foodstuffs' OR 'insect-based product
(food)' OR 'insects as food' OR 'mealworm-based
burgers' OR 'insect'/exp OR 'insecta’ OR 'insect' OR
'insects'

423817

10:35

64

08/05/22

Protein Quality: #2

‘protein digestibility'/exp OR 'protein quality'/exp
OR 'protein quality' OR 'protein digestion'/exp OR
‘nitrogen balance'/exp OR 'balance, nitrogen' OR
‘nitrogen balance' OR 'digestible indispensable
amino acid score'/exp OR 'diaas' OR 'digestible iaa
score’ OR 'digestible indispensable aa score’ OR
'digestible indispensable amino acid score’ OR
'digestible indispensible amino acid score' OR 'true
digestibility' OR 'true protein digestibility' OR 'net
protein retention' OR 'protein digestibility corrected
amino acid score'/exp OR 'pd-caas' OR 'pdcaas' OR
‘protein digestibility corrected aa score' OR 'protein
digestibility corrected amino acid (aa) score' OR
'protein digestibility corrected amino acid score' OR
‘protein digestibility corrected amino acid scoring'
OR 'protein digestible corrected amino acid score

14575

10:38

08/05/22

Total: #1 and #2

192

10:41

08/05/22
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6.2 ARTIGO 2:

Desenvolvimento, caracterizacio e propriedades da proteina de farinhas de Tenebrio
molitor e Gryllus assimilis em diferentes estagios de desenvolvimento

RESUMO

Diante das projecdes de crescimento acelerado da populagdo global, a entomofagia tem
sido considerada uma alternativa promissora para suprir a prevista escassez de proteina
convencional. Além de seu rico valor nutricional, os insetos possuem grande potencial como
ingredientes para fins industriais, agregando boas propriedades tecnoldgicas, vantagens
ambientais e econdmicas. O objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar farinhas de
insetos comestiveis (Tenebrio molitor e Gryllus assimilis) com potencial de uso na alimentagdo
humana em dois estdgios de desenvolvimento. As farinhas de insetos foram analisadas quanto
a sua composicdo centesimal, conteddo de minerais, atividade antioxidante, compostos
fendlicos, carotenoides, vitaminas C e E, riboflavina, niacina, perfil de aminodcidos,
digestibilidade proteica in vitro e solubilidade em funcdo do pH. As farinhas de Tenebrio
molitor e Gryllus assimilis mostraram-se excelentes fontes de proteinas, fosforo, cobre, ferro,
zinco, manganés, boas fontes de magnésio e fonte de potdssio e niacina. As proteinas
apresentaram boa digestibilidade e maior solubilidade em pH alcalino. As farinhas
desenvolvidas atenderam as exigéncias de histidina, treonina, aminodcidos sulfurados e
aminodcidos arométicos, entretanto, a lisina foi o aminodcido limitante para ambas as espécies
analisadas. O estdgio de desenvolvimento dos insetos foi capaz de influenciar seu conteido
nutricional, perfil de aminoécidos e propriedades funcionais da proteina, sendo que o Gryllus
assimilis adulto e a pupa de Tenebrio molitor se destacaram em relacdo as ninfas e larvas das
respectivas espécies. Sendo assim, farinhas desenvolvidas a partir de insetos possuem grande
potencial como ingredientes para fins industriais, agregando valor nutricional e boas

propriedades tecnoldgicas aos produtos.

Palavras chave: Entomofagia; insetos comestiveis; digestibilidade proteica; aminodacidos;

compostos bioativos.
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1. INTRODUCAO

As projecdes de crescimento populacional apontam que a populacdo mundial atingira
um total de 9,8 bilhdes de pessoas em 2050 (ONU, 2017). Estima-se ainda que, para fornecer
alimentos suficientes para toda essa populacdo, a producdo atual de alimentos precisard quase
dobrar. Além da escassez de alimentos, temas como a degradacdo das terras agricolas,
infertilidade do solo, explosdo de doengas, crise energética, aumento dos precos dos alimentos
e disparidade de recursos também tém se tornado pauta na discussdo sobre seguranca alimentar
e nutricional (NASEEM et al., 2021).

Nesse sentido, € evidente a necessidade da busca por formas alternativas e sustentdveis
de producdo de alimentos. A entomofagia, termo dado a pritica do uso de insetos na
alimentacdo, foi citado pela Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacao
como um caminho para combater questoes de inseguranca alimentar (FAO, 2009).

Os insetos apresentam composi¢ao nutricional relevante em relacdo a concentracao de
macro e micronutrientes, destacando-se seu elevado contetddo de proteinas seguido de lipideo,
fibra alimentar e cinzas (RUMPOLD; SCHLUTER, 2013; KOOH et al., 2019). Além disso, sdo
considerados boas fontes de aminodcidos indispensaveis e indispensaveis (INJE et al., 2018).
Entretanto, variacdes na composicao nutricional dos insetos sofrem influéncia de acordo com
sua espécie, método de processamento, tecnologia de cria¢do, alimentacdo e estigio de
desenvolvimento (MEYER-ROCHOW et al., 2021).

O Tenebrio molitor e Gryllus assimilis sdo dois insetos considerados alternativas
promissoras para suprir a prevista deficiéncia de proteina convencional. Devido ao notédvel
conteddo proteico, lipidico e mineral, esses insetos possuem grande potencial como futuros
ingredientes para fins industriais, agregando boas propriedades tecnoldgicas, vantagens
ambientais e econdmicas (MACHADQO; THYS, 2019; GKINALI et al., 2022;).

Diante desse cendrio, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar farinhas
de insetos comestiveis com potencial de uso na alimentacdo humana (Tenebrio molitor e
Gryllus assimilis) em dois estagios de desenvolvimento.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Insetos

Os grilos (Gryllus assimilis) e larva-da-farinha (Tenebrio molitor) utilizados foram

adquiridos em 2021, da empresa Ecological Food, localizada na cidade de Limeira, Sao Paulo.

Para analisar a influéncia da idade dos insetos em sua composi¢do, dois estigios de
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desenvolvimento de cada um dos insetos foram utilizados. Assim, para Gryllus assimilis, foram
utilizados ninfa (GN) e adulto (GA) e, para o Tenebrio molitor, a larva (TL) e a pupa (TP).
2.2 Producao da farinha

O abate e processamento dos insetos foi realizado conforme protocolo realizado pela
industria de alimentos (FRAQUEZA; COUTINHO PATARATA, 2017). Dessa forma, os
insetos foram submetidos a jejum de 24 horas para redu¢do do conteido intestinal, devido a
impossibilidade de retirar os excrementos manualmente. O abate foi realizado por reducao de
temperatura (congelamento a -18°C por 24 horas). Posteriormente, os insetos passaram pelo
processo de branqueamento para reduzir a contagem microbiana e inativar enzimas
degradativas responsdveis pela deterioracdo dos alimentos (MELGAR-LALANNE et al.,
2019). Nesse processo, os insetos foram submergidos em dgua fervente por 3 minutos e, em
seguida foram submetidos a choque térmico em 4gua resfriada por um minuto e drenados com
o auxilio de peneira (VANDEWEYER et al., 2017). Subsequentemente foram desidratados em
estufa de circulacdo de ar a 55°C por 24 horas e, em seguida, foram triturados em moinho
analitico até a obtencdo de uma farinha de fina granulagdo (Figura 1). As farinhas foram

armazenadas em freezer (-18°C) até o momento das analises.

Criacao
A 4
Por 24 horas para Je j um
excrecdo das fezes
v
Por congelamento Abate
v
Fervura por 3 minutos
seguido de choque Branqueamento
termico
A J
Em estufa em 55° Secagem
por 24 horas
A J
Triturado em moinho Processamento

