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RESUMO

SA, Joyce Cheve de. Hermetia illucens I. (diptera, stratiomyidae) como fonte sustentavel
de quitina: extracdo e caracterizacdo. 2024. 94p Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia. Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024,

Diante do atual cenario de inseguranca alimentar, a Hermetia illucens L. (Diptera:
Stratiomyidae), conhecida como Black Soldier Fly (BSF), ganha a atencdo global como fonte
emergente e sustentavel para a alimentacdo humana e animal. A BSF converte eficientemente
variadas biomassas organicas e a transforma em biomassa rica em quitina. O polissacarideo
quitina tem ampla aplicacdo no setor alimenticio, na elaboragdo de filmes, revestimentos, acéo
antimicrobiana, emulsificante e estabilizante. Para a extracdo da quitina sdo necessarias etapas
de desmineralizacéo e desproteinizacdo, comumente realizadas com solventes hostis a0 meio
ambiente (HCI e NaOH). Portanto, foi investigado um processo para a obtencdo da quitina da
exUvia da pupa Hermetia illucens atraves de processos de desmineralizagdo mais sustentaveis
e econdmicos. Nesse contexto, o acido cloridrico foi substituido por um acido organico (acido
acético), em concentracdes reduzidas de 0,6 M, temperatura ambiente (25 °C) e tempo de
reacdo de 2 h. Adicionalmente, para o processo de extracdo da quitina, outras etapas foram
implementadas, tais como a desengorduramento utilizando hexano a 60 °C por 6 horas e a
desproteinizacdo empregando NaOH 1,25 M a 90 °C por 2,5 horas. As quitinas obtidas foram
submetidas a uma analise comparativa com a quitina comercial de crustaceos em termos de
sua composicdo centesimal (umidade, lipidios, cinzas, proteina, fibra em detergente acido
(FDA), lignina em detergente &cido (LDA), eficiéncia de extracdo, infravermelha por
transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio-X, microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e analise térmica gravimétrica (TGA). Os resultados indicaram que o acido acético
resultou em quitina da exudvia da pupa da BSF com teor de cinzas de 1,04%, valor
significantemente igual (p<0.05) a quitina obtida com &cido cloridrico (0,79 %) e a quitina
comercial de crustaceos (1,12%). Esses resultados proporcionaram eficiéncia de
desmineralizacdo de 94,45% para 0 &cido acético e 99,02% para 0 HCI. Os processos de
desengorduramento e desproteinizacdo resultaram em quitinas provenientes da BSF com
teores de lipidios e proteinas sem diferencga significativa (p<0.05) em compara¢do com a
quitina comercial. A eficiéncia de desengorduramento alcancou 96,60%, enquanto a eficiéncia
de desproteinizacdo foi de 37,36% e 37,57% para a BSF_chitin_AA e BSF_chitin_HCI,
respectivamente. A quitina da BSF obtida com &cido acético apresentou menor perda na
cristalinidade em comparagdo com a obtida utilizando HCI durante o processo de extragéo.
Além disso, o acido acético conferiu uma maior estabilidade térmica a quitina da BSF em
comparagdo com a quitina obtida com HCI e a quitina comercial de crustaceos. Ambas as
amostras foram caracterizadas como a-quitina, exibindo estrutura molecular e composi¢édo
quimica tipicas da quitina comercial. A morfologia das quitinas da BSF apresentou uma
configuracdo hexagonal, ao contrario da quitina comercial de crustaceos, que exibiu uma
estrutura rugosa. No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre as
estruturas morfoldgicas da quitina da BSF obtida com acido acetico e HCI. Assim, os
solventes organicos produzem quitina com qualidade comparavel agquela obtida mediante o
emprego de solventes minerais, abrindo novas perspectiva para o uso de solventes mais
sustentaveis no processo de desmineralizacdo das exdvias da pupa da BSF.

Palavras-chave: Sustentabilidade, polissacarideo, inseto comestivel, quimica verde, Black
Soldier Fly.



ABSTRACT

SA, Joyce Cheve de. Hermetia illucens L (Diptera, Stratiomyidae) as a sustainable source
of chitin: extraction and characterization. 2024. 94p Masters dissertation (Master of Food
Science and Technology). Institute of Technology. Department of Food Technology,
University Federal Rural of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Faced with the current scenario of food insecurity, Hermetia illucens L. (Diptera:
Stratiomyidae), known as Black Soldier Fly (BSF), gains global attention as an emerging and
sustainable source for human and animal food. BSF efficiently converts various organic
biomasses and transforms them into chitin-rich biomass. The polysaccharide chitin has wide
application in the food sector, in the production of films, coatings, antimicrobial, emulsifying
and stabilizing action. To extract chitin, demineralization and deproteinization steps are
necessary, commonly carried out with solvents that are hostile to the environment (HCI and
NaOH). Therefore, a process was investigated to obtain chitin from the exuvia of the
Hermetia illucens pupa through more sustainable and economical demineralization processes.
In this context, hydrochloric acid was replaced by an organic acid (acetic acid), in reduced
concentrations of 0.6 M, room temperature (25 °C) and reaction time of 2 h. Additionally, for
the chitin extraction process, other steps were implemented, such as degreasing using hexane
at 60 °C for 6 hours and deproteinization using 1.25 M NaOH at 90 °C for 2.5 hours. The
obtained chitins were subjected to a comparative analysis with commercial crustacean chitin
in terms of their proximate composition (moisture, lipids, ash, protein, acid detergent fiber
(ADF), acid detergent lignin (LDA), extraction efficiency, Fourier transform infrared (FTIR),
X-ray diffraction, scanning electron microscopy (SEM) and thermal gravimetric analysis
(TGA). The results indicated that acetic acid resulted in chitin from BSF pupa exuvia with ash
content. of 1.04%, a value significantly equal (p<0.05) to chitin obtained with hydrochloric
acid (0.79%) and to commercial chitin from crustaceans (1.12%). for acetic acid and 99.02%
for HCI. The delipidification and deproteinization processes resulted in chitins from BSF with
lipid and protein contents without significant difference (p<0.05) compared to commercial
chitin. reached 96.60%, while the deproteinization efficiency was 37.36% and 37.57% for
BSF_chitin_AA and BSF_chitin_HCI, respectively. The BSF chitin obtained with acetic acid
showed less loss in crystallinity compared to that obtained using HCI during the extraction
process. Furthermore, acetic acid imparted greater thermal stability to BSF chitin compared to
chitin obtained with HCI and commercial chitin from crustaceans. Both samples were
characterized as a-chitin, exhibiting molecular structure and chemical composition typical of
commercial chitin. The morphology of BSF chitins presented a hexagonal configuration,
unlike commercial crustacean chitin, which exhibited a rough structure. However, no
significant differences were observed between the morphological structures of BSF chitin
obtained with acetic acid and HCI. Thus, organic solvents produce chitin with a quality
comparable to that obtained through the use of mineral solvents, opening new perspectives for
the use of more sustainable solvents in the demineralization process of BSF pupal exuviae.
Keywords: Sustainability, polysaccharide, edible insect, Black Soldier Fly.
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ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo foi dividida em Introducdo e dois capitulos. Na introducéo, composta
pelos tépicos de introducdo geral, objetivos e revisdo bibliogréfica foram abordados os
conceitos gerais e auxiliares para a compreensao da proposta desta dissertacéo.

No capitulo | é apresentado o artigo de revisdo, com a apresentacdo dos métodos ja
utilizados para a extracdo da quitina da Hermetia illucens, assim como novas perspectivas de
estudos e aplicacGes da quitina para a &rea de alimentos.

No capitulo 1l é apresentado a etapa experimental, onde realizou-se a extracdo da
quitina da exudvia da pupa da Hermetia illucens atraves das etapas de desengorduramento com
Hexano, desmineralizacdo com acido acético e HCI e desproteinizagdo com NaOH. A partir
das quitinas obtidas, foram realizadas analises de composicdo centesimal para célculo da
eficiéncia de extracdo e a pureza do material obtido. Além disso, as exdvias da pupa, as
quitinas da BSF e a quitina comercial de crustdceos foram caracterizadas através da analise
termogravimétrica (TGA), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-
IF), difracdo de raios X e microscopia eletronica de varredura (MEV). Alguns resultados
prévios obtidos neste capitulo foram apresentados em um congresso conforme detalhado no
Apéndice A desta dissertagéo.

No Apéndice B € apresentado o delineamento Composto Central Rotacional realizado
para a desmineralizacdo com o &cido acético, e o apéndice C com a desproteinizacdo
enzimatica.

Nos Apéndices D e E sdo apresentados os resumos graficos dos capitulos | e II,
respectivamente.
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1 INTRODUCAO

Em 2022, a inseguranca alimentar atingiu o recorde mundial de 258 milhdes de
pessoas com necessidades de assisténcia urgente. Segundo o relatorio anual da FSIN and
Global Network Against Food Crises, (2023) houve um aumento de quase 65 milhGes de
pessoas em relagdo ao ano anterior, 0 qual pode ser atribuido tanto pelo aumento da
populacdo quanto ao agravamento da situacdo de inseguranca alimentar aguda. Os fatores que
contribuem para a falta de seguranca alimentar sdo 0s extremos climéaticos, choques
econdmicos e, principalmente, os conflitos territoriais. Tais fatores expdem a fragilidade dos
sistemas alimentares e a necessidade de novas alternativas de sistemas agroalimentares
sustentaveis. Diante desse cenario, 0s insetos ganham atencdo como fonte emergente e
sustentavel de proteinas (Van Huis e Oonincx, 2017).

Os insetos sdo fontes de proteinas, carboidratos, gorduras e minerais, sendo seu
consumo definido como entomofagia, que apresenta relatos historicos por diversas culturas.
Apesar do seu potencial uso na alimentacdo humana, no ocidente a entomofagia tradicional,
que € o consumo de insetos inteiros, proporciona reacdes negativas aos consumidores
(Caparros Megido et al., 2016). Porém, estudos mostram maior disposi¢cdo de consumo de
insetos quando esses sdo processados e utilizados como ingredientes alimenticios (Hartmann
e Siegrist, 2016). Portanto, pesquisas atuais tém sido direcionadas para a caracterizacdo e
transformacdo desses animais em potenciais ingredientes para a industria de alimentacéo
humana e animal.

Entre os insetos com caracteristicas adequadas para 0 consumo humano, a Hermetia
illucens L. (Diptera, Stratiomyidae), conhecida na literatura internacional como Black Soldier
Fly (BSF) ou Mosca Soldado Negro (MSN). Essa espécie despertou o interesse da
comunidade cientifica e do meio empresarial, por degradar até 60% de variados residuos
organicos, e pela bioconversdo desses residuos em uma biomassa com proteina, gordura,
quitina e minerais. Além dos aspectos positivos na eficiéncia da bioconversdo, a BSF
apresenta menor producdo de gases de efeito estufa (GEE) quando comparada a culturas
tradicionais, como suinos e bovinos (Boakye-Yiadom, llari e Duca, 2022; Parodi et al., 2020).
Diante disso, a BSF pode ser uma alternativa atraente e inovadora para o gerenciamento de
residuos organicos e promissora fonte de alimentos, se encaixando no conceito de economia
circular (Cickova et al., 2015; Shelomi, 2020).

O uso da Hermetia illucens é permitido pela EU (European Union, 2017) e pela
Anvisa (Brasil, 2020) para a elaboracdo de ra¢Ges de animais domésticos. Para alimentacdo
humana os insetos entram na categoria de novos alimentos pela EU (European Union, 2015),
sendo a BSF considerada como um dos insetos com maior potencial para fins alimenticios
(EFSA Scientific Committee, 2015) Diante disso, a farinha proteica é hoje o produto de maior
interesse na producéo das larvas da BSF. Entretanto, durante a criacdo das larvas da BSF hé a
geracdo de subprodutos ricos em quitina, que pode ser extraido e utilizado como subproduto
inovador e de alto valor agregado (Guarnieri et al., 2022; Hahn, Roth, et al., 2020; Triunfo et
al., 2022). A quantidade de quitina varia conforme o ciclo de vida da BSF, representando em
torno de 9,5% na fase larval, 31,1% para as exuvias da muda, 23,8% nas exuvias da pupa e
5,6% na fase adulta (Soetemans, Uyttebroek e Bastiaens, 2020).

Embora o mercado de quitina ja& esteja estabelecido utilizando os residuos de
crustaceos, existem problemas na oferta desse material, devido suas produgdes sazonais (Tan,
Lee e Chen, 2020) e na logistica de abastecimento de &reas distantes das zonas costeiras
(Gillett, 2008). Devido a sua sustentabilidade, adaptacdo e resisténcia, ha grande interesse
pelos insetos como fontes alternativas e sustentaveis de quitina (Antonov et al., 2019; Kaya et
al., 2015; Khayrova, Lopatin e Varlamov, 2020; Liu et al., 2012; Majtan et al., 2007). Esse
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interesse consiste na comercializacdo e na identificacdo de quitina e seus derivados com
diferentes propriedades e aplicagdes.