analitico

Figura 1. Fluxograma de obtencdo das farinhas de insetos.
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2.3 Analise da composicao centesimal
Para determinar a composi¢do centesimal em base seca, as amostras de farinhas de
insetos foram analisadas quanto ao teor de umidade. Assim, 5 g das farinhas de insetos foram
colocadas em placas de Petri previamente secas. O teor de umidade foi determinado pelo
método de secagem em estufa (105 °C por 24 h) (AOAC, 2012). O contetdo de proteina bruta
foi determinado pelo método de ensaio Kjeldahl e expresso como g/100 g (base de peso seco).
O conteddo de lipidios totais foi determinado usando a extracdo Soxhlet de acordo com o
método 920.39 (AOAC, 2011) e expresso em g/100 g (base de peso seco). O contetddo de cinzas
foi obtido pela incineracdo das amostras em um forno mufla a 550 °C por 24 h de acordo com
o método 942.05 (AOAC, 2012) e expresso em g/100 g (base de peso seco). Os carboidratos
foram estimados por diferenca, levando em consideragdo os conteidos de umidade lipideos,
proteina e cinzas. O valor caldrico total das farinhas foi estimado considerando os fatores de
conversdo de 4 kcal/g para proteinas e carboidratos e 9 kcal/g para lipidios (BUCHHOLZ e
SCHOELLER, 2004). Todas as andlises sao relatadas como valores médios (+ desvio padrao)
de trés repeti¢cdes.
2.4 Contetido de minerais
A digestdo nitropercldrica dos elementos quimicos seguiu a metodologia proposta por
Sarruge & Haag (1974). A determinacdo dos elementos quimicos foi realizada por
espectrometria de emissdo atdmica em plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) (Perkin
Elmer, Optima 8300). Os resultados foram expressos em mg/100g em base seca.
2.4 Compostos fenoélicos totais e atividade antioxidante
Para preparo dos extratos, as farinhas de insetos foram pesadas e adicionadas de solucio
de extragdo composta de acetona:dgua (70:30, v/v), e submetidas a agitacio em banho
metabolico (DUBNOFF modelo MA-093) (180 rpm) em temperatura ambiente por 2 horas. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (Multi-purpose centrifuge, NF 1200/1200R, 14000
rpm) por 15 minutos. As fragdes do sobrenadante foram filtradas em papel de filtro e os volumes
completados para 20 mL. Os extratos foram armazenados em frascos ambar e armazenados em
freezer a -18 °C. Aliquotas dos extratos foram utilizadas na determinacdo da capacidade
antioxidante e estimativa do conteido de fendlicos totais.
A determina¢do do conteido de compostos fendlicos nas amostras foi realizada em
triplicata utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, conforme descrito por Singleton et al.
(1999). A absorbancia foi lida em espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolution 60S, EUA)

a 765 nm. A concentracdo de compostos fenolicos totais foi expressa em mg GAE/g.
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A capacidade antioxidante das farinhas desenvolvidas foi determinada utilizando o
método do radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazil) (Bloor, 2001). A absorbancia foi lida
em espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolution 60S, EUA) a 517 nm. A capacidade
antioxidante foi expressa em mmol de equivalente de trolox/g de amostra (mmol trolox/g)
(Bloor, 2001).

2.5 Percentual de contribuicao

O potencial de contribui¢do das farinhas de insetos para o suprimento das
recomendacdes didrias de proteinas, carboidratos, fésforo, potdssio, célcio, magnésio, cobre,
ferro, zinco, manganés, sédio, cromo, vitamina C, vitamina E e niacina foi estimado com base
nas Recommended Dietary Allowance (RDA), para mulheres e homens adultos com idade entre
19 e 30 anos (IOM, 2001; IOM, 2005; IOM, 2011). Para os cédlculos, uma porcao de 50 g foi
estipulada de acordo com a resolu¢do RDC n° 359, de 23 de dezembro de 2003, que determina
o tamanho de porcdes de farinhas e outros alimentos.

2.6 Vitaminas

As condig¢des utilizadas para extracao e andlise do acido ascorbico (vitamina C) foram
as otimizadas por Campos et al. (2009). A ocorréncia e concentragdo de carotenoides foram
investigadas segundo método de extrac@o proposto por Rodriguez-Amaya (2001) e analisados
segundo Pinheiro-Sant’Ana (1998). As analises das vitaminas C e carotenoides foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo por arranjo de
diodos (DAD).

A extragdo de tocoferol (a, B, 0, ) e tocotrienol (a, B, 6, y) das amostras de insetos foi
realizada de acordo com Pinheiro-Sant’Ana (2011) e de riboflavina e niacina, de acordo com
Pinheiro-Sant’Ana (1999) com modificagdes. Posteriormente a extracdo, o conteido dessas
vitaminas foi analisado por CLAE por detec¢do de florescéncia. A ocorréncia e concentragao
das vitaminas foram expressas em mg do composto por 100g de amostra.

2.7 Aminoacidos

O perfil de aminodcidos foi determinado de acordo com os métodos AOAC (2000) e
Liu et al. (1995). Os dados foram expressos em g de aminoacido por 100 g de amostra. O escore
de aminodcidos para cada aminodcido indispensdvel foi calculado com base no padrao sugerido

de requisitos de aminoacidos pela FAO para adultos (FAO, 2011).

O escore quimico de aminodacidos foi calculado usando a férmula:

mg aminoacido em 1 g de proteina no alimento

Escore de aminoacidos = — - —
mg de aminoacido em 1 g de proteina de referéncia
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2.8 Digestibilidade proteica in vitro

O método de queda de pH foi utilizado para avaliacdo da digestibilidade proteica in
vitro (MENDES et al., 2016). Uma solu¢ao enzimética contendo as enzimas tripsina bovina
(Sigma-Aldrich, CAS nr. 9001-75-6, 3200-4500 units/mg protein) (2,5 mg/mL) e pancreatina
suina (Sigma-Aldrich CAS nr. 8049-47-6) (1,6 mg/mL) foi utilizada para promover a hidrélise
das proteinas.

Um volume de 50 mL de suspensio proteica foi preparado em dgua destilada (6,25 mg
de proteina/mL), ajustado para pH 8 com uma solu¢do de NaOH e submetido a agitagdo e
controle de temperatura (37°C). Uma aliquota de 5 mL da soluc¢do enzimatica foi adicionada a
suspensdo proteica e mantida a 37°C em banho-maria. A diminuic¢io do pH foi aferida apds 10
minutos usando um pHmetro digital. O calculo de digestibilidade foi realizado de cordo com
equacgdo proposta por Mendes et al. (2016).

2.9 Grau de hidrdlise

Para a determinacdo do grau de hidrélise (GH), foi realizada a comparag¢ado da proteina
digerida enzimaticamente (t6pico 2.8) com uma amostra completamente hidrolisada
quimicamente. Um miligrama de proteina da farinha de inseto foi acrescentado a 1 mL de 4cido
sulfirico 2 N e colocado em banho-maria fervente por 4 horas.

A amostra digerida quimicamente foi adicionada de 1 mL de dgua destilada (96° C),
sonificada por 10 minutos, adicionada de 5 ug de acido tricloroacético (TCA) e centrifugado
por 30 min a 4°C e 20.000 rpm. O sobrenadante foi extraido e diluido a 1:20 para plaqueamento.

Posteriormente, a concentragdo de proteina de ambas amostras (pos-digestao quimica
e enzimatica) foi determinada por Bradford Protein Assay (BPA) (BRADFORD, 1976) usando
albumina de soro bovino (BSA) como padrio.

O grau de hidrdlise foi calculado pela seguinte equacao:

Concentracio de proteina apos digestiao enzimatica

x 100

Grau de hidroélise = — - ————————
Concentragio de proteina apés digestio quimica

2.10 Solubilidade proteica em funciao do pH

A solubilidade da proteina em funcdo do pH foi determinada como descrito
anteriormente com algumas modificagdes (MISHYNA et al., 2019). As amostras (0,2 g) foram
dispersas em 4agua destilada (10 mL) e o pH foi ajustado em 3, 5,7, 9 e 11, por meio da adi¢ao
de NaOH 1 M ou HCI 1 M. A dispersao foi agitada em um agitador magnético por uma hora a

40°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3000 g por 20 min, os sobrenadantes
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foram coletados para medi¢do da concentracdo de proteina usando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976). A solubilidade da proteina foi calculada como uma razao entre a proteina
solivel no sobrenadante e o conteido total de proteina no tipo de farinha correspondente. A
solubilidade da proteina [%] € apresentada em relagdo ao contetddo de proteina total analisado
pelo método de Kjeldahl.

A solubilidade proteica calculada pela seguinte equacao:

. Concentracao de proteina no sobrenadante
Solubilidade (%) = — . x 100
Concentracao de proteina da amostra

2.11 Determinacao do perfil das proteinas

A distribuicdo do peso molecular das proteinas foi determinada por eletroforese em
gel de dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE). As amostras foram dissolvidas em
tampao Tris 0,1 M, adicionadas de 0,5% de SDS a 10%, agitadas em vortex e incubadas durante
cinco minutos a 90°C. As amostras foram executadas com 12% (Tris-Glicina) gel com um
marcador padrdo na faixa de 10-250 kD (Biorad). A intensidade da banda das amostras foi
estimada apos a coloracdo dos géis com Coomassie Brilliant blue.
2.12 Andlises estatisticas

Todos os dados foram analisados estatisticamente usando o software IBM SPSS 22.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) determinando diferengas significativas entre as médias pelo teste de
Tukey (p <0,05). Para a comparacao intra espécie de acordo com o estigio de desenvolvimento,
foi conduzido o teste t de Student para amostras independentes. A variabilidade média dos
dados foi indicada pelo desvio padrao.
3. RESULTADOS

ApOs a secagem e processamento dos insetos, as farinhas de Tenebrio molitor e Gryllus
assimilis apresentaram coloracdo amendoada e castanho escuro, respectivamente (Figura 2).
Ambas as espécies produziram farinhas com boa aparéncia e fina granulagdo, caracteristicas

que permitem sua incorporacdo como ingrediente em diversos produtos e preparagdes.
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Figura 2. Farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor em dois estigios de
desenvolvimento. A: Farinha de pupa de Tenebrio molitor (TP); B: Farinha de larva de Tenebrio
molitor (TL); C: Farinha de ninfa de Gryllus assimilis (GN); D: Farinha de Gryllus assimilis
adulto (GA).

Foi observado elevado contetido de proteina nas farinhas de inseto desenvolvidas,
variando entre 57,36 a 67,97% de sua composigao total, seguido de seu conteudo de lipidios,
carboidratos e cinzas (Tabela 1). As farinhas desenvolvidas a partir de Gryllus assimilis
apresentaram contetido mais elevado de cinzas (4,63% para GN e 4,88% para GA) e proteinas
(67,97% para GN e 67,39% para GA), enquanto que o conteddo de lipidios (32,46% para TL e
31,21% para TP) e o valor caldrico total (546,80kcal para TL e 541,50kcal para TP) foram
significativamente maiores nas farinhas obtidas do Tenebrio molitor (Tabela 1). O contetido de
carboidratos ndo apresentou diferencas significativas entre as diferentes farinhas.

Em relacdo aos estdgios de desenvolvimento, as farinhas de Tenebrio molitor
difeririam entre si apenas no contetido de cinzas, sendo esse conteiido mais elevado na farinha
desenvolvida a partir de sua larva (TL). As farinhas de grilos diferenciam-se apenas quanto ao
contetido de umidade, sendo que a farinha desenvolvida a partir do grilo adulto (GA) apresentou
maior umidade. O conteido de macronutrientes foi semelhante entre as espécies

independentemente de seu estagio de desenvolvimento (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao centesimal de farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor em dois
estdgios de desenvolvimento

Espécie Estagio de Composic¢ao centesimal (%)
desenvolvimento Umidade Lipidios Cinzas Proteinas Carboidratos VET (Kcal)
Gryllus assimilis ~ Ninfa (GN) 3.4520,12° 22,15:0,63° 4,63048° 67,97x1,62'  523:0,66'  492,21x2,79"
Adulto (GA) 5,48+0,08%" 23,23+0,90> 4,88+0,03* 67,39+5,35%  4,48+1,23*  496,61+4,63°
Tenebrio molitor Larva (TL) 4,96+0,35* 32,46+0,31* 3,88+0,06>" 57,36+3,82°  6,28+3,49°  546,80+1,43?
Pupa (TP) 4,33+0,23> 31,21+1,05* 3,63+0,06° 57,78+1,29° 7,37+2,282 541,50+5,132

Valores expressos em base seca como média de triplicatas + desvio padrdo. Médias nas colunas seguidas por
diferentes letras mintsculas diferem entre si pelo teste ANOVA seguido de posthoc Tukey (p < 0,05). *Representa
a diferenca intra espécie em relacdo aos diferentes estdgios de desenvolvimento avaliado pelo Teste t-Student. GA:
Farinha de Gryllus assimilis adulto; GN: Farinha de ninfa de Gryllus assimilis; TL: Farinha de larva de Tenebrio
molitor; TP: Farinha de pupa de Tenebrio molitor; VET: valor energético total em 100g das farinhas.

3.2 Contetddo de minerais

Fésforo, potéssio e sédio foram os elementos mais prevalentes nas farinhas de ambos
os insetos (Tabela 2). Elevadas concentragdes de cédlcio e magnésio também foram observadas.
Contetddo maior (p>0,05) de fésforo, potdssio, cdlcio, manganés, cobre e sédio e cromofoi
averiguado em GA em relacdo as outras amostras.

Quanto as diferencgas intra espécie, as farinhas desenvolvidas com Tenebrio molitor
diferiram na concentra¢do de ferro (5,41+£0,42 mg/100g vs. 6,37+0,21 mg/100g), magnésio
(180+£9 mg/100g vs. 164+£12 mg/100g) e cromo (9+1,23 mg/100g vs. 19,6+ 1,01 mg/100g),
sendo que as pupas apresentaram maior conteido de ferro e cromo e as larvas maior conteido
de magnésio. Maiores diferencas foram encontradas nas farinhas de Gryllus assimilis, visto que
o grilo adulto apresentou maiores concentragdes de fosforo, potassio, cdlcio, magnésio, cobre,

manganés, sddio e cromo quando comparado com a ninfa da mesma espécie (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢do dos elementos quimicos de farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio
molitor em dois estigios de desenvolvimento

Gryllus assimilis Tenebrio molitor

Elementos quimicos

Ninfa (GN) Adulto (GA) Larva (TL) Pupa (TP)
Fésforo (mg/100g) 617+21° 732419% 512+32¢ 532+29¢
Potassio (mg/100g) 780+19° 820422 663+28¢ 624+23¢
Calcio (mg/100g) 149+11° 221+17* 56+3°¢ 50+3°¢
Magnésio (mg/100g) 84+6¢ 13144 18049 164+12°
Cobre (mg/100g) 2,50+0,20° 3,01£0,23% 1,45+0,09°¢ 1,63+0,11¢
Ferro (mg/100g) 8,23+0,212 8,41+0,14% 5,41+0,42¢ 6,3740,21%"
Zinco (mg/100g) 25,57+0,43% 22,07+£0,22* 11,62+1,23% 12,88+1,08"
Manganés (mg/100g) 5,61+1,02° 8,08+0,89%" 1,64+0,04¢ 1,63+0,03¢
Sédio (mg/100g) 27949,64° 340+11,09%* 12449,56¢° 116£11,07°¢
Cromo (umg/100g) 1,540,124 3743,31% 9+1,23°¢ 19,6+ 1,01%"
Molibdénio (mg/100g) nd nd Nd nd

Meédias nas linhas seguidas por diferentes letras mintsculas diferem entre si pelo teste ANOV A seguido de posthoc
Tukey (p < 0,05). *Representa a diferenca intra espécie em relacdo aos diferentes estidgios de desenvolvimento
avaliado pelo Teste t-Student. tr: tracos; nd: ndo detectado.
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3.3 Atividade antioxidante, contetido de compostos fendlicos totais e vitaminas

As farinhas de Tenebrio molitor apresentaram maiores concentragcdes de vitamina C,
vitamina E e niacina em relacdo as farinhas de Gryllus assimilis (Tabela 3). Ainda, TP
apresentou concentracdo mais elevada de compostos fendlicos totais e maior capacidade
antioxidante tanto na comparagdo com as farinhas de Gryllus assimilis quanto comparagao intra
espécie. Nao foram detectadas a presenca de carotenoides e riboflavina nas farinhas
desenvolvidas (Tabela 3).

Tabela 3. Ocorréncia e concentracdo de vitamina C, vitamina E, carotenoides, riboflavina,
niacina, compostos fenoélicos totais e capacidade antioxidante de farinhas de Gryllus assimilis
e Tenebrio molitor em dois estagios de desenvolvimento.

Gryllus assimilis Tenebrio molitor
Compostos
Ninfa (GN) Ninfa (GN) Larva (TL) Pupa (TP)
Vitamina C (mg /100 g) 0,89+0,54° 0,94+0,23° 1,530,312 1,71+£0,25*
Vitamina E (mg /100 g) 1,02 £0,27° 0,98+0,18° 2,01+0,142 2,16+0,11°
Carotenoides (mg/100 g) nd Nd nd nd
Riboflavina (B2) (mg/100 g) nd Nd nd nd
Niacina (B3) (mg/100 g) 1,88+0,13° 1,92+0,14° 3,21+0,29° 3,07+0,54 °
Fenolicos Totais (mg GAE/g) 1,641+0,02%  1,66+0,02° 1,60+0,00¢ 1,7440,02%"

Capacidade Antioxidante (mmol trolox/ g)  2,17+0,29° 2,4940,19° 2,52+0,13% 3,97+0,18%
Meédia + desvio padrdo de triplicata. Médias nas linhas seguidas por diferentes letras minudsculas diferem entre si
pelo teste ANOVA seguido de posthoc Tukey (p < 0,05). *Representa a diferenca intra espécie em relacdo aos
diferentes estdgios de desenvolvimento avaliado pelo Teste t-Student. GA: Farinha de Gryllus assimilis adulto;
GN: Farinha de ninfa de Gryllus assimilis; TL: Farinha de larva de Tenebrio molitor; TP: Farinha de pupa de
Tenebrio molitor; nd: ndo detectado.

3.4 Percentual de contribuicao

Os alimentos podem ser classificados como “fontes" de algum nutriente quando
fornecem de 5 a 10% das Dietary Reference Intake (DRI), como "boas fontes" quando suprem
de 10 a 20% da DRI e como "excelentes fontes", quando atendem mais de 20% da DRI
(Philippi, 2008).