A quitina e seus derivados apresentam diversas propriedades tecnoldgicas, com
potencial aplicacdo devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndo toxicidade
(Finke, 2006). Para o setor de alimentos, esse polissacarideo apresenta efeito prebidtico
(Meshulam-Pascoviche et al., 2022) antimicrobiano e antioxidante (Friedman e Juneja, 2010;
Kemboi, V. et al., 2022). Também podem ser utilizados para clarificacdo de mostos, na
preparacdo de filmes para remoc¢do de contaminantes, no controle da turbidez causada pela
precipitagdo de proteinas e na fabricacdo de sensores e nanosensores para a quantificacdo de
contaminantes (Larez Velasquez, 2023).

Na industria farmacéutica e na medicina, esses polimeros apresentam resisténcia a
infeccdes intravenosas (Okawa et al., 2003), diminui¢do da gravidade da pancreatite aguda
grave (Mei et al., 2021), reducdo dos niveis de colesterol LDL no sangue (Choi et al., 2012) e
controle na liberacdo de drogas (N. Mengatto, M. Helbling e A. Luna, 2012). Na agricultura,
esses polissacarideos podem ser usados como fungicidas, agentes de revestimento de
sementes, bioestimulantes, correcfes de solo e outros (Fan et al., 2023). Podem ser aplicados
em outras areas como de biotecnologia, ciéncia de materiais, téxteis, cosméticos, tratamento
de &gua e para a sor¢do de metais (Rinaudo, 2006; Ztotko et al., 2021).

Apesar dos diversos beneficios e aplicagdes para a quitina e seus derivados, a quitina
natural é considerada fibra indigerivel e sua presenca pode diminuir a digestibilidade da
proteina do inseto (Finke, 2007), ocasionar o retardamento da digestdo de lipideos, reduzir a
bioacessibilidade de carotenoides e desencadear reagdes alérgicas (Koufimska e Adamkova,
2016; Zhou, Dai, Liu, Tan, Bai, Rojas, Orlando J., et al., 2021). Por isso, durante o
processamento dos insetos, é adequado que o exoesqueleto seja separado, a quitina extraida e
destinada para aplicacdo adequada.

Na literatura existem poucos dados sobre a extracdo e caracterizagdo da quitina da
Hermetia illucens. O método mais comum para extracdo comercial de quitina sdo os métodos
quimicos que envolvem duas etapas, a desmineralizacdo com o HCI e a desproteinizagdo com
o NaOH. A eficiéncia da extracdo da quitina da Hermetia illucens por esses métodos
tradicionais foi relatada por alguns estudos (Khayrova, Lopatin e Varlamov, 2020;
Purkayastha e Sarkar, 2020; Ztotko et al., 2021), apresentando qualidade similar & quitina
comercial de crusticeos. Porém, esses métodos utilizam solventes ndo sustentaveis, que além
de causarem danos ao meio ambiente e a saude humana, limitam o uso dos minerais e
proteinas extraidos durante o processo (Knidri, El et al., 2018). Um tratamento quimico
agressivo, também pode levar a hidrolise descoordenada das cadeias dos polissacarideos, bem
como causar a desacetilacdo parcial da quitina (Younes et al., 2012).

Outras abordagens tém sido investigadas como alternativa ao processo quimico na
etapa de desmineralizacdo e desproteinizacdo, como 0 uso de &cidos organicos. O acido
acético apresenta resultados parecidos com o HCI para a extracdo de minerais em crustaceos
(Ameh et al., 2014; Gbenebor et al., 2018; Mahmoud, Ghaly e Arab, 2007; Pakizeh, Moradi e
Ghassemi, 2021). Porém, poucos estudos apresentam resultados da desmineralizagcdo da
quitina da BSF com o uso de acidos organicos (Hahn et al., 2022; Tan, Chin e Chen, 2021).

Apesar de alguns estudos ja terem explorado o uso do &cido acético na extragdo de
quitina da Hermetia illucens, até o momento ndo foram encontradas investigacfes que
avaliem sua aplicacdo em temperatura ambiente e em baixas concentragfes. Este estudo é
parte integrante de um grupo de pesquisa do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFRRJ, cujo foco estd na analise do potencial da Hermetia
illucens para aplicacdo alimenticia. Com o intuito de promover o aproveitamento e
valorizagdo do exoesqueleto da BSF, este trabalho tem como objetivo comparar a eficiéncia
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de extragdo e as caracteristicas quimicas e estruturais da quitina das exuvias da pupa da
Hermetia illucens obtida através da desmineralizacdo com acido cloridrico e &cido acético.
Além disso, pretende-se comparar as propriedades quimicas e estruturais da quitina obtida das
exuvias da pupa da BSF com a quitina comercial proveniente de crustaceos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Comparar a eficiéncia de extracdo, bem como as caracteristicas quimicas e estruturais
da quitina da exdvia da pupa de Hermetia illucens obtida através da desmineralizacdo com o
acido acético e o acido cloridrico, ambos em temperatura ambiente e em baixas
concentragoes.

2.2 Objetivos Especificos
De forma a atingir o objetivo geral, os objetivos especificos sao:
I.  Revisdo sobre os métodos ja utilizados para a extracdo da quitina de Hermetia illucens
e as perspectivas para aplicacdo da quitina em alimentos;

Il.  Extracdo da quitina da exuvia da pupa de Hermetia illucens em baixa concentracéo
(0,6 M), temperatura ambiente (25 °C) e por um curto periodo (2 h);

I1l.  Substituicdo do &cido mineral (&cido cloridrico) por um &cido organico (&cido acético)
e a comparacdo da eficiéncia de desmineralizacdo da exuvia da pupa de Hermetia
illucens;

IV. Caracterizagdo da quitina da exuvia da pupa de Hermetia illucens obtida por
desmineralizacdo com acido acético e HCI, comparada a quitina comercial, por meio
de composicdo centesimal, analise termogravimétrica (TGA), espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), difragdo de raios X e microscopia
eletronica de varredura (MEV).

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sistemas agroalimentares

Segundo as NacGes Unidas, em 2020, a populacdo atingiu cerca de 8 bilhGes, com
projecdes indicando aumento para 11 bilhdes até o final do século XXI (United Nations,
2021). Esse aumento populacional, combinado com fatores como extremos climaticos,
choques econdmicos e os conflitos territoriais, agravam a situacdo de inseguranca alimentar
aguda. Isso expde a fragilidade dos sistemas alimentares e a necessidade de novas alternativas
agroalimentares (FSIN and Global Network Against Food Crises, 2023).

Diante dos impactos ambientais atribuidos ao atual sistema de producdo de alimentos,
torna-se imprescindivel o estabelecimento de sistemas agroalimentares sustentaveis Tais
sistemas visam garantir a seguranga alimentar e nutricional, preservando simultaneamente as
bases econdmicas, sociais e ambientais para a seguranca alimentar e nutricional das geragdes
futuras (HLPE, 2014). Nesse contexto, os insetos tém emergido como fonte sustentavel e
promissora de alimento. Suas vantagens incluem baixa emissdo de gases de efeito estufa,
baixo consumo de alimentos, menor demanda por 4gua e ocupacdo de terra insignificante em
comparagdo com as culturas agricolas tradicionais (Wade e Hoelle, 2020).

3.2 Insetos comestiveis
Os insetos representam mais de 90% das diferentes formas de vida animal na Terra,
com o numero total de espécies estimado em 6 a 10 milhdes (HLPE, 2014). Pertencentes ao
grupo dos artrépodes, 0s insetos caracterizam-se por possuirem exoesqueleto quitinoso, corpo
dividido em trés partes distintas (cabeca, torax e abdémen), trés pares de patas articuladas,
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olhos compostos e duas antenas (DeLong, 1960). Os insetos podem ser encontrados em quase
todos os ambientes, e desempenham papel fundamental no equilibrio ambiental do planeta,
atuando na polinizacdo, controle de pragas e producdo de matéria prima (mel, seda e corante
natural Carmim de Cochonilha). Além dessas contribuicBes, 0s insetos destacam-se por sua
eficiéncia notavel na conversdo de matéria organica em proteina animal e gordura. Por essa
razdo, tém sido considerados como fonte de alimentacdo potencial tanto para seres humanos
quanto para outros animais (Halloran et al., 2016; Ordofiez-Araque e Egas-Montenegro,
2021).

A alimentacdo atraves de insetos € conhecida como entomofagia e € uma préatica
milenar que resguarda aspectos culturais de continentes como Africa, Asia, Austrélia, Oceania
e América Latina (Halloran et al., 2016). Essa pratica é uma solucdo para diversas questdes
ambientais e de saude humana, incluindo mudancas climaticas, desnutri¢cdo, inseguranca
alimentar e degradagdo ambiental resultante do atual sistema agroalimentar (Dickie,
Miyamoto e (Tilly) Collins, 2019). Entre as duas mil espécies de insetos comestiveis
documentados na literatura, os mais comumente consumidos séo as Blattodea (baratas),
Coleoptera (besouros), Diptera (moscas), Hemiptera (verdadeiros insetos), Hymenoptera
(formigas, abelhas e vespas), Isoptera (cupins), Lepidoptera (lagartas, borboletas e
mariposas), Odonata (libélulas e libelinhas), Orthopera (grilos, e gafanhotos) e Mantodea
(mantis) (HLPE, 2014; Ordoiiez-Araque, Quishpillo-Miranda e Ramos-Guerrero, 2022).

Em comparacdo com fontes tradicionais de proteina, os insetos demonstram impactos
ambientais significativamente menores em varias métricas, como potencial de aquecimento
global, uso de agua, uso da terra, eutrofizacdo de agua doce, eutrofizacdo marinha e
acidificacdo terrestre. Além disso, ao considerar tanto o impacto ambiental quanto o valor
nutricional, 0s insetos apresentam vantagens sobre as culturas tradicionais e outras
alternativas alimentares inovadoras, como carne cultivada, ovalbumina (produzida com o
fungo Trichoderma reesei), microalga (Chlorella wvulgaris), alga marinha (Saccharina
latissima) e micoproteina (Mazac, Jarvié e Tuomisto, 2023).

Os insetos convertem eficientemente materiais organicos em massa corporal rica em
proteina, acidos graxos mono e poli-insaturados, vitaminas e minerais. Para a Acheta
domesticus a bioconversdo variou conforme a composicdo da dieta, apresentando valores de
0,9 a 1,7 (Van Huis, 2013). A porcentagem de peso comestivel, que para frango e suinos é de
55% do peso vivo (Flachowsky, 2002), para bovinos é de 40% (Smil, 2002) e insetos pode
chegar a 80% (Nakagaki e Defoliart, 1991).

Apesar dos beneficios da entomofagia, essa dieta € vista como op¢do de emergéncia
no caso de escassez de alimentos, feita por pessoas de poucos recursos ou que desejam um
alimento de sabor exotico. Além disso, seu consumo € limitado por razdes éticas, religiosas,
sociais, culturais e psicologicas. Por isso, um dos principais desafios na promocdo da
entomofagia, como dieta humana sustentavel, é tornar os insetos atraentes e saborosos aos
olhos dos consumidores, especialmente pessoas de culturas ocidentais (Meyer-Rochow et al.,
2021).

Em 2023, o valor do mercado global de insetos comestiveis foi estimado em US$ 1,41,
sendo esperado um crescimento de US$ 1,80 bilhdo em 2024 e de US$ 10,4 bilhdes até 2032
(Tejas Chaudhary, 2024). No Brasil, a produgdo de insetos com proposito nutricional vem
aumentando anualmente, poréem destinada somente para a alimentacdo animal, devido as
limitacbes da legislacdo vigente. Atualmente, os insetos permitidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) séo a Barata Cinérea (Nauphoeta cinerea),
Grilo Preto (Gryllus assimilis), Mosca Soldado Negra (Hermetia illucens), Tenébrio Comum
(Tenebrio molitor) e Tenébrio Gigante (Zophobas morio) (Brasil, 2020). Apesar da atual
limitacdo para a producdo de alimentos a base de insetos, espera-se para 0S proXimos anos
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uma regulamentacao e expansao desse setor, 0 que causara impactos notaveis na pesquisa e no
consumo desses animais.

A Hermetia illucens L, € um dos cinco géneros da subfamilia Hermetiinae da ordem
Diptera. Essa espécie despertou duplo interesse da comunidade cientifica, pela sua
sustentabilidade na degradacio de variados residuos organicos (Ci¢kova et al., 2015) e pela
bioconversédo desses residuos em proteina de alta qualidade. Por isso, € considerado um inseto
promissor para a alimentagdo humana e animal.

Apesar do primeiro registro da presenca da Hermetia illucens ser na America, no final
do século 1X, de acordo com estudos genéticos € provavel que a introducdo da espécie tenha
ocorrido nas regides zoogeografica da Paleartica Ocidental e Afrotropical (Stahls et al., 2020).