Todas as farinhas desenvolvidas e analisadas podem ser classificadas como excelentes
fontes de proteina, fésforo, cobre, ferro, zinco, manganés, como boas fontes de magnésio e
como fonte de potdssio e niacina (Tabela 4). Além disso, as farinhas de Tenebrio molitor sdo

fontes de vitamina E e, as do Gryllus assimilis, boas fontes de magnésio e fontes de célcio.
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Tabela 4. Potencial de contribuicdo das farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor em
dois estdgios de desenvolvimento para o suprimento das recomendacdes didrias de nutrientes
para mulheres e homens na faixa etdria de 19 a 59 anos, em uma porcao estipulada de 50g.

Gryllus assimilis Tenebrio molitor
Nutrientes Ninfa (GN) Ninfa (GN) Larva (TL) Pupa (TP)

% de contribuicdo® % de contribui¢do® % de contribui¢do® % de contribui¢do *

Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres
Carboidrato 2,01 2,01 1,72 1,72 2,42 2,42 2,83 2,83
Proteinas 60,69 73,88 60,17 73,25 51,21 62,35 51,59 62,80
Fésforo 53,19 53,19 63,10 63,10 44,14 44,14 45,86 45,86
Potassio 8,30 8,30 8,72 8,72 7,05 7,05 6,64 6,64
Calcio 7,45 7,45 11,05 11,05 2,80 2,80 2,50 2,50
Magnésio 10,50 13,55 16,38 21,13 22,50 29,03 20,50 26,45
Cobre 139,17 139,17 167,39 167,39 80,53 80,53 90,36 90,36
Ferro 51,44 22,86% 52,56 23,36* 33,81 15,03* 39,81 17,69*
Zinco 116,22 159,80 100,33 137,96 52,82 72,63 58,54 80,49
Manganés 122,07 155,97 175,70 224,50 35,75 45,68 35,55 45,43
Sédio 9,30 9,30 11,33 11,33 4,13 4,13 3,87 3,87
Cromo 2,14 3,00 52,86 74,00 12,86 18,00 27,86 39,00
Vitamina C 0,49 0,59 0,52 0,63 0,85 1,02 0,95 1,14
Vitamina E 3,40 3,40 3,27 3,27 6,70 6,70 7,20 7,20
Niacina 5,88 6,71 6,00 6,86 9,75 11,14 9,59 10,96

“Percentual de contribui¢do calculado com base nas Recommended Dietary Allowance para adultos com idade
entre 19 e 59 anos (Institute of Medicine, 2001,2005, 2011).
*19-50: faixa etdria utilizada para célculo do percentual de contribuicdo de célcio e ferro (para mulheres).

3.5 Perfil e escore de aminoacidos

Foram identificados aminodcidos indispensdveis e dispensdveis nas farinhas de inseto
desenvolvidas; dentre eles, o mais abundante foi o glutamato, enquanto o menos abundante, a
cisteina (Tabela 5).

Em relagdo ao estagio de desenvolvimento nas farinhas de Gryllus assimilis, ndo houve
diferencas entre GA e GN quanto ao perfil de aminodcidos. A farinha de pupa de Tenebrio
molitor (TP) apresentou maiores concentragdes de aspartato, serina, glutamato, histidina,
treonina, tirosina, valina, isoleucina, leucina e fenilalanina quando comparada a farinha de larva

da mesma espécie (Tabela 5).
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Tabela 5. Perfil de aminodcidos de farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor em dois
estdgios de desenvolvimento.

Gryllus assimilis Tenebrio molitor

Aminoacido

Ninfa (GN) Ninfa (GN) Larva (TL) Pupa (TP)
Aspartato 2,84+0,08% 2.71+0,21° 2,58+0,04° 3,21+0,02*"
Serina 2,33+0,01*  1,84+0,23° 2,00+0,01 2,30+0,00 "
Glutamato 3,78+0,11°  4,06+0,33° 3,95+0,05° 5,1340,02 "
Glicina 2,81£0,16*  2,49+0,30? 2,34+0,00? 2,50+0,03 2
Histidina 1,2440,05%® 1,16+0,13°¢ 1,4740,01 ® 1,7340,04 "
Arginina 2,98+0,12*  3,02+0,30? 2,41+£0,012 2,88+0,02 "
Treonina 1,7240,01*  1,66%0,18% 1,62+0,022 1,89+0,03 **
Alanina 2,87+0,01*  2,76+0,32%  2,05+0,03¢ 2,17+0,01 b¢
Prolina 2,51+0,02*  2,40+0,28°* 2,61+0,02° 2,46+0,01°
Tirosina 2,54+0,11¢  3,11+0,37%  3,46+0,05% 4,04+0,11 >
Valina 2,17+0,03%  2,14+0,18%  2,08+0,01° 2,53+0,07
Lisina 1,79#0,08*  1,95+0,13° 1,74+0,02? 1,68+0,72?
Isoleucina 1,50+0,02°  1,44+0,10° 1,43+0,00° 1,74+0,01
Leucina 3,08+0,01* 2,87+0,28? 2,750,022 3,25+0,02 %"
Fenilalanina 2,48+0,84* 1,82+0,16? 1,92+0,012 2,2340,01 "
Cisteina 0,7440,03*  0,69+0,05*®  0,60+0,02° 0,56+0,02°
Metionina 1,0440,03*  0,97+0,08®®  0,81+0,00° 0,83+0,08 *

Valores expressos em g de aminodcido/100 g de amostra, base de peso seco como média + desvio padrao.
Meédias nas linhas seguidas por diferentes letras mindsculas diferem entre si pelo teste ANOVA seguido de
posthoc Tukey (p < 0,05). *Representa a diferenca intra espécie em relagdo aos diferentes estidgios de
desenvolvimento avaliado pelo Teste t-Student. GA: Farinha de Gryllus assimilis adulto; GN: Farinha de ninfa
de Gryllus assimilis; TL: Farinha de larva de Tenebrio molitor; TP: Farinha de pupa de Tenebrio molitor.

As farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor mostraram-se boas fontes de varios
aminoacidos essenciais como histidina, treonina, aminoacidos sulfurados e aminodacidos
aromaticos. A concentracdo desses aminodcidos atendeu ao padrao sugerido pela FAO/OMS
como exigéncia desses aminoacidos para adultos (Tabela 6). No entanto, a lisina foi o primeiro
aminodcido limitante nas farinhas ambas as espécies.

Com excecao dos aminodcidos sulfurados, TP apresentou maiores escores para todos
os aminodcidos avaliados quando comparado as demais farinhas desenvolvidas. Ndao houve
diferencas entre os dois estidgios de desenvolvimento quanto ao escore de aminodcidos
essenciais das farinhas obtidas de Gryllus assimilis. Entretanto, quando comparado com TL, a
farinha de pupa de Tenebrio molitor (TP) apresentou maior escore para os aminodcidos

histidina, isoleucina, leucina, lisina, treonina, valina e aminoacidos aromaticos (Tabela 6).
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Tabela 6. Escore de aminodcidos essenciais de farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor
em dois estdgios de desenvolvimento com base nos padrdes de requerimento da FAO
aminodcidos para adultos

Gryllus assimilis Tenebrio molitor
Aminoacido
Ninfa (GN) Ninfa (GN) Larva (TL) Pupa (TP)

Histidina 1,15+0,03¢ 1,07+0,08¢ 1,59+0,02° 1,8540,03"
Isoleucina 0,74+0,01°¢ 0,71+0,03¢ 0,83+0,00° 1,00£0,01*"
Leucina 0,75%0,00¢ 0,69+0,5°¢ 0,78+0,01° 0,92+0,00 **
Lisina 0,55+0,02°¢ 0,60£0,03% 0,63+0,01° 0,79+0,00 **
Treonina 1,02+0,00¢ 1,00+0,05°¢ 1,13+0,02° 1,31+0,01 **
Valina 0,81+0,01°¢ 0,79+0,05°¢ 0,90+0,00° 1,08+0,00*"
SAA 1,15+0,03* 1,07+0,06* 1,060,022 1,04+0,05*
AAA 1,58+0,57¢ 1,77+0,13¢ 2,2340,04° 2,64+0,03*"

Valores expressos em média + desvio padrdo. Médias nas linhas seguidas por diferentes letras mintsculas
diferem entre si pelo teste ANOVA seguido de posthoc Tukey (p < 0,05). *Representa a diferenca intra espécie
em relacdo aos diferentes estidgios de desenvolvimento avaliado pelo Teste t-Student. GA: Farinha de Gryllus
assimilis adulto; GN: Farinha de ninfa de Gryllus assimilis; TL: Farinha de larva de Tenebrio molitor; TP:
Farinha de pupa de Tenebrio molitor. SAA: Aminoacidos Sulfurados; AAA: Aminoacidos aromaticos.