A BSF produz quantidade economicamente atrativa de larvas, que pode ser influenciado
pelas condicBes da sua criagdo, como sua dieta e temperatura (Harnden e Tomberlin, 2016).
Suas larvas se alimentam de diversas fontes de matéria organica em decomposicao,
convertendo esses residuos em um rico fertilizante. Além disso, as larvas tém o potencial de
diminuir a contaminagdo microbioldgica (Lalander et al., 2015; Liu et al., 2008) e a
contaminacgdo por metais pesados nos substratos (Bulak et al., 2018).

O ciclo de vida da Hermetia illucens varia entre os tipos de populagdes (selvagens e
domesticadas), os fatores abidticos (temperatura, umidade, intensidade da luz) e bioticos
(qualidade e quantidade de alimentos disponiveis), interferindo direta e indiretamente na
duracdo do ciclo de vida e no seu desempenho biologico (Barragan-Fonseca et al., 2019;
Caruso et al., 2013; Tomberlin, Adler e Myers, 2009).

Em geral, essa espécie tem um ciclo de vida de aproximadamente 20 a 22 dias, com seu
ciclo de vida dividido em cinco estagios: ovo, larva, pré-pupa, pupa e mosca adulta. O ciclo se
inicia com a postura dos ovos em uma fonte de alimento. A fase larval se inicia apds 4 dias da
postura dos ovos, vai até o estagio da pré-pupa. Nessa fase, a capsula cefélica é destacada do
corpo, com pecas bucais, que sdo utilizadas para a alimentacdo e como auxiliares na
locomocdo. O estagio pré-pupal é alcancado em torno de duas semanas e, posteriormente,
chega a fase de pupacdo, onde a larva fica imdvel, apresentando uma cuticula rigida e rica em
sais de célcio, resultando em uma pupa marrom escura. Apés 10 a 14 dias as moscas adultas
saem dos casulos, acasalam e fazem a postura dos ovos. Os adultos ndo tém sistema digestivo
ou ferrdo, ndo representam ameaca para outros organismos e nao tém afinidade com o corpo
humano e alimentos frescos. Portanto, também ndo servem como vetores de transmissao de
doencas (Barragan-Fonseca et al., 2019; Caruso et al., 2013; Tomberlin, Adler e Myers,
2009).

Durante a criagdo das larvas da BSF s&o gerados trés subprodutos, as extvias da muda,
as exuvias pupais e as moscas adultas mortas. O primeiro residuo é decorrente das
descamac0es derivadas das etapas de moldagem das larvas, a exdvia da pupa € um involucro
vazio deixado pelas moscas apds sua metamorfose e as moscas adultas derivam das espécies
mortas apOs o acasalamento e postura dos ovos. Esses residuos sdo na maioria das vezes
descartados durante o processo de criacdo das larvas da BSF, porém esses materiais possuem
alto teor de quitina em sua composicdo, e podem ser utilizadas como matéria-prima para a
extragédo do polissacarideo quitina (Guarnieri et al., 2022; Hahn, Roth, et al., 2020; Triunfo et
al., 2022).

3.3 Composicao

As larvas da Hermetia illucens ndo sdo apenas adequadas para converter material
organico, mas também transformam esses substratos em biomassa valiosa de macro e
micronutrientes. Os macronutrientes presentes sdo as proteinas, gorduras e carboidratos,
sendo esse presente na forma de quitina. A composi¢do nutricional é alterada por fatores
como a dieta, fase de crescimento, meio de criacdo e processamento (Hlongwane, Slotow e
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Munyai, 2020). Conforme Tabela 1.1, a BSF na fase larval apresenta a maior fragdo de
lipideos (23%), os adultos o maior teor de proteinas (49,0%) e o casulo o maior teor de
minerais (16%), quitina (25,5%) e fibras (53,3%) (Triunfo et al., 2022).

Tabela 1 1 - Composic¢do nutricional da fase larval, adulta e das exuvias da pupa da BSF em base
seca.

Nutrientes (g/100kg) Fases

Larva Exuvias da pupa Adulto
Massa seca 22,0+0,8 94,0+0,7 93,0+0,9
Proteina bruta 38,7£1,5 30,0£2,8 49,0£0,4
Extrato Etéreo 23,0+0,3 5,0+0,1 19,7+0,9
Fibra detergente acido FDA* 12,4417 25,5+0,5 12,8+1,0
Lignina detergente acido LDA* 9,5+2,2 28,0+1,2 10,8+2,4
Cinza 12,5+0,1 16,0+0,2 8,1+0,5
Quitina (FDA-LDA)** 12,4+1,7 25,0+0,5 12,841,0
Outros 13,4+0,8 23,5+1,3 10,4+0,3

Fonte: Elaboragdo propria a partir de dados do TRIUNFO et al., 2022;
*Metodologia FDA e LDA de acordo com Van Soest e Robertson, (1977);
**Quitina segundo Hahn et al., (2018).

Geralmente os lipidios de insetos incluem esterdis, vitaminas lipossolaveis (A, D, E e
K), ceras, monoglicerideos, diglicerideos, triglicerideos e fosfolipidios (Rahman, Byanju e
Lamsal, 2023b). S&o armazenados principalmente em corpos gordurosos onde sé&o
degradados, armazenados, transformados e transportados para locais de utilizacdo (M.Th.
Beenakkers, VVan der Horst e Van Marrewijk, 1985). Em compara¢cdo com outros insetos, as
larvas da BSF contém elevada quantidade de gordura, que pode ser utilizada como fonte de
energia na alimentacdo ou na producdo de biodiesel. A composi¢do de seus acidos graxos é
afetada pela dieta e pelo peso larval, porém essa variacdo € limitada (Li et al., 2011) e
apresenta até 76% de acidos graxos saturados, 32% de acidos graxos monoinsaturados e até
23% de acidos graxos poli-insaturados (Ewald et al., 2020).

Os minerais presentes na Hermetia illucens séo célcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe),
magnésio (Mg), manganés (Mn), fosforo (P), potassio (K), sédio (Na) e zinco (Zn), conforme
a Tabela 1.2. A proporcdo desses minerais varia de acordo com o contetdo da dieta (Finke,
2013; Lu et al., 2022) e a fase de vida da espécie (Smets et al., 2020).

Tabela 1 2 - Composi¢do de macrominerais e microminerais da larva, pré-pupa e da pupa da BSF.

Minerais Larva Pré-pupa Pupa
Macrominerais (g/100g)

Calcio (Ca) 3,565 4,515 4,0404
Potéssio (K) 0,915 0,436 0,611
Fasforo (P) 0,704 0,600 0,631
Magnésio (Mg) 0,335 0,349 0,365
Sadio (Na) 0,156 0,155 0,172
Microminerais (mg/100g)

Manganés (Mn) 33,5 36,3 37,6
Ferro (Fe) 14,0 4,1 6,5
Zinco (Zn) 9,0 9,2 6,9
Cobre (Cu) 0,7 1,0 1,1

Fonte - Elaboracdo propria a partir de dados do Smets et al. (2020).



A bioacumulacéo é um desafio para a seguranca da producéo de alimentos e ragdes a
base de insetos, pois apesar da BSF ndo bioacumular pesticidas, drogas ou micotoxinas, elas
podem adquirir da dieta alguns elementos toxicos e nocivos, como bario, mercurio,
molibdénio (Lu et al., 2022) e cadmio (Shelomi, 2020). Diferentes valores de vitaminas foram
detectados nas larvas da BSF, que variam conforme os substratos utilizados para a sua
alimentacéo (Shumo et al., 2019).

A composicdo do exoesqueleto da Hermetia illucens varia conforme seu estagio de
desenvolvimento, sendo composta principalmente por fibras de quitina, proteinas cuticulares,
lipidios e melanina (Moussian, 2010). A quitina representa em torno de 7,8% na fase larval,
23,7% para as exdvias da muda, 10,9% na fase de pré-pupa, 10,7% na fase de pupa, 23,4%
nas exdvias da pupa e 8,4% na fase adulta (Soetemans, Uyttebroek e Bastiaens, 2020).
Quando introduzida através da alimentacdo para humanos e animais, a quitina atua como fibra
insoltvel (Ordofiez-Araque, Quishpillo-Miranda e Ramos-Guerrero, 2022).

3.4 Quitina

A quitina é um polissacarideo linear, ndo carregado, composto de numerosas unidades
de N-acetil-p-D-glucosamina (GIcNAc) ligadas por ligagdes glicosidicas $-1,4. No entanto, a
quitina é encontrada na natureza como um heteropolimero de unidades de GIcNAc e
glucosamina (GIcN) distribuidas aleatoriamente e em proporcdes que variam de acordo com
sua origem. Especificamente, as unidades acetiladas GICNAc e as desacetiladas GIcN sao
conhecidas como 1,4 N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-amino-2-desoxi-D-glicose,
respectivamente (Merzendorfer, 2011).

A estrutura quimica da quitina é semelhante a celulose, exceto pela substituicdo do
grupo 2-hidroxila por um grupo acetilamino em cada monémero (Figura 1.1). A presenca do
grupo acetilamino permite o aumento das ligac6es de hidrogénio entre as cadeias de quitina
adjacentes, aumentando assim a forca da estrutura fibrilar, que é composto por mdaltiplas
cadeias de quitina (Sawada et al., 2012).
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Figura 1.1 - Estrutura quimica da celulose e da quitina.
Fonte: adaptado de Zhou, Wang e Guo, (2021)



Alguns estudos classificam o polissacarideo quitina com no méaximo 60% de residuos
desacetilados de GIcN, mais que isso o polimero apresenta diferentes propriedades e é
classificado como quitosana (Aiba, 1992). Especificamente, as unidades acetiladas GICNACc e
as desacetiladas GIcN sdo conhecidas quimicamente como 1,4 N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-
glicose e 2-amino-2-desoxi-D-glicose, respectivamente.

Com base nas orientacdes de suas microfibrilas, a quitina é dividida em trés alomorfos
diferentes, a- - ¢ y-quitina (Kramer e Koga, 1986). A a-quitina é o alomorfo de quitina mais
abundante sendo encontrado principalmente em exoesqueletos de artrépodes e composto por
aproximadamente 20 polimeros de quitina individuais dispostos de maneira antiparalela
(Kaya et al., 2015; Mehlhorn, 2016). Tal arranjo permite ndo apenas um empacotamento
compacto, mas também alta resisténcia a tracdo devido ao aumento significativo das ligacGes
de hidrogénio intra e intermoleculares (Kang et al., 1984; Merzendorfer, 2011).

Depois da celulose, a quitina é o polimero mais abundante na natureza. Pode ser
encontrada como componente estrutural nas paredes celulares de fungos e leveduras, no
exoesqueleto e nas estruturas internas de insetos, crustaceos e outros artropodes, como 0s
revestimentos cuticulares internos do canal alimentar, sistema traqueal, ductos genitais e
ductos das varias glandulas dérmicas.

Embora a principal fonte de quitina comercial, atualmente, ser dos residuos industria
de alimentos marinhos (lagostas, caranguejos e cascas de camardo), os insetos também podem
servir como fonte confiavel de quitina (Khayrova, Lopatin e Varlamov, 2019; Snelling,
Seymour e Runciman, 2011; Zhong, Wei e Zhang, 2013). Os insetos apresentam vantagens na
logistica e no abastecimento continuo, jA& que se adaptam em diferentes regibes e com
diferentes variacBes sazonais (Tan, Lee e Chen, 2020), abastecendo areas distantes das zonas
costeiras em diversas épocas do ano (Gillett, 2008). Além disso, 0s insetos apresentam maior
facilidade no processamento, devido ao menor teor de compostos inorganicos (10%),
enquanto os crustaceos tém entre 20 e 40%, facilitando a etapa de desmineralizacdo (Liu et
al., 2012). O interesse em novas fontes de quitina vai além das vantagens de producdo, mas na
identificacdo de quitina e seus derivados com diferentes propriedades e aplicagdes.
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Resumo

Antecedentes: A Hermetia illucens L. (Diptera: Stratiomyidae), conhecida como Black
Soldier Fly (BSF) é um inseto comestivel com potencial para extracdo de quitina. Entre as
diversas areas de aplicacbes desse polissacarideo, o setor de alimentos apresenta ampla
oportunidade. Para tanto, se faz necessario melhor compreensdo dos métodos de extracao.
Escopo e Abordagem: Visando a utilizagdo e a valorizacdo do exoesqueleto da BSF, essa
revisao apresenta 0s processos utilizados para a extracdo de quitina do exoesqueleto das
diversas fases da Hermetia illucens, assim como suas eficiéncias. Além disso, séo
apresentadas novas perspectivas de extracdo de quitina da Hermetia illucens, assim como
potencial uso em alimentos.

Principais Resultados e Conclusdes: Os processos para extracdo de quitina da Hermetia
illucens podem ser quimicos, fisicos e/ou bioldgicos, sendo os quimicos mais aplicados. A
eficiéncia de extracdo varia conforme a fase de vida da BSF e os protocolos de extracdes
utilizados, onde o0 exoesqueleto passa por pré-tratamentos, desengorduramento,
desmineralizacdo, desproteinizacéo e despigmentacdo. As condicdes de extragdes da quitina
afetam suas caracteristicas quimicas, fisicas e estrutural, determinando sua aplicacdo de
acordo com a pureza, grau de acetilacdo, cristalinidade e peso molecular. A quitina das
diversas fases da Hermetia illucens e seus derivados possuem potencial para aplicagdes em
alimentos. Porém, sdo necessarios novos estudos para elucidar as condi¢fes adequadas para o
isolamento da quitina de cada uma das fases da Hermetia illucens.

Palavras-chave: Polissacarideo, inseto comestivel, Black Soldier Fly, economia circular,
quitosana, quimica verde
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1. INTRODUCAO

Diante do atual cenario de inseguranca alimentar (FSIN and Global Network Against
Food Crises, 2023), os insetos comestiveis ganham atencdo global como fonte emergente e
sustentavel para a alimentacdo humana e animal. Os insetos possuem a habilidade de
converter biomassas orgénicas de descarte em derivados de valor agregado, contendo
proteinas, gorduras, quitina e micronutrientes (Leni, Caligiani e Sforza, 2021). A industria de
producdo de insetos cresce conforme o mercado avanca e novas investigacdes cientificas e
perspectivas de utilizacdo desses animais surgem, assim como o uso do exoesqueleto como
fonte de quitina (Rahman, Byanju e Lamsal, 2023).

Quimicamente, a quitina € um polissacarideo linear, ndo carregado, composto de
numerosas unidades de N-acetil-B-D-glucosamina (GIcNAC) unidas por ligagdes glicosidicas
B-1,4 (Muzzarelli, 1977). Porém, em sua forma nativa, a quitina € encontrada como um
heteropolimero de unidades de GIcNAc e glucosamina (GIcN) distribuidas aleatoriamente e
em proporcdes que variam dependendo da sua origem (Zhu et al., 2016). Além desses
polimeros serem encontrados em insetos, crustaceos, e outros artrépodes, eles estdo presentes
em fungos e leveduras. Sua sintese pode ser realizada por diferentes tipos de células e envolve
um numero definido de reacfes enzimaticas que convertem diferentes agucares em cadeias
lineares de quitina. Nos insetos, essas células incluem células epidérmicas, traqueais e do
intestino médio, onde a quitina é secretada no espacgo extracelular, montadas em microfibrilas
e organizadas nas paredes celulares, cuticulas e matrizes peritroficas (Yu et al., 2024). As
estruturas cuticulares apresentam a funcdo de barreira fisica e serve como um exoesqueleto
para 0 suporte estrutural dos insetos. Sua composicdo varia conforme o estagio de
desenvolvimento e a parte do corpo desses animais, sendo composta principalmente por
quitina, proteinas cuticulares, lipidios e melanina (Khayrova et al., 2021; Rahman et al.,
2023).

A quitina e seus derivados possuem valor econdmico nas industrias alimenticia,
farmacéutica, téxtil e cosmética. A extracdo da quitina de insetos em suas diversas fases tem
sido estudada como alternativa a quitina comercial obtida de crustaceos (Pedrazzani et al.,
2024; Rahman et al., 2023). A Hermetia illucens L. (Diptera, Stratiomyidae), conhecida como
Black Soldier Fly (BSF), € um dos insetos com potencial para a extracdo de quitina. Essa
espécie despertou o interesse da comunidade cientifica, por ser capaz de biodegradar residuos
organicos em biomassas ricas em proteina, gordura, quitina e minerais (Eggink e Dalsgaard,
2023). Além dos aspectos positivos de sustentabilidade e bioconverséo, a producéo da quitina
proveniente da BSF apresenta vantagens em relacdo a extracdo convencional devido ao fato
de ndo ser afetada pelas variacGes sazonais da produgdo dos crustdceos. Na logistica de
abastecimento de éareas distantes do litoral (Abo Elsoud et al., 2022). Bem como no
processamento, ja que 0s insetos contém menos compostos inorganicos quando comparado
aos crustaceos, tradicionalmente utilizados (Ordofiez-Araque, Quishpillo-Miranda e Ramos-
Guerrero, 2022; Pedrazzani et al., 2024). Diante disso, a BSF € alternativa atraente, inovadora
para 0 gerenciamento de residuos organicos e promissora fonte de quitina, se encaixando no
conceito de economia circular.

A quitina se encontra em um complexo quitina-melanina na Hermetia illucens (Khayrova
A e Lopatin S, 2022), em quantidades que variam conforme seu crescimento e alimentagédo
(Rampure, Velayudhannair e Marimuthu, 2023; Soetemans, Uyttebroek e Bastiaens, 2020).
Apesar do potencial da utilizagdo do exoesqueleto de diversas fases da BSF como fonte de
quitina, 0s processos de extracdo ainda ndo foram estabelecidos ou otimizados como os de
crustaceos. Estudos sobre o efeito dos métodos de extracdo de quitina da BSF sugeriram que
as condicdes de extracOes afetam diretamente nas caracteristicas quimicas e fisicas da quitina,
determinando sua aplicacéo de acordo com sua pureza, grau de acetilacdo, cristalinidade, peso
molecular, estabilidade térmica e mecanica (Nouri et al., 2016). Os métodos quimicos foram
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0s mais investigados, principalmente para as etapas de desproteinizacéo e desmineralizag&o.
Outros métodos, como os bioldgicos e fisicos foram poucos explorados, mas apresentam
potencial para a extracdo de quitina da Hermetia illucens.

Diante da importancia da compreensao dos métodos de extracdo estudados para a quitina
da BSF e para o desenvolvimento e exploracdo de novos métodos, essa revisdo teve como
objetivo fornecer os recentes progressos para a extracdo de quitina da Hermetia illucens.
Ademais, apresentar os potenciais uso da quitina de insetos e seus derivados em alimentos.

2. EXTRA(;AO DE QUITINA DA HERMETIA ILLUCENS

A extracdo de quitina da BSF pode ser realizada por métodos quimicos, fisicos e/ou
bioldgicos (Tabela 1) com o objetivo de eliminar outros componentes presentes no
exoesqueleto da BSF, tais como: lipidios, minerais, proteinas e as melaninas. Embora existam
métodos bioldgicos e fisicos para a extracdo de quitina da BSF, a principal metodologia
aplicada é a quimica, que envolve etapas de pré-tratamento, desengorduramento,
desmineralizag&o, desproteinizagéo e despigmentacédo (Figura 2.1).

oo
e > Pré-Tratamento

1
- =
2 Desengorduramento

BSF %5
A Desmineralizac¢io

v
Desproteinizagiao

v
Despigmentacio

v

—

”~
/

DR Quitina da BSF

Aplicagoes em
alimentos

Figura 2 1 - Etapas de extragdo da quitina da Hermetia illucens

Fonte - Elaboracdo propria

A sequéncia dos processos de extracdo impacta no rendimento da quitina da BSF. A
extracdo da fracdo lipidica, chamada de desengorduramento, ocorre no inicio do processo
devido a repulsdo hidrofébica que a gordura ocasiona nas etapas subsequentes, interferindo na
interacdo dos agentes quimicos com a matéria-prima (Tan, Chin e Chen, 2021). Tan, Chin e
Chen, (2021) relataram que a extracdo de proteinas (desproteinizacdo) antes da retirada dos
minerais (desmineralizacdo) diminuiu o teor de quitina das exdvias da pupa, de 69,4% para
65,4% em massa. 1sso ocorre devido a degradagdo da camada de proteina que reveste a matriz
do material, expondo a quitina ao tratamento acido e ocasionando sua hidrolise (Lagat et al.,
2021). Apesar disso, existem estudos onde as etapas de extracOes ocorrem simultaneamente,
como relatado por Khayrova, Lopatin e Varlamov, (2020), que utilizaram NaOH 50% (p/v) e
obtiveram boa eficiéncia com a extracdo simultanea dos lipidios e das proteinas das exivias
da pupa e moscas adultas da BSF. Assim como nas extragdes bioldgicas, onde as etapas de
desmineralizacdo e desproteinizacdo também podem ser realizadas simultaneamente (Younes
e Rinaudo, 2015).
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O rendimento de extracdo de quitina também é impactado pelas diferentes fases de
vida da BSF (Brigode et al., 2020; Soetemans, Uyttebroek e Bastiaens, 2020; Wang et al.,
2020), pelos métodos aplicados (Caligiani et al., 2018; Pedrazzani et al., 2024) e pelas
condicdes de extracdo utilizadas (Zhou et al., 2019) (Tabela 2.1). Em crustaceos o rendimento
de extracdo de quitina chega a 30% em massa (Lee et al., 2022). Para as diversas fases do
ciclo de vida de BSF, o rendimento de extracdo de quitina varia entre 2 e 59% em relacao a
massa inicial. A discrepancia entre rendimentos pode ser relacionada com a ineficiéncia do
método de extracdo aplicado, resultando em valores superestimados devido a presenca de
outros componentes como lipidios, minerais e proteina.

Alguns parametros fisico-quimicos e estrutural definem a qualidade e aplicacdo da
quitina. Como observado na Tabela 2.1, também séo diretamente afetados pelo método de
extracdo e a fonte de quitina. O grau de acetilacdo é a proporcdo de unidades de glucosamina
acetiladas e desacetiladas, diferenciando a quitina de sua forma desacetilada, a quitosana
(Mohan et al., 2020). Essa proporcao influencia na solubilidade da quitina, na viscosidade, na
cristalinidade e nas propriedades da solucdo, devido ao grupo de amino livre da molécula
desacetilada. Para as diversas fases da Hermetia illucens, é possivel encontrar diversos graus
de desacetilacdo, com valores entre 25 e 95 %.

Outro parametro importante para a quitina é o indice de cristalinidade (Crl), que
depende de sua natureza cristalina ou amorfa, propriedade significativa na determinacdo da
area de aplicacdo. A quitina com baixo Crl é caracterizada como amorfa e possui propriedades
absorventes, enquanto a alta cristalinidade pode proporcionar propriedades mecéanicas
relevante, como a alta resisténcia mecanica (Mohan et al., 2020; Triunfo et al., 2021). O
indice de cristalinidade (Crl) da quitina da BSF para as larvas, pré-pupas, exdvias da pupa e
moscas adultas foram respectivamente 33,09 %, 35,14 %, 68,44 % e 87,92 % (Wang et al.,
2020). Pedrazzani et al., (2024), obtiveram que o uso de moagem mecanoquimica diminuiu o
Crl da larva da BSF de 27,0 % para 14,4 %.

O peso molecular (Mw) afeta as propriedades fisico-quimicas e a atividade bioldgica
da quitina. O peso molecular elevado reduz a solubilidade da molécula em agua e aumenta a
viscosidade, direcionando ou limitando o uso em algumas aplicacdes (Knidri, El et al.,
2018b). Para o peso molecular da quitina da mosca adulta, Khayrova, Lopatin e Varlamov,
(2019) observaram o valor de 160 kDa, enquanto Triunfo et al., (2022) descreveram valores
de 62 kDa e 36 kDa, esse ultimo quando aplicado uma etapa de despigmentacdo com o H20..
Para outras fases, foram observados pesos moleculares menores, como para a exuvia da muda
com 28 a 31 kDa, a larva com 21 a 92 kDa e a extvia da pupa com 35 a 55 kDa (Hahn, Roth,
et al., 2020).

Para a quitina comercial de crustaceos MP Biomedicals (Irvine, California, USA), o
grau de desacetilacdo é de 92%, a Crl de 79% e o peso molecular de 376 kDa (Triunfo et al.,
2022). Diversos protocolos de extracdo de variadas fases da BSF alcancaram valores
parecidos para o grau de desacetilagdo e de cristalizagdo da quitina comercial, mostrando o
potencial da quitina da Hermetia illucens para a substituicdo parcial da quitina de crustaceos.
A quitina da BSF e seus derivados podem apresentar caracteristicas Unicas em relacdo a
quitina comercial de crustaceos, como baixo peso molecular (<150 kDa), que proporciona
melhores propriedades antibacterianas (Triunfo et al., 2022). Outro diferencial € o complexo
quitina-melanina, que pode aumentar a atividade bioldgica da quitina, proporcionando ampla
gama de aplicagdes como efeito fotoprotetor e antioxidante (Khayrova et al., 2021).

A pureza da quitina obtida, ou seja, a eficiéncia da remo¢do dos compostos quimicos
indesejaveis, também é parametro que define a qualidade da quitina. De acordo com sua
aplicacdo exige-se quitina purificada, como em aplica¢fes alimenticias e médicas, onde as
proteinas podem causar reagdes alérgicas (Delfino et al., 2024).
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Tabela 2 1- Diferentes métodos de extracao e seus efeitos na qualidade da quitina obtida a partir da Hermetia illucens.