3.6 Digestibilidade proteica in vitro e grau de hidroélise

Elevado percentual de digestibilidade proteica foi observado nas farinhas
desenvolvidas, variando de 84,58 a 92,03% (Figura 3 A). As farinhas de Tenebrio molitor
apresentaram maior digestibilidade proteica em comparacao com aquelas desenvolvidas a partir
de Gryllus assimilis. O percentual de digestibilidade proteica ndo diferiu intra espécie em
relacdo aos diferentes estdgios de desenvolvimento.

Ao comparar a proteina digerida enzimaticamente com uma amostra hidrolisada
quimicamente, foi possivel observar um grau de hidrdlise variando amplamente entre 33,36 a
84,60% (Figura 3 B). A farinha desenvolvida a partir da pupa de Tenebrio molitor (TP)
apresentou menor grau de hidrdlise do que as demais proteinas analisadas (33,36%). A
comparagdo intra espécies demonstrou que o estagio de desenvolvimento influenciou no GH

em ambas as espécies.
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Figura 3. Digestibilidade proteica (A) e grau de hidrdlise apds a digestdo enzimatica (B) de
farinhas de Tenebrio molitor e Gryllus assimilis em dois estdgios de desenvolvimento. Médias
seguidas por diferentes letras mintsculas diferem entre si pelo teste ANOVA seguido de
posthoc Tukey (p < 0,05). *Representa a diferenca entre o grau de hidrélise entre as espécies
de acordo com estdgio de desenvolvimento de acordo com o teste t-Student (p < 0.05). Farinha
de Gryllus assimilis adulto (GA); Farinha de ninfa de Gryllus assimilis (GN); Farinha de larva
de Tenebrio molitor (TL); Farinha de pupa de Tenebrio molitor (TP).
3.7 Solubilidade

Verificou-se que a solubilidade das proteinas contidas nas farinhas de ambas as
espécies de insetos € altamente dependente do pH (Figura 4, A e B). Em todas as amostras, as
proteinas apresentaram maior solubilidade na regido alcalina em pH 11, o que também pode ser

visto ao observar o sobrenadante da suspensdo proteica em diferentes pHs (Figura4 C, D, E e

F).
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Figura 4. Solubilidade proteica de farinhas de Tenebrio molitor e Gryllus assimilis em dois
estagios de desenvolvimento. A: Solubilidade proteica de farinhas de larva e pupa de Tenebrio
molitor em razao do pH. B: Solubilidade proteica de farinhas de Gryllus assimilis adulto e ninfa
em razdo do pH. C e D: Sobrenadante da suspensdo proteica em diferentes pHs de larva (TL) e
pupa (TP) de Tenebrio molitor, respectivamente. E e F: Sobrenadante da suspensdo proteica
em diferentes pHs de farinha de Gryllus assimilis adulto (GA) e ninfa (GN), respectivamente.

3.8 Caracterizacao do perfil proteico

SDS-PAGE foi feito para verificar como a digestdo in vitro influenciou os perfis de
proteinas. A Figura 6 mostra os perfis de proteinas das amostras ndo digeridas (TL, TP, GN e
GA) seguidas do sobrenadante de sua digestao enzimatica (TL2, TP2, GN2 e GA2). Para ambas
as espécies de insetos, os perfis de proteinas das farinhas antes e apds a digestao sdo claramente
diferentes (Figura 5).

Nos extratos das farinhas de larva e pupa de Tenebrio molitor, ap6s a digestio in vitro
houve diminuicdo do nimero e intensidade das bandas. O processo enzimético foi capaz de
digerir principalmente as proteinas de menor peso molecular. No entanto, duas bandas
principais, caracterizadas por pesos moleculares de 75 kD e 85 kD, ainda foram dominantes
nos sobrenadantes, demonstrando a presenca de proteina solivel niao digerida mesmo apds o

processo enzimaético.
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Para as farinhas de Gryllus assimilis (GN e GA), houve desaparecimento de grande
parte das bandas de proteinas, o que corrobora com o elevado percentual de grau de hidrdlise

observado para essas amostras.

P TL TL2 TP2 GN GN2 GA  GA2

Figura 5. SDS-PAGE com marcador em kD (P) de farinhas de insetos comestiveis em dois
estidgios de desenvolvimento e seus extratos seus extratos apés a digestdo enzimadtica. Farinha
de larva de Tenebrio molitor (TL); Farinha de larva de Tenebrio molitor digerida
enzimaticamente (TL2); Farinha de pupa de Tenebrio molitor (TP); Farinha de pupa de
Tenebrio molitor digerida enzimaticamente (TP2); Farinha de ninfa de Gryllus assimilis (GN);
Farinha de ninfa de Gryllus assimilis digerida enzimaticamente (GN2); Farinha de Gryllus
assimilis adulto (GA); Farinha de Gryllus assimilis adulto (GA2) digerida enzimaticamente.
4. DISCUSSAO

O conteddo nutricional dos insetos comestiveis relatados na literatura é amplamente
diversificado, principalmente devido a variedade de espécies existentes. Os valores nutricionais
podem variar consideravelmente mesmo dentro de um grupo de insetos, dependendo do estagio
de metamorfose, origem do inseto e sua dieta (KOURIMSKA; ADAMKOVA, 2016). Da
mesma forma, o valor nutricional varia também de acordo com o preparo e processamento
aplicados antes do consumo tais como métodos de secagem e cozimento (HUIS et al., 2013).

As farinhas desenvolvidas no presente estudo apresentaram em sua composicao
aproximadamente 67% de proteina para a espécie Gryllus assimilis e 57% para as farinhas de
Tenebrio molitor. Xiaoming et al. (2010) revisaram o contetdo de proteina em 100 espécies de

insetos e observaram valores variando de 13 a 77% por matéria seca, refletindo a grande

variabilidade das espécies testadas (XIAOMING et al., 2010).
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As proteinas dietéticas fornecem aminodcidos e nitrogénio para a sintese de proteinas
do corpo e outros compostos vitais para a sobrevivéncia, e estdo envolvidas em quase todos os
processos metabdlicos e fisiolégicos (SHEVKANI; CHOURASIA, 2021). Portanto, um
fornecimento de quantidades adequadas de proteinas por meio da dieta € essencial para manter
o crescimento, manutencdo dos O6rgdos e outros processos metabdlicos (SHEVKANI;
CHOURASIA, 2021). As farinhas desenvolvidas no presente estudo podem ser classificadas
como excelentes fontes de proteina dietética, representando potencial alternativa para atingir as
necessidades proteicas na alimentagdo humana.

Considerando que a qualidade da proteina relacionada a nutricdo humana depende, em
grande parte, da composicao de aminodcidos, a qualidade da proteina das farinhas de inseto se
destaca por apresentar todos os aminodcidos indispensdveis analisados. Observacoes
semelhantes foram realizadas em abelha, gafanhoto, escaravelho, grilo doméstico, bicho-da-
seda, lagarta de mariposa e cupim (FINKE, 2002; KOHLER et al., 2019; et al., 2018).

As farinhas de Gryllus assimilis e Tenebrio molitor desenvolvidas podem ser
consideradas boas fontes dos aminodcidos histidina, treonina, aminodcidos sulfurados e
aminodcidos aromadticos, por atenderem as exigéncias desses aminodcidos para adultos (FAO,
2011). Os aminoécidos ndo podem ser sintetizados pelo corpo humano e, portanto, devem ser
fornecidos ao corpo por meio da alimentacio (MARTINEZ SANZ et al., 2018).

O termo "aminodcido limitante", usado para descrever o aminodcido essencial presente
na menor quantidade em uma proteina alimentar, também se refere a um aminodcido essencial
que ndo atende aos requisitos minimos para humanos (LOPEZ; MOHIUDDIN, 2022). A lisina,
o aminodacido limitante nas farinhas desenvolvidas, é também um aminoacido limitante em
proteinas de cereais e na maioria das dietas (TOME; BOS, 2007). Resultado semelhante foi
encontrado em proteinas de larvas secas de mosca soldado negra (Hermetia illucens L.)
(HUANG et al., 2019).

Metabolicamente, a lisina sintetiza a carnitina, que € necessdria para o transporte de
acidos graxos para a mitocondria para a B-oxidag¢do. Diante disso, é importante ressaltar que,
para uma ingestdo adequada de aminodcidos, ndo € recomendado o consumo de insetos como
unica fonte proteica na dieta. A insercdo de insetos na alimentacdo deve estar aliada a outras
fontes proteicas como leguminosas, produtos lacteos e carnes, que sdo fontes importantes de
lisina (G()RSKA-WARSEWICZ et al., 2018). Além disso, cabe ressaltar que o objetivo da
insercdo de insetos na alimenta¢do humana visa complementar o aporte proteico da dieta, e ndo

substituir completamente as fontes de proteinas ja consumidas.
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A funcionalidade de uma proteina estd relacionada as suas propriedades fisico-
quimicas, que incluem a solubilidade, propriedades emulsificantes e espumantes e capacidade
de absorcdo de 4gua e 6leo. Essas propriedades funcionais das proteinas podem afetar o
processamento e a qualidade dos produtos alimenticios, além de seus atributos sensoriais, como
textura, sabor, cor e aparéncia (LUPATINI et al 2016). Corroborando com dados da literatura,
a solubilidade das proteinas de inseto no presente estudo foi dependente do pH, sendo mais
soliveis em pH alcalino (BROGAN et al., 2021; BUSSLER et al., 2016; KIM et al., 2017;
MISHYNA et al., 2019).

As caracteristicas de solubilidade das farinhas de insetos desenvolvidas podem impactar
negativamente na sua funcionalidade nutricional e tecno-funcional em formulacdes de
alimentos. Visando melhorar sua funcionalidade, alguns tratamentos podem ser aplicados a uma
proteina, tais como as técnicas de extracao alcalina. A condicdo alcalina torna a proteina mais
solivel em meio de extragdo aquoso pela quebra da matriz na qual as proteinas estdo presentes.
Além disso, o pH alcalino também pode induzir mudangas na estrutura da proteina, que sao
desdobradas. Consequentemente, a abertura de sua estrutura faz com que seus grupos
hidrofébicos e sulfidrila livre (-SH) fiquem expostos (MOMEN et al., 2021). Assim como
algumas proteinas vegetais e animais, devido a sua solubilidade, esse tipo de método é
comumente utilizado para recuperar proteinas de insetos (MOMEN et al., 2021).

Ainda, métodos de extracao assistida por micro-ondas, solvente, ultrassom e hidrdlise
enzimadtica podem ser aplicados a fim de melhorar a funcionalidade e bioatividade de proteinas
de insetos comestiveis (HALL et al., 2017; MINTAH et al., 2019; YOON et al., 2019).

A digestibilidade proteica estima a porcentagem das proteinas que sdo hidrolisadas
pelas enzimas digestivas e absorvidas pelo organismo na forma de aminodcidos (PIRES et al.,
2006). As proteinas das farinhas de inseto desenvolvidas apresentaram alta digestibilidade,
demonstrada pelo elevado percentual de digestibilidade proteica in vitro e pelo resultado do
perfil de proteinas no SDS-PAGE. Os métodos de digestibilidade de proteinas in vitro possuem
alto grau de correlagdo com os resultados de digestibilidade in vivo por simularem as condi¢des
do processo digestivo por meio de enzimas proteoliticas, medindo a porcentagem de proteinas
que sdo hidrolisadas por elas (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et el., 2022). Diante disso, nossos
achados corroboram com a alegacdo de que as proteinas de insetos comestiveis possuem alta
digestibilidade proteica.

Apesar de apresentarem menores percentuais de digestibilidade proteica, as farinhas

de Gryllus assimilis obtiveram maior grau de hidrolise e desaparecimento das bandas de
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proteina no SDS-PAGE, sendo possivel concluir que a digestdo enzimatica foi mais eficiente
nas farinhas dessa espécie.

Todas as farinhas desenvolvidas e analisadas podem ser classificadas como excelentes
fontes de fésforo, cobre, ferro, zinco e manganés, como boas fontes de magnésio e como fonte
de potdssio. Alguns estudos também observaram alta concentracdo de minerais em insetos
comestiveis (FINKE, 2002; MLCEK et al., 2014; RUMPOLD; SCHLUTER, 2013).

O rico conteido em minerais das farinhas de inseto demonstra seu potencial de
utilizacdo como ingrediente em produtos pela inddstria de alimentos, sendo essa uma maneira
de adicionar valor nutricional as preparacdes. Segundo Koseckova et al. (2022), a substitui¢do
de 10 % da farinha de trigo por p6 de grilo em receitas de paes e massas aumenta a concentracao
de zinco em aproximadamente 90-100% (KOSECKOVA et al., 2022).

O papel da niacina como micronutriente antioxidante foi estabelecido por meio da
retencdo do ciclo redox da glutationa e também a diminui¢do da relacio NADPH/NADP™ total,
(ILKHANI; HOSSEINI; SAEDISOMEOLIA, 2016). A vitamina B3 também possui papel
fundamental na saide neuronal (GASPERI et al., 2019). Sendo assim, as farinhas de Gryllus
assimilis e Tenebrio molitor, fontes de niacina, podem promover beneficios antioxidantes e
neuronais na saide do consumidor.

5. CONCLUSAO

As farinhas de Tenebrio molitor e Gryllus assimilis sdo excelentes fontes de proteinas,
fosforo, cobre, ferro, zinco, manganés, boas fontes de magnésio e fonte de potassio e niacina.
Apresentam elevado conteudo de proteinas com boa digestibilidade e maior solubilidade em
pH alcalino. As farinhas desenvolvidas atendem as exigéncias de histidina, treonina,
aminodacidos sulfurados e aminodcidos aromaticos, entretanto, a lisina é o aminoacido limitante
para ambas as espécies analisadas. O estagio de desenvolvimento € capaz de influenciar o
conteuddo nutricional, perfil de aminodcidos e propriedades funcionais da proteina dos insetos,
sendo assim, Gryllus assimilis adulto e a pupa de Tenebrio molitor se destacaram em relacao
as ninfas e larvas das respectivas espécies. Diante do exposto, as farinhas desenvolvidas a partir
de insetos possuem grande potencial como ingredientes para fins industriais, agregando valor

nutricional e boas propriedades tecnoldgicas aos produtos.
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6.3 ARTIGO 3 (Comunicacio breve):
Desenvolvimento e caracterizacao de farinha de barata d’agua (Belostoma anurum) com
potencial de uso na alimentacio humana

RESUMO

O potencial de insetos comestiveis como um novo ingrediente em produtos de alto valor
agregado tem sido investigado visando encontrar alternativas as fontes convencionais de
proteinas. O objetivo desse estudo foi desenvolver e caracterizar nutricionalmente a farinha de
Belostoma anurum. A farinha desenvolvida foi analisada quanto a sua composi¢ao centesimal,
contetido de minerais e perfil de aminoacidos. O percentual de contribui¢cdo para o suprimento
das recomendacdes didrias de nutrientes foi calculado. A farinha desenvolvida a partir de
Belostoma anurum apresentou elevado conteudo proteico (69,01%), seguido pelo conteudo de
carboidratos (19,86%), lipidico (6,08%) e de cinzas (5,05%). A farinha pode ser considerada
excelente fonte de proteina, fésforo, cobre, ferro, zinco, manganés e cromo. Além disso,
mostrou-se boa fonte de histidina, treonina, de aminoacidos sulfurado e de aminoacidos
aromdticos. A lisina foi o aminodcido limitante na farinha. Diante do exposto, a adi¢do da
farinha de Belostoma anurum em produtos e preparacdes deve ser considerada pela industria
de alimentos com o objetivo de agregar valor nutricional aos mesmos. Entretanto, ainda sao
necessarios estudos que avaliem a segurancga do uso dessa farinha na alimentacdo humana, bem
como estudos relacionados ao desenvolvimento de técnicas de criagdo que viabilizem a

producdo dessa farinha em escala industrial de maneira economicamente vidvel.

Palavras chave: entomofagia; farinhas de insetos; insetos comestiveis; composi¢ao

nutricional; aminoacidos.
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1. INTRODUCAO
Segundo estimativas atuais, a demanda mundial por proteinas de origem animal devera
dobrar até o ano de 2050 devido as expectativas de uma populagdo mundial de 9 bilhdes até
esse mesmo ano (FAO, 2013). Entretanto, as mudancas climadticas, a superexploragao ambiental
e a reducdo gradual de dreas férteis afetam negativamente a producao atual de proteinas (KIM
et al, 2019). Diante disso, faz-se necessdria a busca por novos meios de producio de alimentos
de forma sustentdvel.

Recentemente, o potencial de insetos comestiveis como um novo ingrediente em
produtos de alto valor agregado tem sido investigado, visando a encontrar alternativas as fontes
convencionais de proteinas (GRAVEL; DOYEN, 2020). O consumo de insetos foi considerado
como uma alternativa para suprir a demanda crescente de proteinas em todo o mundo. O alto
conteddo de proteina se destaca em sua composi¢do, além disso, seu conteido de lipidios,
minerais e vitaminas demonstra que os insetos sdo uma fonte promissora de nutrientes
(RUMPOLD, SCHLUTER, 2013; VAN HUIS et al., 2013; ZIELINSKA et al., 2015).

Diferentes tipos de processamentos sdo aplicados aos insetos de modo a aumentar seu
consumo e interesse do publico (MELGAR-LALANNE et al., 2019). O desenvolvimento de
farinhas a partir de insetos vem se tornando uma op¢ao vidvel para agregar valor nutricional em
preparacdes, utilizando-os como ingredientes em diferentes produtos alimenticios (BUBLER,
2016).