Teor
Matéria-prima . . Rendiment de Peso Gra}u d~e Grau _de ~
Método de isolamento a o molecular acetilagdo desacetilagd Crl (%) Fonte
(Fase da BSF) 02(%) quitina
(kDa) (%) 0 (%)
(%)
Larva Método quimico (HCI, NaOH, KMnOx) 250,0 35,0 Wasko et
. NA NA NA NA
Mosca adulta Método quimico (HCI, NaOH) 179,0 24,9 al., (2016)
Pré-pupa Método quimico (NaOH, HCI)
Pré-puna Método quimico (fracionamento de
pup Oshorne) o

- ; PR Caligiani et
Pré-pupa Método enzimaético (Alcalase) NA NA NA NA NA NA

. . . . al., (2018)
Pré-pupa Método enzimatico (pepsina)

Pré-pupa Método enzimatico (papaina)
Pré-pupa Método enzimatico (pancreatina)
Pré-pupa Com exoesqueleto 63,25 )

- Nafisah et
Pré-pupa Sem o exoesqueleto NA NA NA NA NA NA al., (2019)
Pré-pupa Método bioldgico (Bacillus subtilis) 44,11 )

. Método quimico (cloreto de colina, Acido
Pré-pupa latico, 50 °C) 23,33 88,59 84,75

] Método quimico (cloreto de colina, Acido
Pre-pupa latico, 80 °C) 16,40 91,34 70,34

. Método quimico (cloreto de colina, &cido
Pre-pupa butirico, 50 °C) 22,26 74,66 82,49
Pré-puDA Método quimico (cloreto de colina (ChCI), 1202 86.41 NA NA 56.82 2%)36 Zhoz%igal"

pup acido butirico, 80 °C) ’ ’ ’ ’ ( )

) Método quimico (cloreto de colina,

Pré-pupa glicerina, 50 °C) 16,72 87,27 86,56
Pré-pupa Método quimico (cloreto de colina, 2285 87.62 91.48

glicerina, 80 °C)
Pré-pupa Método quimico (betaina, Acido latico, 50 25,70 84,21 88,29




OC)
Método quimico (betaina, Acido latico, 80

Pré-pupa °C) 14,27 85,13 81.08
Pré-pupa Método quimico (begzzjl;a, acido butirico, 50 24,53 76.95 83.92
Pré-pupa Método quimico (bezzg;\a, acido butirico, 80 14.46 83.75 94.39
Pré-pupa Método quimico (cloorgt)o de colina, uréia, 50 26,02 88.14 74,55
Pré-pupa Método quimico (cloorgt)o de colina, uréia, 50 2282 86,45 80.19
Pré-pupa Método quimico (betaina, glicerina, 50 °C) 25,47 80,76 88,91
Pré-pupa Método quimico (betaina, glicerina, 50 °C) 22,83 86,22 89,52
Pré-pupa Método quimico (betaina, uréia, 50 °C) 26,71 83,29 88.01
Pré-pupa Método quimico (betaina, uréia, 80 °C) 12,01 90,52 95,59
Pré-pupa Método quimico (cloretoode colina, acido 2325 84,06 90.70
oxalico, 50 °C)

. Método quimico (cloreto de colina, acido
Pré-pupa oxalico, 80 °C) 12,71 87,89 89,51
Pré-pupa Método quimico (beiacl:r)wa, acido oxalico, 50 2285 87.19 84.17
Pré-pupa Método quimico (beifélzr)wa, acido oxalico, 80 6,51 80.92 5823
Pré-pupa Método quimico (HCI, NaOH) 6,50 91,63 82,44 38,82
Pré-pupa NA 100,00 12,29 35,20 62,96

Khayrova,
) . Lopatin e
Mosca adulta Método quimico (HCI, NaOH) 20,00 NA 160,00 NA NA NA vV
arlamov,
(2019)

Exlvia da Método quimico (acido férmico, NaOH),

muda 80/800 g/mL_, 140 °C. 3 h 8,00 83,00 28,00 44,00 Hahn, Roth,
Exuvia da Método quimico (acido formico, NaOH) NA NA etal,

muda 50/800 g/mL, 140 °C, 6 h 13,00 83,00 31,00 72,00 (2020)
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Exuvia da

Método quimico (acido férmico, NaOH)

muda 60/800 g/mL, 120 °C, 3 h 1600 8300 29,00 43,00
Exuvia da Método quimico (acido férmico, NaOH
muda 5011000 g/ngL, 4°C-RT, 12 h : 400 8300 3100 34,00
Quitina NA 0,00 NA 28,00 74,00
comercial
Jayanegara
Pré-pupa Meétodo quimico (HCI, KOH, NaOH) NA NA NA NA NA NA etal.,
(2020)
Larva Método quimico (HCI, NaOH, NaClO) 3,60 33,09
Pré-pupa Método quimico (HCI, NaOH, NaClO) 3,10 NA NA NA 35,14 Wang et al.,
ExUvia de pupa Meétodo quimico (HCI, NaOH, NaClO) 14,10 68,44 (2020)
Mosca adulta Método quimico (HCI, NaOH, NaClO) 2,90 87,92
Exdviade pupa  Método quimico (HCI, NaOH, KMnO.) 9,00 115,00 25,00 21,00 Purkayasth
Moscaadulta  Método quimico (HCI, NaOH, KMnOs) NA 2300 A 86,00 49,00 4900 @ czzsoazrg)ar,
Exuvia de pupa Método quimico (HCI, NaOH) 26,00 74,00
Larva Método quimico (HCI, NaOH) 21,00 61,00
Mosca adulta Método quimico (HCI, NaOH) 8,00 78,00
Exuavia de pupa Método quimico (FDA-LDA) NA 21,00 NA NA NA 71,00 Brigode et
Larva Método quimico (FDA-LDA) 28,00 50,00  al. (2020)
Mosca adulta Método quimico (FDA-LDA) 8,00 39,00
Quitina NA 86,80
comercial ,
Exuvia de pupa Método quimico (HCI KOH, NaOH)
Exuvia de pupa Método quimico (HCI KOH, NaOH)
Exuvia de pupa Método quimico (HCI, NaOH) Khayrova,
Exdvia de pupa Método quimico (HCI, NaOH) NA NA NA NA NA NA \';;)rﬁ’::r']’:)\f
Mosca adulta Método quimico (Hcl KOH, NaOH) (2020) '

Mosca adulta
Mosca adulta

Método quimico (Hcl KOH, NaOH)
Método quimico (HCI, NaOH)
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Mosca adulta

Método quimico (HCI, NaOH)

Larva

Método quimico (HCI, NaOH)

3,85

89

Pré-pupa Método quimico (HCI, NaOH) NA 4,72 NA 90 NA NA Sm(eztgzeé)al.,
Pupa Método quimico (HCI, NaOH) 6,31 92
Larva Método quimico (HCI, NaOH) 9,5 92 88
Pré-pupa Método quimico (HCI, NaOH) 91 77 93
. Lo Soetemans,
Pupa Método quimico (HCI, NaOH) 10,3 96,7 94
Exdvia da NA NA NA Uyttebroek
muda Método quimico (HCI, NaOH) 31,1 93,4 90 e Bastiaens,
2020
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH) 23,8 89,8 89 ( )
Mosca adulta Método quimico (HCI, NaOH) 5,6 nd 89
. Método quimico (HCI, NaOH, H2Oo,
Pré-pupa KMnO. ) 7,95
. Método quimico (HCI, NaOH, H,05,
Prée-pupa KMnOx) 7,97
. Método quimico (HCI, NaOH, H;0o, ZYotko et al.,
Prée-pupa KMnOy) NA 7,01 NA NA NA 60 (2021b)
. Método quimico (HCI, NaOH, H,05,
Pré-pupa KMnOx) 5,98
, Método quimico (HCI, NaOH, H.Oo,
Pre-pupa KMnO.) 5,69
Exulvia da pupa Material inicial
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH 5%)
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH 10%)
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH 30%) KLhayr:)_va,
Exuvi Mé imico (HCI, NaOH 50% opatin,
;(A”V'a dzprtpa etodo qu,\'/lm'tco.(l _C.’. Ia OH 50%) NA NA NA NA NA NA Sergei e
osca adulta / ,a_erla inicia Varlamov,
Mosca adulta Meétodo quimico (HCI, NaOH 5%) (2021)

Mosca adulta
Mosca adulta
Mosca adulta

Método quimico (HCI, NaOH 10%)
Método quimico (HCI, NaOH 30%)
Método quimico (HCI, NaOH 50%)

25



Bhavsar,

. Método quimico e fisico (HCI, &gua Dalla
Exuvia da pupa superaquecida) ’ NA 20,00 NA NA NA NA Fontana e
peraq Zoccola,
(2021)
L Método bioldgico e quimico (B. subtilis + L.
Exuvia da pupa plantarum, NaOH) 7,78
. Método biolégico e quimico (P. aeruginosa
Exdvia da pupa + L. plantarum, NaOH) .41
. Método bioldgico e quimico (L.plantarum +
Exdvia da pupa B. subtilis, NaOH) NA 876 NA NA NA NA Lag;ti al.,
Extvia da una Método bioldgico e quimico 799 (2021)
pup (L.plantarum+P.aeruginosa, NaOH) ’
. Método biolégico e quimico (P. aeruginosa
Exdvia da pupa + B. subtilis +L. plantarum, NaOH) 11,85
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH) 10,18
L Método quimico e biol6gico (Tampéo
Exvia da pupa fosfato de sodio + B. licheniformis 69.40 76,58 88,98
. Método quimico e bioldgico (B.
Exdvia da pupa licheniformis + Tampéo fosfato de sodio) 65,40 67,93 89,95
Método fisico e bioldgico (extracdo Tan, Chine
Exuvia da pupa supercritica de didxido de carbono + L. NA 69,80 NA 60,33 NA 98,48 Chen,
plantarum , B. subtilis e P. fluorescens) (2021)
. Método quimico e biol6gico (acido acético +
Exdvia da pupa L. plantarum, B. subtilis e P. fluorescens) 7240 54,56 8540
qumng NA NA 70,46 87,56
comercial
Exuvia da pupa Método quimico (HsPOa4, NaOH, S;04)
Extviadapupa  Método quimico (H>SO4, NaOH, H20,)
Exdvia da pupa Meétodo qU|m|cc')v$Ig—|Sl\Io(§3, NaOH, H:0., NA NA NA NA NA NA
Exivia da ouna Método quimico (HCI, NaOH, H.Oo, Hahn et al.,
pup MgSO) (2022)
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Exuvia da pupa
Exuvia da pupa
Exuvia da pupa
Exuvia da pupa
Exuvia da pupa

Exuvia da pupa

Método quimico (CH3;COOH, NaOH,
CH4N20,S)

Método quimico (HsPO4, NaOH, NaOCl)
Método quimico (H2S04, NaOH,
CHCI3/MeOH/H,0)

Método quimico (HNOs, NaOH,
CHCI3/MeOH/H0)

Método quimico e biol6gico (HCI, NaOH,
Lacase)

Método bioldgico (Lacase)

Mosca adulta Método quimico (HCI, NaOH) 5,00 NA NA NA NA NA chgoeztzz;l.,
Larva NA NA 12,40 NA NA NA
Exuvia da pupa NA NA 25,50 NA NA NA
Mosca adulta NA NA 12,80 NA NA NA
Larva Método quimico (Acido formico, NaOH) 3,00 76,90 92,00 91,00 74,00
ExGviadapupa  Método quimico (Acido formico, NaOH) 8,00 77,80 55,00 83,00 78,00 Triunfo et
Mosca adulta  Método quimico (Acido formico, NaOH) 2,00 7340 62,00 NA 91,00 7900 al, (2022)
Larva Método quimico (li‘:c')f)o formico, NaOH, 3,00 84,00 21,00 92,00 77,00
Exdviadapupa Vetodo quimico (@%‘j)" formico, NaOH, 1000 86,80 3500 90,00 80,00
Moscaadulta  Metodo quimico (licc')‘:)" formico, NaOH, 300 8530 36,00 93,00 86,00
Quitina NA NA 88,10 376,00 92,00 79,00
comercial
Kemboi, V.
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH) NA NA NA NA NA NA J.etal,
(2022)
Pré-pupa Método quimico (HCI, NaOH, NaOCIl) 18,05 NA NA NA NA NA Mirwandho
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no, Nasution

Pré-pupa Método quimico (HCI, NaOH, NaOCl) 10,85 e Yunilas,
(2022)
Extivia da pupa Método biolégico.(B. subtilis + A. 50.9 18,52
pasteurianus)
Método bioldgico (B. subtilis + A. Xiong et al.,
Mosca adulta oasteurianus) 47,31 NA NA NA 37,38 NA (2823)
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH, H,0,) 23,82 25,73
Mosca adulta Método quimico (HCI, NaOH, H,0,) 11,99 60,23
Larva Instar 3
(Residuo de Método quimico (HCI, NaOH) 7,23 51,16
fruta)
Larva Instar 4
(Residuo de Método quimico (HCI, NaOH) 11,01 58,49
fruta)
Larva Instar 5
(Residuo de Método quimico (HCI, NaOH) 9,17 75,03
fruta)
Pré-pupa (FW) Método quimico (HCI, NaOH) 11,78 71,08
P“%ae(f?jf;)d“o Método quimico (HCI, NaOH) 6,82 59,62 vi?g/ﬁg;eén
Larva Instar 3 NA NA NA NA nair e
(Residuo de Método quimico (HCI, NaOH) 10,2 62,09 Marimuthu,
vegetais) (2023)
Larva Instar 4
(Residuo de Método quimico (HCI, NaOH) 9,49 57,39
vegetais)
Larva Instar 5
(Residuo de Método quimico (HCI, NaOH) 9,83 51,48
vegetais)
Pré-pupa
(Residuo de Método quimico (HCI, NaOH) 10,7 75,89
vegetais)
Pupa (Residuo Método quimico (HCI, NaOH) 8,66 71,39
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de vegetais)

Método quimico (Acido férmico, NaOH,

Larva HCI, NaClO) 2,88 62,56
Pupa Método qwmu:c(gfég;dgé;n)rmmo, NaOH, 8.45 62,01
Mosca adulta Método qU|m||(_:|%$:A§|ad((:)|{)o)rmlco, NaOH, 8,88 68.79
Método quimico e fisico (Acido férmico,
Mosca adulta  NaOH, HCI, NaClIO, tratamento de exploséo NA 86,72
de vapor flash) 0,45 MPa-SFE
Método qurl’)mico e f)l'sico (Acido formico, NA NA NA NA Feng et al.,
Mosca adulta  NaOH, HCI, NaClIO, tratamento de exploséo NA 83,3 (2023)
de vapor flash) 1,00 MPa-SFE
Método quimico e fisico (Acido férmico,
Mosca adulta  NaOH, HCI, NaClIO, tratamento de exploséo NA 88,04
de vapor flash) 1,52 MPa-SFE
Método quimico e fisico (Acido férmico,
Mosca adulta  NaOH, HCI, NaClIO, tratamento de exploséo NA 84,48
de vapor flash) 1,60 MPa-SFE
Quitina Método quimico (HCI, NaOH) 98,44
comercial
jospeta Método quimico (HCI, NaOH) P A A w s
L orvilee Método quimico (HCI, NaOH) 95,41 ’
imaculatus
Exuvia da pupa Método quimico (HCI, NaOH) 86,33
Larva Método quimico e fisico (ultrassom, NaoH) 55,4
Larva NA 80,37 NA NA NA NA X(‘éggg)'
Larva Método quimico (NaOH) 61,69
Larva Método enzimatico (Bacillus licheniformis) 47,6 NA ]
Larva Método quimico (HCI, NaOH) 1 Estagio NA 68,8 NA NA NA NA Peg:aaﬁ%anl
Larva Método quimico (HCI, NaOH) 2 Estagios 77,9 27,00 (2024’)
Larva Método quimico e enzimatico (HCI, Bacillus 77,9 NA
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licheniformis)
Método quimico e fisico (Moagem

Larva mecanoquimica, HCI)
Larva Método quimico e fisico (Ultrassonicacao,
HCI, NaOH)
Extviadapupa Meétodo quimico (HCI, NaOH) 2 Estagios
CascasNde Método quimico (HCI, NaOH) 2 Estagios
camardo

77
79,9
65,2
88,3

14,40

NA
NA

82,70

a Rendimento da quitina em relagéo a matéria-prima inicial, em peso seco. NA: Nao avaliado.
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2.1 Fontes de quitina da Hermetia illucens

A quitina pode ser extraida a partir de diferentes estagios de desenvolvimento da
Hermetia illucens, como na fase de ovos, larval, pré-pupa, pupa e mosca adulta. Além disso,
também pode ser obtida através de fluxos laterais da criacdo das larvas, que sdo 0s
exoesqueletos da muda, derivados das renovacOes da pele das larvas, e os casulos da pupa,
que sdo eliminadas durante a metamorfose da pupa em mosca adulta (Hahn et al., 2018)
(Figura 2.2).

Exuvias da Ovos

Mosca
pupa (casulo) adulta

~
A « N 1% instar
. ~ )
(Yr \
Pupa é 2™ instar
&
. )
16;::;?1::)2 , ‘fé/ 3™ instar

“R o

5™ instar 7

4™ jnstar

&8 A Exivias da
" muda

Figura 2 2 - Ciclo de vida da Hermetia illucens.
Fonte: Adaptado de Catherine Terrell e Laura Ingwell, (2022)

O teor de quitina da Hermetia illucens aumenta conforme seu crescimento (Tabela
.2.2), permanecendo constante nas fases larvais e apresentando aumento gradativo até o final
da fase de pré-pupa, etapa que apresenta a maior quantidade de quitina, devido a necessidade
de protecdo na fase da pupa. Depois da metamorfose, as moscas adultas apresentam
diminuigdo no teor de quitina. Devido a auséncia dos outros componentes da cavidade interna,
as extivias da muda e da pupa sao as fragcbes com maiores teores de quitina.

As fases de crescimento da BSF podem apresentar distintas condi¢fes para a extragao
de quitina, ja que apresentam diferentes composi¢fes nutricionais. Em 12 dias a larva da BSF
apresenta maior teor de lipidios (58,41%) do que a fase larval em 5 dias, 0 que exige
diferentes condicbes para a desengorduramento. Para o teor de cinzas, as exdvias da pupa
apresentam 19,4%, enquanto as moscas adultas 3,26%. Além da fase de crescimento, a
composigdo nutricional da BSF também pode ser alterada por fatores como a dieta, 0 meio de
criagdo e o processamento (Hlongwane, Slotow e Munyai, 2020; Rampure, Velayudhannair e
Marimuthu, 2023).
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Tabela 2 2 - Teor de quitina, matéria seca, proteina, lipideos e cinzas das diferentes fases de
crescimento de Hermetia illucens.

Fase de vida Teor de quitina Matéria Proteina bruta  Lipidio bruto  Cinzas
(%) ® seca (%) ?  (Y%DM)¥* (%DM)? (DM%)?

Ovo (<1d) 0,58-7,8 34,38 35,49 49,29 4,02
Larva (2d) 3,19 35,53 47,14 32,22 5,53
Larva (5d) 3,82 27,71 35,51 17,48 10,62
Larva (12d) 5,35-7,8 29,01 28,68 58,41 9,81
Pré-pupa (15d) 4,47 31,14 31,35 55,36 8,41
Pré-pupa (24d) 10,9-11,32 37,2 35,66 46,68 10,5
Pupa (28d) 10,7-10,98 35,38 36,76 45,53 10,69
Mosca adulta (38d) 8,4-10,05 37,96 41,09 42,9 3,26
Exavia da muda 23,7 92,3 NA NA 24,5
Exlvia da pupa 22,4 94,2 NA NA 19,4

a: Eggink & Dalsgaard (2023). b: Soetemans, Uyttebroel, et al., 2020. c:Fator de correcédo
para analise de proteina: 4,67. NA: Nao avaliado.

A extracdo de quitina também pode ser influenciada pelo processo de esclerotizacédo
que acontece durante a fase de pré-pupa da BSF, onde sdo formadas ligacdes cruzadas entre
proteinas com derivados de catecol e quitina, resultando na eliminacdo de &gua,
escurecimento e endurecimento do exoesqueleto (Kramer, Hopkins e Schaefer, 1995). Diante
disso, a fase larval apresenta maior facilidade para a extracdo de quitina, j& que ndo necessita
da eliminacdo desses compostos catecélicos (Hahn, Roth, et al., 2020).

A morfologia da superficie da quitina da Hermetia illucens também difere dependendo
do estagio de crescimento e método de extracdo. Através da analise de microscopia eletrénica
de varredura (MEV), Triunfo et al., (2022) relataram diferenca entre as superficies da quitina
de larvas, das pupas e de adultos da BSF. Nas larvas a quitina apresentou superficie rugosa
com fibras quebradas e auséncia de poros. Porém, nas exdvias pupais e de inseto adultos
foram identificados poros na superficie da quitina.

2.2 Pre-tratamentos

A etapa de pré-tratamento constitui uma fase essencial para a extracdo subsequente da
quitina da BSF, abrangendo uma série de procedimentos que incluem separacdo, limpeza,
lavagem, secagem, moagem, peneiracdo, e outros métodos fisicos. Entretanto, ¢é
imprescindivel reconhecer que esta etapa exerce uma influéncia substancial sobre a eficacia
global do processo de extragdo da quitina (Pedrazzani et al., 2024).

As larvas sdo abatidas por meio de lavagem com agua fervente, que pode variar de 40
segundos a 15 minutos apds a etapa de recolhimento (Khayrova, Lopatin e Varlamov, 2019;
Mirwandhono, Nasution e Yunilas, 2022; Xu et al., 2023). Leni, Caligiani e Sforza, (2019)
observaram que o abate com agua a 100°C por 40 segundos foi suficiente para conservar e
evitar a oxidacdo lipidica das pré-pupas da BSF por 2 meses em armazenamento a -18°C,
devido ao efeito da temperatura como precursor ao branqueamento, desnaturando possiveis
enzimas endogenas.

A conservagao pode ser realizada por congelamento, mantendo-se a temperatura entre
-18°C e -20°C (Brigode et al., 2020; Hahn, Tafi, et al., 2020; Smets et al., 2020), ou por meio
de processos de secagem em estufa, a 50°C por 24 horas ou a 60°C por 48 horas (Purkayastha
e Sarkar, 2020; Wasko et al., 2016). A etapa de separacdo é crucial para selecionar a matéria-
prima a ser estudada. No caso do uso do exoesqueleto das larvas, a separacdo da fracéo
liquida interna pode ser realizada manualmente ou por meio de prensa de 6leo (Khayrova,
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Lopatin e Varlamov, 2019), resultando na obtencdo da torta com o exoesqueleto,
caracterizada como "flake" (Brigode et al., 2020).

Para a higienizacdo de residuos organicos provenientes da criacdo da Hermetia
illucens, como restos de alimentos e excrementos, diversos estudos tém empregado a imersédo
em &gua (Kemboi, V. J. et al., 2022; Rampure, Velayudhannair e Marimuthu, 2023; Wang et
al., 2020). Além disso, para a retirada da fracdo organica e lipidica das exdvias da pupa,
alguns pesquisadores adotaram a combinacdo de agua e etanol, conforme observado por
Ztotko et al. (2021).

A secagem das diferentes fases BSF é conduzida por meio de diversos métodos, tais
como estufa (45 a 105 °C) (Mirwandhono, Nasution e Yunilas, 2022; Soetemans, Uyttebroek
e Bastiaens, 2020), liofilizacdo (por 48 horas ou até que o peso se mantenha constante) (Feng
et al., 2023; Ndiritu et al., 2023; Smets et al., 2020; Wang et al., 2020), pulverizacédo
(Rampure, Velayudhannair e Marimuthu, 2023; Xiong et al., 2023) ou exposi¢do natural ao
sol (Kemboi, V. J. et al., 2022). Ap6s a diminuicdo do teor de umidade, os exoesqueletos
passam pelo processo de reducdo do tamanho das particulas, visando aumentar a
acessibilidade aos agentes quimicos (Oyekunle e Omoleye, 2019), sendo o0s pés resultantes
obtidos através de almofarizes (Smets et al., 2020), processadores de alimentos (Wang et al.,
2020), liquidificadores (Lagat et al., 2021) e moinhos (Brigode et al., 2020). Tamanhos de
particulas entre 0,106 mm e 0,850 mm tém se mostrado adequados para a purificacdo da
quitina (Brigode et al., 2020; Feng et al., 2023; Khayrova, Lopatin, Sergei e Varlamov, 2021;
Xu et al., 2023). Além disso, foi relatada a eficacia do emprego da moagem mecanoquimica e
da ultrassonicacdo na extracdo de quitina das larvas da BSF, resultando em uma maior
remocdo de proteinas. Este fato pode ser explicado pela quebra dos complexos entre quitina e
proteinas, resultando em uma maior eficiéncia de desproteinizacdo (Pedrazzani et al., 2024).

N&o foram encontrados estudos que abordem o uso de pré-tratamentos quimicos para a
extracdo de quitina das diversas fases da Hermetia illucens.

No entanto, para crustaceos foram identificados métodos promissores. Estes incluem a
imersdo em hipoclorito de s6dio (NaClO) por 10 minutos (Kaya, Baran e Karaarslan, 2015), a
utilizacdo de hidréxido de soédio (NaOH) a 1 M durante 24 horas (Teli e Sheikh, 2012) e a
imersdo em acido cloridrico (HCI) a 0,2% por 24 horas (Trung et al., 2020). Tais pré-
tratamentos tém se mostrado eficazes na economia de tempo e energia nos processos de
desmineralizag&o e desproteinizag&o.