Insetos do género belostoma sao comumente consumidos em paises asidticos, como a
Tailandia, e sdo considerados fonte alternativa de proteina (POSHADRI et al.,, 2018).
Entretanto, sdo escassos na literatura estudos que desenvolveram e avaliam a composi¢ao
nutricional de farinhas de Belostoma anurum. Diante disso, o objetivo desse estudo foi

desenvolver e caracterizar nutricionalmente farinha de Belostoma anurum.
2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Criacao dos insetos

As baratas d'dgua (Belostoma anurum) foram obtidas a partir de criacdo sob condi¢des
controladas (27 + 2°C, 60 + 20% UR, fotofase de 12 horas) (VALBON et al., 2018; CRUZ et
al. 2021). Os adultos foram mantidos em aquario (30 x 40 x 60 cm) para que a copula ocorresse
livremente e, apds, as fémeas depositaram os ovos no hemiélitro de machos adultos. Os machos
com ovos no hemiélitro foram individualizados em potes de plasticos perfurados (10,9 x 9,2 x

7,5 cm) colocados em bandejas com agua e aquecedor. Apds a emergéncia, as ninfas foram
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individualizadas em frascos de vidro (30 mL) até o terceiro instar, para evitar o canibalismo.
As ninfas, ao atingirem o terceiro instar, foram transferidas para recipientes de plastico maiores
(100 mL). Ninfas do primeiro e do segundo instar foram alimentadas diariamente com larvas
de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). A partir de ninfas de terceiro instar foram alimentados

com peixes do tipo guppy coletados no setor de piscicultura da UFV.

2.2 Producao da farinha

O abate e processamento dos insetos foi realizado conforme protocolo usualmente
aplicado pela inddstria para esse tipo de alimento (FRAQUEZA; COUTINHO PATARATA,
2017). Assim que atingiram a fase adulta, os insetos foram submetidos a jejum de 24 horas para
excrecdo do conteudo intestinal. O abate foi realizado por reducdo de temperatura
(congelamento a -18°C por 24 horas). Apos o abate, os insetos passaram pelo processo de
branqueamento visando a redu¢do de sua contagem microbiana e a inativacdo de enzimas
degradativas responsdveis pela deterioracdo dos alimentos (MELGAR-LALANNE et al.,
2019). Nesse processo, os insetos foram submergidos em dgua fervente por 3 minutos,
submetidos a choque térmico em 4gua resfriada por um minuto e drenados com o auxilio de
peneira (VANDEWEYER et al., 2017). Em seguida, os insetos foram secos em estufa com
circulacdo de ar a 55°C por 24 horas e, por fim, triturados em moinho analitico até a obtencao

da farinha (Figura 1). A farinha foi armazenada em freezer (-18°C) até o momento das andlises.

Criacao Jejum Abate

* Até a fase adulta. *Por 24 horas para *Por reducdo de
> excre¢do das fezes. > temperatura
(congelamento -18° C).

v
Branqueamento Secagem Processamento
*Fervura por 3 minutos *Em estufa a 55° C por *Triturado em moinho
seguido de choque >| 24 horas. >| analitico
térmico.

v

Farinha de
Belostoma anurum

Figura 1. Fluxograma de obtencao da farinha de Belostoma anurum.
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2.3 Analise da composicao centesimal

Para determinar a composi¢do centesimal em base seca, a farinha foi analisada quanto
ao teor de umidade, a qual foi determinada pelo método de secagem em estufa (105 °C por 24
h) (AOAC, 2012). O contetido de proteina bruta foi obtido por meio do método de ensaio
Kjeldahl. O contetiido de lipidios totais foi determinado usando a extragdo Soxhlet de acordo
com o método 920.39 (AOAC, 2012). A incineracdo das amostras em um forno mufla foi
conduzida para a obtenc¢do do contetddo de cinzas de acordo com o método 942.05 (AOAC,
2012). Os carboidratos foram estimados por meio de cdlculo de diferenca. Todas as andlises
sdo relatadas como valores médios (+ desvio padrdo) de trés repeticdes expresso em g/100 g

(base de peso seco).

2.4 Contetdo de minerais

A digestao nitroperclorica dos elementos quimicos seguiu a metodologia proposta por
Sarruge & Haag (1974). A determinacdo dos elementos quimicos foi realizada por
espectrometria de emissdo atdmica em plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) (Perkin

Elmer, Optima 8300). Os resultados foram expressos em mg/100g em base seca.

2.5 Percentual de contribuicao

As Dietary Reference Intake (DRI) do Institute of Medicine (IOM 1997; IOM 2002;
IOM 2005) foram utilizadas para estimar o potencial de contribui¢ao da farinha de Belostoma
anurum no suprimento das recomendacgdes didrias de proteinas, carboidratos e minerais. Uma
porcao de 50 g foi estipulada para os calculos, baseando-se na RDC n° 359, de 23 de dezembro

de 2003, que determina o tamanho de por¢des de farinhas e outros alimentos.

2.6 Aminoacidos

O perfil de aminodcidos foi determinado de acordo com os métodos AOAC (2000) e
Liuetal. (1995). O escore de aminodcidos essenciais foi calculado com base no padrao sugerido
de requisitos de aminoacidos pela FAO para adultos (FAO, 2011).

O escore quimico de aminoécidos foi calculado usando a férmula:

mg aminoacido em 1 g de proteina no alimento

Escore de aminoacidos = — - —
mg de aminoacido em 1 g de proteina de referéncia
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3 RESULTADOS

Elevado contetdo de proteina foi observado na farinha de Belostoma anurum, seguido
por carboidratos e lipidios (Tabela 1). Fésforo, potassio e sédio foram os elementos quimicos
mais prevalentes na farinha enquanto cromo, manganés e cobre foram 0s minerais menos

prevalentes (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do centesimal e elementos quimicos de farinha de Belostoma anurum

Composicao centesimal

Umidade (%) 8,07+1,32
Lipidios (%)* 6,08+0,53
Cinzas (%)* 5,05+0,15
Proteinas (%)* 69,01+8,16
Carboidratos (%)* 19,86+1,37
VET (Kcal)* 406,76+2,42
Elementos quimicos (mg/100g)

Potassio 873+11,32
Fésforo 796+23,98
Sédio 547+21,19
Calcio 183+13,98
Magnésio 113+10,11
Zinco 30,87+2,98
Ferro 11,37+1,92
Manganés 1,16+0,01
Cobre 1,00+0,02
Cromo 0,04+0,00
Molibdénio nd

*Valores expressos em base seca como média de triplicatas + desvio padrdao. VET: Valor
energético total em 100g da farinha. nd: ndo detectado

Diante do percentual de contribui¢c@o para o suprimento das recomendacgdes didrias de
nutrientes, a farinha desenvolvida a partir de Belostoma anurum pode ser considerada excelente
fonte de proteina, fésforo, cobre, ferro, zinco, manganés e cromo (Tabela 3). Além disso,

representa boa fonte de sodio e fonte de carboidrato, potassio, célcio.
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Tabela 2. Potencial de contribui¢do de farinha de Belostoma anurum para o suprimento das
recomendacdes didrias de nutrientes para mulheres e homens na faixa etdria de 19 a 59 anos,

em uma porcao estipulada de 50g.

Nutrientes

% de contribuicao ?

Homens Mulheres

Carboidrato
Proteina
Fosforo
Potassio
Calcio*
Magnésio
Cobre
Ferro*
Zinco
Manganés
Sodio
Cromo

7,64 7,64
61,61 75,00
68,62 68,62
9,29 9,29
9,15 9,15
14,13 18,23
55,81 55,81
71,06 31,58
140,33 192,95
25,16 32,15
18,23 18,23
57,86 81,00

*Percentual de contribui¢do calculado com base nas Recommended Dietary Allowance para adultos com idade

entre 19 e 59 anos (Institute of Medicine, 2001,2005, 2011).

*19-50: faixa etdria utilizada para cdlculo do percentual de contribuicdo de célcio e ferro (para mulheres).

Foram identificados aminoacidos essenciais € nao essenciais na farinha desenvolvida.

O aminodcido mais prevalente na farinha de Belostoma anurum foi o glutamato, seguido de

alanina e glicina. A cisteina representou o aminodcido menos abundante (tabela 3).

Tabela 3. Perfil de aminoacidos da farinha de Belostoma anurum.

Aminoacido

Farinha de

Belostoma anurum

Aspartato
Serina
Glutamato
Glicina
Histidina
Arginina
Treonina
Alanina
Prolina
Tirosina
Valina
Lisina
Isoleucina
Leucina
Fenilalanina
Cisteina
Metionina

2,7240,06
1,89+0,06
3,94+0,05
2,94+0,10
1,53+0,64
3,01+£0,06
1,84+0,06
3,46+0,12
2,54+0,08
2,67+0,13
2,44+0,06
1,88+0,03
1,44+0,01
2,79+0,05
1,71+0,04
0,77+0,00
1,34+0,02

Valores expressos em g de aminodcido/100 g de amostra, base de peso seco como média + desvio padrdo.

A farinha de Belostoma anurum mostrou-se boa fonte de histidina, treonina, de

aminodcidos sulfurados e de aminodcidos aromaticos, devido ao fato de atenderam ao padrao
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sugerido pela FAO/OMS como exigéncia desses aminodcidos para adultos (Tabela 4). Em

contrapartida, a lisina foi o aminodcido limitante na farinha.

Tabela 4. Escore quimico de aminodcidos essenciais de farinha de Belostoma anurum com base

nos padrdes de requerimento da FAO aminoécidos para adultos.

Aminoacido Escore de aminoacido

Histidina 1,84+0,06
Isoleucina 0,70+0,00
Leucina 0,66+0,01
Lisina 0,57+0,01
Treonina 1,07+0,04
Valina 0,89+0,02
SAA 1,33+0,01
AAA 1,55+0,06

Valores expressos em média + desvio padrao.

4 DISCUSSAO

As proteinas sdo compostos nitrogenados complexos formados por aminodcidos
ligados através de ligacdes peptidicas. Representam o segundo constituinte mais abundante no
corpo humano, depois apenas da dgua (SHEVKANI; CHOURASIA, 2021). No entanto, ndo
existem mecanismos de armazenamento de proteinas no corpo, fazendo-se necessario seu
fornecimento através da dieta. As proteinas dietéticas fornecem aminodcidos e nitrogénio
utilizados na sintese de proteinas do corpo e outros compostos vitais para a sobrevivéncia
(SHEVKANI; CHOURASIA, 2021).

Quando fornece de 5 a 10% das Dietary Reference Intake (DRI), um alimento pode
ser considerado “fonte" de algum nutriente; pode ser classificados como "boa fonte" quando
supre de 10 a 20% das recomendacdes e, quando atende mais de 20%, como "excelente fonte"
(PHILIPPI, 2008). Diante disso, considerando seu percentual de contribui¢do para o suprimento
das recomendagoes didrias de nutrientes, a farinha desenvolvida a partir de Belostoma anurum
representa uma excelente fonte de proteina.

O alto percentual de proteinas € caracteristico de insetos comestiveis; muitas espécies
descritas na literatura possuem em seu contetdo aproximadamente 60% de proteina (FINKE,
OONINCX, 2014; VAN HUIS, 2016). Sendo assim, as proteinas de insetos representam uma

alternativa para promover a seguranca alimentar e lidar com os desafios da desnutricdo e
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subnutri¢do nas dreas em desenvolvimento em um mundo cada vez mais populoso (NASEEM
et al., 2021).

Por atender aos padrdes de exigéncia para adultos, a farinha de Belostoma anurum
pode ser considerada fonte dos aminodacidos histidina, treonina, de aminoacidos sulfurado e de
aminodcidos aromaticos (FAO 2011). A histidina € um aminoécido essencial com papeis inicos
no tamponamento de prétons, quelagdo de fons metdlicos, eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio, eritropoiese ¢ sistema histaminérgico (HOLECEK, 2020). A treonina ¢ fundamental
para a producdo de mucina no intestino e contribui significativamente para a formacdo de
coldgeno, elastina e esmalte dentdrio (CHAPMAN et al., 2009). Os aminodcidos contendo
enxofre representam uma parte poderosa do sistema antioxidante celular (COLOVIC et al.,
2018) e os aminoacidos aromdticos sao precursores de varios neurotransmissores e reguladores
metabolicos que desempenham um papel vital na regulacdo do metabolismo de nutrientes (MA
et al., 2021).

O conteuddo de lipidios observado no presente estudo (6,08 + 0,53 g/100 g) foi menor
do que encontrado em insetos de mesma ordem revisados por Rumpold e Schuter (2013), que
apresentaram, em média, 30,26% de lipidios em sua composi¢ao. Essas variacOes se dao pelas
diferencas entre as espécies, regime de alimentagcdo, tipo de processamento, fases de
desenvolvimento e ambiente onde vivem (VAN HUIS e OONINCX 2017).

Quando se refere ao seu conteido mineral, a farinha de Belostoma anurum pode ser
considerada rica em micronutrientes. A farinha desenvolvida € uma excelente fonte de fosforo,
cobre, ferro, zinco, manganés e cromo, boa fonte de sddio e fonte de potassio e cdlcio. Esses
achados corroboram com a literatura, que afirma que insetos comestiveis possuem potencial de
fornecer micronutrientes especificos, sendo sugerido, ainda, que seu consumo pode diminuir a
deficiéncia de ferro e zinco em paises em desenvolvimento (ZIELINSKA et al., 2015). Diante
disso, a adicdo da farinha de Belostoma anurum em produtos e preparagdes deve ser
considerada pela industria de alimentos com o objetivo de agregar valor nutricional aos
mesmos.

A lisina foi o aminodcido limitante na farinha desenvolvida, fato que demonstra que,
apesar de seu rico valor nutricional, farinhas de insetos devem ser incorporadas em uma dieta
sauddvel e variada onde outros alimentos fornecerdo seus aminodcidos limitantes. Carnes e
produtos l4cteos sdo as principais fontes de lisina na alimentacdo e devem ser consumidas

adicionalmente as protefnas de inseto (GORSKA-WARSEWICZ et al., 2018).
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Apesar de seu género ser comumente consumido em alguns paises (POSHADRI et al.,
2018), ainda sdo necessarios estudos que avaliem a seguranga do uso de Belostoma anurum na
alimentacdo humana, visto que essa espécie possui enzimas paralisantes em sua saliva, as quais
sao utilizadas na captura de presas (SILVA-CARDOSO et al., 2010). Até o momento, nao ha
registros de maleficios a sadde humana produzidos por essas enzimas. Ainda, s3o necessarios
estudos e desenvolvimento de técnicas de criacdo que viabilizem a produgdo dessa farinha em

escala industrial de maneira economicamente viavel.

5 CONCLUSAO

A farinha de Belotoma anurum é uma excelente fonte de proteina, fésforo, cobre, ferro,
zinco, manganés e cromo. Além disso, mostrou-se boa fonte de histidina, treonina, de
aminodcidos sulfurado e de aminodcidos aromaticos. Em contrapartida, a lisina foi o
aminodcido limitante na farinha. A adi¢do da farinha de Belostoma anurum em produtos e
preparacdes pode ser considerada pela inddstria de alimentos com o objetivo de agregar valor
nutricional aos mesmos. Entretanto, ainda sdo necessdrios estudos que avaliem a seguranga do
seu uso na alimentacdo humana, bem como o desenvolvimento de técnicas de criacdo que

viabilizem a producao dessa farinha em escala industrial de maneira economicamente vidvel.
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7 CONCLUSAO GERAL

A realizacdo da revisdo sistemdtica possibilitou concluir que, embora os achados da
literatura sejam heterogéneos quanto a qualidade da proteina de insetos, a entomofagia é
potencialmente benéfica. Observando a manuten¢do de indices, como peso corporal, ingestao
alimentar e NPR, € possivel observar o potencial dos insetos comestiveis como fonte proteica.

O presente estudo desenvolveu e caracterizou farinhas de insetos comestiveis com
potencial de uso na alimentacio humana a partir das espécies Tenebrio molitor, Gryllus
assimilis e Belotoma anurum. Todas as farinhas desenvolvidas foram excelentes fontes de
proteina, fésforo, cobre, ferro, zinco e manganés. As farinhas atendem as recomendagdes de
histidina, treonina, aminoacidos sulfurados e aminoacidos aromaticos, entretanto, a lisina é o
aminodcido limitante em sua composicao.

As farinhas de Tenebrio molitor e Gryllus assimilis foram, ainda, classificadas como
fonte de potdssio e niacina e suas proteinas apresentaram boa digestibilidade in vitro e maior
solubilidade em pH alcalino. O estdgio de desenvolvimento foi capaz de influenciar o conteddo
nutricional, perfil de aminodcidos e propriedades funcionais da proteina desses insetos, sendo
que Gryllus assimilis adulto e a pupa de Tenebrio molitor se destacaram em relacdo as ninfas e
larvas das respectivas espécies.

Assim, as farinhas desenvolvidas a partir de insetos possuem potencial como
ingredientes para fins industriais. A adi¢do desse tipo de farinha em produtos e preparacdes
deve ser considerada pela industria de alimentos com o objetivo de agregar valor nutricional e
boas propriedades tecnologicas mesmos.

Em conclusdo, os resultados do presente trabalho contribuem para avangos em
pesquisas nesta drea e podem direcionar estudos futuros no desenvolvimento de produtos a
partir de insetos comestiveis. Assim, sdo necessarios, ainda, estudos que avaliem a fundo os
fatores que influenciam na qualidade da proteina de insetos, sua seguranca, biodisponibilidade
de minerais, bem como estudos que suportem regulamentacdes sobre esse tipo de alimento no

Brasil.