2.3 Extracédo dos lipidios (Desengorduramento)

O teor de lipidios na BSF varia conforme o seu desenvolvimento, com 23% de lipidios
na fase larval, 19,7% na fase adulta e 5% nas exdvias da pupa (Triunfo et al., 2022). A nao
realizacdo do desengorduramento pode prejudicar a purificacdo e eficiéncia de extragdo de
quitina, devido a interacdo hidrofébica entre a gordura e 0 exoesqueleto, evitando a interagdo
do acido com as paredes celulares (Choi, Wong e Auh, 2017; Tan, Chin e Chen, 2021).

A literatura relata predominantemente o uso de métodos quimicos para a
desengorduramento em BSF. A Tabela 2.3 apresenta solventes como o éter de petrdleo,
hidroxido de potassio, hidroxido de sodio, metanol, cloroférmio e éter etilico, os quais foram
aplicados para o desengorduramento da BSF. A eficiéncia desses solventes varia conforme os
parametros de temperatura, propor¢do e concentracdo do solvente utilizados. O hexano
também foi aplicado em larvas, pré-pupas, pupas e adultos da BSF; no entanto, ndo foram
fornecidos os valores de eficiéncia do processo de desengorduramento (Feng et al., 2023;
Jayanegara et al., 2020; Lee et al., 2022; Nafisah et al., 2019; Rampure, Velayudhannair e
Marimuthu, 2023).
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Tabela 2 3 - Solventes, parametros e eficiéncia da desengorduramento de diferentes fases da

Hermetia illucens.

Solvente Matéria-prima Condic0es Eficiénciade Fonte
(Fase da BSF) extracéo de
lipidios (%0)
Eter de petroleo Pré-pupa 1:2 (p/v),40a60°C,1 87,81 Caligiani et
h, com agitacdo al., (2018)

KOH 5% (P/v) Exuvia da pupa 1:10 (p/v), 50 °C, 2h, 90,35 Khayrova,

KOH 10% (P/v) agitacdo ocasional 37,82 Lopatin e

KOH 5% (P/V) Mosca adulta 21,82 Varlamov,

KOH 10% (P/v) Mosca adulta 1,66 (2020)

NaOH 50% (P/v)  Exuvia da pupa 1:20 (p/v), 95,51 Khayrova,

NaOH 50% (P/p) temperatura ambiente 100,00 Lopatin e

NaOH 50% (P/v)  Mosca adulta por 20 minutos + 100 85,89 Varlamov,

NaOH 50% (P/p)  Mosca adulta °C por 2 h, agitacdo 69,79 (2020)

ocasional

Metanol + Mosca adulta 1:5(p/v),20°C, 4 h 93,00 Khayrova,

cloroférmio (7:3) Lopatin e
Varlamov,
(2019)

Eter etilico Mosca adulta NA 100,00 Khayrova,
Lopatin,
Sergei e
Varlamov,
(2021)

acido acético, acido Pupa 25°C, 72 h, agitacdo 36,89 Tan, Chine

latico, etanol 70% de 200 rpm Chen,

(3 dias) + protease (2021)

de B. licheniformis

(3 dias)

Protease de B. Pupa 25°C, 72 h, agitacdo 38,52 Tan, Chine

licheniformis (3 de 200 rpm Chen,

dias) + &cido (2021)

acético, acido latico

e etanol 70% (3

dias)

Extracdo Pupa 1:20 (p/v), 65 °C, 2 h, 32,79 Tan, Chine

supercritica de 5400 psi Chen,

dioxido de carbono (2021)

2h + fermentacéo

com L. plantarum,

B. subtilis e P.

fluorescens (5 dias)

50mL Acido Pupa 1:3 (p/v), 25°C,24h 28,42 Tan, Chine

acético + 100mL Chen,

etanol 70% (1 dia) (2021)

+ fermentacdo com
L. plantarum,
B.subtilis e
P.fluorescens (5
dias)




A fase de vida da Hermetia illucens também influencia na eficiéncia d o processo de
extracdo. Conforme observado por Khayrova, Lopatin e Varlamov, (2020), a extracao lipidica
utilizando KOH a 5% foi mais eficaz nas exdvias da pupa do que nas moscas adultas, devido
as discrepancias na composicao lipidica, como a presenca de cera nas moscas adultas. Além
disso, foi constatado que o uso de KOH a 10% apresentou menor eficacia em comparacao
com o0 NaOH a 5%, atribuido a maior densidade e viscosidade do alcali mais concentrado, o
que dificulta a difusdo adequada do solvente no material.

Métodos fisicos e enzimaticos também foram investigados para outras fases da BSF.
Métodos fisicos com uso de extrusora ou prensa de dleo sdo boas opgbes prévia ao
desengorduramento para separar o exoesqueleto da fracdo liquida da larva, contendo
principalmente lipidios e proteina (Huet et al., 2020). A extragdo supercritica de dioxido de
carbono seguida de fermentacdo com L. plantarum, B. subtilis e P. fluorescens foi realizada
para extracdo de lipidios das exivias da pupa da BSF, mas ndo foi eficiente (Tan, Chin e
Chen, 2021). Kim et al., (2019) tambem avaliaram a eficiéncia da extracdo supercritica de
dioxido de carbono para a larva da BSF e obtiveram uma farinha com 5% de gordura em base
seca. Apesar de ndo ter a pureza exigida para a extracdo de quitina, a extracao supercritica de
dioxido de carbono pode ser analisada em futuros trabalhos em combinagdo com solventes.

2.4 Extracdo dos minerais (Desmineralizago)

O teor de minerais observados nas conchas dos crustaceos € superior quando
comparado com os presentes na Hermetia illucens (Minh, Truc e Osako, 2022). Dependendo
da fase de crescimento e da alimentacdo, os minerais no exoesqueleto da BSF variam de 3,26
a 24,5% em base seca (Soetemans, Uyttebroek e Bastiaens, 2020), com a composi¢do de
calcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe), magnésio (Mg), manganés (Mn), fosforo (P), potassio (K),
sodio (Na) e zinco (Zn) (Lu et al., 2022). Esses minerais necessitam ser extraidos do
exoesqueleto da BSF para a purificacdo da quitina, que consiste na etapa de desmineralizacao.

Acidos sdo os principais reagentes utilizados para essa etapa, degradando os minerais
presentes no exoesqueleto e os transformando em dioxido de carbono (CO.) e em sais
solGveis em agua (Younes e Rinaudo, 2015). Devido a solubilidades dos sais em agua, a
separacdo desses minerais pode ser feita através de processo simples como a filtracdo e
lavagem.

Diversas condicOes de desmineralizacdo do exoesqueleto da BSF para diversas fases
sdo encontradas na literatura, entretanto, ndo foi descrito o célculo de eficiéncia de
desmineralizacdo para todos (Tabela 2.4). O acido cloridrico (HCI) é o mais utilizado para a
desmineralizacdo do exoesqueleto da Hermetia illucens em suas diversas fases, assim como
ocorre para 0s crustaceos (Pakizeh, Moradi e Ghassemi, 2021). A proporgédo solido/solvente
depende da concentragdo do acido, pois sdo necessarias duas moléculas de acido cloridrico
para converter uma molécula de carbonato de calcio, entretanto a maioria dos autores
utilizaram a relacdo de 1:10 (m/v) (Bhavsar et al., 2021; Feng et al., 2023; Khayrova et al.,
2020, 2021; Pedrazzani et al., 2024; Soetemans et al., 2020; Triunfo et al., 2022; Xiong et al.,
2023; D. Zhou et al., 2021). A concentragdo do &cido cloridrico variou de 0,5 M a2 Meo
tempo de reacdo de 30 minutos por até 24 horas. Geralmente a temperatura ambiente foi
utilizada em reacbes de 24 horas, enquanto 100°C foram aplicados por curtos periodos
(Brigode et al., 2020; Purkayastha e Sarkar, 2020; Smets et al., 2020).
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Tabela 2 4 Solventes, pardmetros e eficiéncia da desmineralizagdo de diferentes fases da Hermetia

illucens.
Materia- Eficiéncia da
prima ~. Temperatura Tempo . .
Solvente Concentragdo , desmineralizacdo Fonte
(Fase da (°C) (h) (%)
BSF)
L. . NA Xiong et al.
0, ’
Vérias fases 5% ambiente NA (2023)
NA Rampure,
Varias fases 5% 50 7 Velaypdhannalr
e Marimuthu,
(2023)
Mosca 0 . NA Lee et al.,
adulta 7% ambiente 24 (2022)
NA Khayrova,
Mosca 0 Lopatin e
adulta 2% 20 2 Varlamov,
(2019)
Khayrova,
Exdvia da 1% 20 2 841 Lopatin e
pupa 0 ’ Varlamov,
(2020)
Khayrova,
Mosca 0 Lopatin e
adulta 1% 20 2 41,5 Varlamov,
(2020)
, NA Zlotko et al.
- 0, ’
Pré-pupa 1% 22 1 (2021b)
Acido Exlvia da 1% ambiente 24 NA Ndiritu et al.,
cloridrico PYP2 (2023)
Exuvia da 05M 70 NA Hahnetal.,
pupa ’ (2022)
NA Soetemans,
Uyttebroek e
Vérias fases 1M ambiente 1 Bastiaens,
(2020; Wasko
et al., 2016)
. NA Jayanegara et
Pre-pupa 1M 100 1 al.. (2020)
NA Brigode et al.,
(2020;
- Purkayastha e
Varias fases 1M 100 0,5 Sarkar, 2020:
Smets et al.,
2020)
Exlvia da NA Lagatetal.,
oupa 1M 100 2 (2021)
Exuvia da NA Lagatetal.,
pupa M 2 (2021)
Mirwandhono,
, Nasution e
Pré-pupa 1M 100 20 NA Yunilas,
(2022)
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Pré-pupa, . Caligiani et al.,
exvias 2M ambiente 24 73 (2018)
Bhavsar, Dalla
Pré-pupa, . Fontana e
ex(ivias 2M ambiente 24 NA Zoccola,
(2021)
. Pedrazzani et
Larva 2M ambiente 24 89,9 al., (2024)
. Pedrazzani et
Larva 2x2M ambiente 24 89,9 al., (2024)
Exuvia da . Pedrazzani et
oupa 2M ambiente 24 100 al., (2024)
L. Wang et al.,
Varias fases 2 M 55 1 NA (2020)
Exlvias da . Hahn, Roth, et
muda NA ambiente 0,5 73,5 al., (2020)
. Triunfo et al.,
Larva 05M ambiente 1 82 (2022)
Acido ExUvia da . Triunfo et al.,
formico  pupa 05M ambiente 1 85 (2022)
Mosca . Triunfo et al.,
adulta 05M ambiente 1 87 (2022)
Mosca . NA NA Feng et al.,
adulta 05M ambiente (2023)
Exuvia da NA Hahn et al.,
Acido  pupa 05M 40 2 (2022)
fosférico Exuvia da NA Hahn et al.,
oupa 05M 70 2 (2022)
Exuvia da NA Hahn et al.,
Acido  pupa 0.25M 40 2 (2022)
sulfdrico Ex(via da NA Hahn et al.,
oupa 0,25M 70 2 (2022)
Exuvia da NA Hahn et al.,
Acido  pupa 05M 40 2 (2022)
nitrico Exuvia da NA Hahnetal.,
oupa 05M 70 2 (2022)
Acido ExUvia da NA Hahn et al.,
acético  pupa 05M 40 2 (2022)
Solventes
eutéticos
profundos
(cloreto de
colina,
Acido Pré- Zhou et al.,
latico, acido pupas NA 50-80 NA  NA (2019)

butirico,
glicerina,
betaina,
uréia, acido
oxalico)

NA: Not available
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Nas mesmas condi¢bes de desmineralizacdo com &cido cloridrico (1% a 20 °C por 2
horas) a eficiéncia de extracdo foi diferente conforme a fase de vida utilizada, sendo 84,1%
para as exuvias da pupa e 47,5% para as moscas adultas (Khayrova, Lopatin e Varlamov,
2020). Pedrazzani et al., (2024) aplicaram condi¢fes mais severas, com HCI 2 M por 24 horas
e obtiveram 100% de rendimento para desmineralizacdo das exuvias da pupa, porém esse
valor também diferiu quando as mesmas condicGes foram aplicadas para as larvas (89,9%).
Tal fato confirma que a eficiéncia de desmineralizagcdo pode ser afetada por pardmetros como
a fonte e o grau de mineralizacdo do exoesqueleto. Outros fatores como concentragéo,
temperatura, propor¢do soluto/acido e tamanho da particula também afetam o rendimento de
extracdo (Younes e Rinaudo, 2015). Entretanto, em relacdo ao numero de etapas de
desmineralizacdo, Pedrazzani et al., (2024) relataram que o rendimento de extracdo ndo muda
com uma ou duas etapas sucessivas de extracdo de minerais com o HCI. Sendo assim, sdo
necessarias maiores investigacdes sobre o impacto que &cidos fortes como o HCI e o uso de
altas temperaturas causam na molécula da quitina das fases da BSF, como a desacetilagéo,
despolimerizacéo, redugdo de massa molar, perda de cristalinidade e rendimento. Assim como
a eficiéncia e vantagens da utilizacdo do HCI em baixas concentracdes, conforme ja relatado
para outros insetos, o HCI diluido aumenta a cristalinidade da quitina (Philibert, Lee e Fabien,
2017).

Outros &cidos inorganicos e &acidos organicos também foram estudados para a as
exuvias da pupa da BSF, apresentando maior eficiéncia quando utilizados a 40 °C do que a 70
°C, devido a solubilidade inversa do carbonato de célcio. O &cido sulfirico e acido fosforico
apresentaram o menor grau de desmineralizacdo, ao contrario dos acidos nitrico, cloridrico,
acético e férmico, devido a alta solubilidade de seus sais. Entretanto o acido férmico
apresentou o melhor rendimento (Hahn et al., 2022). O &cido férmico foi utilizado em outro
trabalho para a extracdo dos minerais do exoesqueleto das larvas, exGvias pupais e moscas
adultas, apresentando respectivos rendimento de 82%, 85% e 87% (Triunfo et al., 2022).
Diferentes solventes eutéticos profundos naturais foram testados para a desmineralizacdo da
pré-pupa em temperatura de 50 °C e 80 °C, sendo que 0 aumento na temperatura de extracdo
facilitou a desmineralizacdo (Zhou et al., 2019).

O grau de acetilacdo da quitina da exuvia da pupa e da pupa da BSF obtida por acidos
organicos corresponde ao da quitina comercial, enfatizando o uso de &cidos para produzir
quitina de qualidade (Hahn et al., 2022; Tan, Chin e Chen, 2021). A utilizacdo de acidos
organicos também necessita ser mais explorada para a extracdo de quitina da BSF, sdo uma
opcdo mais sustentadvel para 0 meio ambiente, com sua producdo a partir de biomassas de
baixo custo. Além disso, eles preservam as caracteristicas da quitina purificada e viabilizam a
aplicacdo dos sais organicos extraidos para outros fins, como para a aplicacdo em racles e
alimentos (Ameh et al., 2014; Gbenebor et al., 2018; Pakizeh, Moradi e Ghassemi, 2021).

2.5 Extracdo das proteinas (Desproteinizacao)

Para a purificagdo da quitina ainda é necessario submeter o exoesqueleto a um
tratamento que elimine a fracdo proteica. Independente da matéria-prima, essa etapa ¢ um
desafio para o processo, devido a dificuldade da ruptura entre as ligages quimicas da quitina
e proteina. Para a exudvia pupal da Hermetia illucens, existe o completo quitina-melanina que
se forma durante o processo de esclerotizacdo, 0 que aumenta o grau de dificuldade para o
isolamento da quitina (Brigode et al., 2020).

A etapa de desproteinizacdo, onde ocorre a extracdo das proteinas, € comumente
realizada com solucGes alcalinas como o hidroxido de s6dio (NaOH), carbonato de sodio
(Na2CO3), soda (NaHCO3), hidroxido de potéssio (KOH), carbonato de potassio (K2COs),
hidroxido de célcio (Ca(OH)2), sulfito de sodio (Naz2S0s), bissulfito de sédio (NaHSO3),
bissulfito de calcio (CaHSO3), fosfato de sddio (NasPOas) e sulfeto de sddio (NazS) (Pakizeh,
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Moradi e Ghassemi, 2021). Entretanto, para a Hermetia illucens, apenas o NaOH e KOH
foram estudados (Tabela 2.5).

Tabela 2 5 - Solutos, pardmetros e eficiéncia da desproteinizacdo de diferentes fases da Hermetia

illucens
Soluto Matéria-prima  CondicGes para Eficiéncia Fonte
(Fase da BSF)  desproteinizacéo de
desproteini
zacdo (%)
Hidroxido Exdviadapupa NaOHO0,5M, 15:100 (m/v),2h  NA Ndiritu et al., (2023)
de sodio em ebulicdo

Varias fases

Pré-pupas
larva, extvia da
pupa, mosca

adulta
Varias fases

Exuvia da pupa

Exuvia da pupa
Larva e exQvia
da pupa
Larva e exQvia
da pupa
Larva e exQvia
da pupa

Exuvia da pupa
Exuvia da muda

Larva
Exuvia da pupa
Mosca adulta

Larva

Larva
Larva

Mosca adulta
Exuvia da pupa

NaOH 1 M, 80 °C, 24 h

NaOH 1 M,40°C,1h

NaOH 1 M, 24 h

NaOH 1 M, 1:25 (m/v), 1 h, 80
°C, por 12 vezes

NaOH 1M, 100°C, 4h

NaOH 1M, 4h

1 vez: NaOH 1 M, (1:10), 40 °C,
1lh

2 vezes: NaOH 1 M, (1:10), 40
°C,1h

3 vezes com NaOH 1 M, (1:10),
40 °C, 1 h + Protease de Bacillus
licheniformis

NaOH 1,25 M 4 h, 90 °C

NaOH 2 M, 80 °C, 2 h

NaOH 2 M, 1:10 (m/v), 2 h, 80
°C

NaOH 2 M, 1:10 (m/v), 2 h, 80
°C

NaOH 2 M, 1:10 (m/v), 2 h, 80
°C

NaOH 2,45 M, 1:56 (m/v),
triturador de células ultrassonico,
1h,25°C

NaOH 2,45 M, 1:56 (m/v), 1 h, 25
°C

NaOH 2,44 M, 1:22 (m/v), 53
°C, 100 rpm, 2 h

NaOH 4 M, 10 h

NaOH 2%, 70a 90 °C, 2 h

NA

84

NA

NA

NA

NA
NA
NA
NA
96,00
NA
94,00
92,00
97,00

80,37

55,40
61,69

NA
NA

Purkayastha e Sarkar,
(2020; Wasko et al.,
2016; Ztotko et al.,
2021)

Caligiani et al.,
(2018)

Brigode et al., (2020)

Soetemans,
Uyttebroek e
Bastiaens, (2020)
Lagat et al., (2021)

Kemboi, V. J. et al.,
(2022)

Pedrazzani et al.,
(2024)

Hahn et al., (2022)
Hahn et al., (2022;
Wang et al., 2020)
Triunfo et al., (2022)

Triunfo et al., (2022)

Xuetal., (2023)

Feng et al., (2023)
Xiong et al., (2023)
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Pré-pupa NaOH 3,5%, 24 h, temperatura NA Mirwandhono,

ambiente + 80 °C, 1 h Nasution e Yunilas,
(2022)
Mosca adulta NaOH 5%, 50 °C, 2 h NA Khayrova, Lopatin e
Varlamov, (2019)
Exdviadapupa NaOH 50% (p/v), 1:10 (p/v), 30,00 Khayrova, Lopatin e
50°C, 2h Varlamov, (2020)
Mosca adulta NaOH 50% (p/v), 1:10 (p/v),50 9,00
°C,2h
Exlvia da pupae 5%-NaOH NA Khayrova, Lopatin,
mosca adulta Sergei e Varlamov,
Exuvia da pupae 10%-NaOH NA (2021)
mosca adulta
Exdviadapupa 30%-NaOH NA
e mosca adulta
Exuvia da pupae 50%-NaOH NA
mosca adulta
Vérias fases NaOH a 11% (1:10 p/v),95°C, 6 NA Rampure,
h Velayudhannair e
Marimuthu, (2023)
Pré-pupas KOH 3 M, 80 °C,120 min NA Jayanegara (2020)
Hidroxido Exgvias da pupa KOH 5% (p/v), 1:10 (p/v), 50 °C, 77,00 Khayrova, Lopatin e
de 2h Varlamov, (2020)
Potassio  Mosca adulta KOH 5% (p/v), 1:10 (p/v), 50 °C, 24,00
2h
Exuvias da pupa KOH 10% (p/v), 1:10 (p/v), 50 34,00
°C,2h
Mosca adulta KOH 10% (p/v), 1:10 (p/v), 50 15,00
°C,2h

A eficiéncia de 96% de desproteinizacdo para as exuvias da pupa foi obtida com a
utilizacdo do NaOH 1,25 M a 90 °C por 4 horas (Hahn et al., 2022). Com a utilizacdo de
NaOH 1 M a 40 °C e pelo tempo de 1 hora, Caligiani et al., (2018) obtiveram menor
eficiéncia de desproteinizacdo (84%) para a pré-pupa da BSF. Para a fase larval, a extracao
com o NaOH 2,45 M, 1:56 (m/v) a 25 °C apresentou eficiéncia de 55,40%. Entretanto,
quando a extracdo foi assistida por ultrassom a eficiéncia aumentou para 80,37% (Xu et al.,
2023). As concentracdes do NaOH utilizadas nas amostras das diversas fases da BSF variam
entre 0,5 M e 2,0 M. Em alguns casos foram utilizadas concentracGes de 2,45 M para a fase
larval (Xu et al., 2023) e 4 M para as moscas adultas (Feng et al., 2023). A proporcéo
solido/solvente é geralmente de 1:10 (m/v) e a temperatura de ambiente até 100 °C.

A matéria-prima também influencia no rendimento da extracdo. Segundo Triunfo et
al., (2022), nas mesmas condigdes de extracdo com NaOH, a fase larval, exuvias da pupa e
moscas adultas apresentaram diferentes rendimento de extracdo proteica, com respectivos
valores de 94%, 92% e 97%. Khayrova, Lopatin e Varlamov, (2020) também obtiveram
diferentes rendimentos de extracdo com o uso do NaOH para as exdvias da pupa (30%) e as
moscas adultas (9%).

O tempo de incubacgdo varia de 1 até 24 horas entre os estudos. Como relatado por
(Hahn et al., 2022), o tempo de incubacdo tem menor significancia no rendimento da
desproteinizacdo das exudvias da pupa da BSF, sendo significativos os pardmetros de
temperatura e concentracdo do NaOH. Apesar da eficiéncia do NaOH, ja se sabe que
dependendo da sua concentracdo, temperatura, proporcdo soluto/solvente e tempo, esse
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tratamento pode ocasionar a hidrdlise da quitina, diminuindo o peso molecular e aumentando
0 grau de desacetilacdo (Younes et al., 2014).

Em crusticeos a utilizacdo do KOH ¢é bastante explorado em substituicdo ao NaOH
(Pakizeh, Moradi e Ghassemi, 2021), devido a viabilidade da aplicacdo dos residuos gerados
como fertilizantes (Garcia-Serrano et al., 2019). Para a Hermetia illucens, em condicdes de
proporcéo solido/liquido de 1:10 (p/v), temperatura de 50 °C e tempo de 2 horas, 0 KOH 5%
apresentou maior rendimento de extragdo do que o KOH 10%. Nas mesmas condicdes de
extracdo, 0 KOH em 5 e 10% também apresentaram maiores rendimentos de extracdo do que
0 NaOH 50% (Khayrova, Lopatin e Varlamov, 2020).

Ja se sabe que para 0s crustaceos a retirada da proteina se deve principalmente devido
as reacOes alérgicas, que também sdo identificadas para a BSF (Delfino et al., 2024). No
entanto, em crustaceos os residuos de lipoproteinas, hidrolisados proteicos e carotenoides ja
comprovaram serem responsaveis por propriedades antioxidantes em derivados de quitina
(Arancibia et al., 2014). A adicdo de concentrados proteicos com derivados de quitina de
camardo também apresentou propriedades interessantes, como o reforcou na matriz
polimérica (Arancibia et al., 2015). Diante disso, investigacGes sobre o impacto e necessidade
da pureza de extracdo de quitina da BSF precisa ser investigado.

2.6 Extracéo dos pigmentos (Despigmentacao)

A quitina estd quimicamente ligada a proteina e a um pigmento polimérico presente no
exoesqueleto de insetos, a melanina. Esse pigmento encontra-se em diferentes quantidades ao
longo do crescimento da Hermetia illucens, sendo a quantidade méxima detectada no
exoesqueleto da fase de pupa (Nekrasov et al., 2018).

A etapa de extracdo dos pigmentos residuais da quitina € opcional. Geralmente essa
etapa é utilizada quando ha a necessidade de clarear a cor ou quando a aplicacdo exige quitina
altamente purificada, como em caso de aplicacGes biomédicas ou em alimentos (Younes e
Rinaudo, 2015). As etapas de desmineralizacdo e desproteinizacdo retiram uma pequena parte
desses pigmentos. Entretanto, para a despigmentacdo eficiente, geralmente s&o utilizados
reagentes como o hipoclorito de sddio (NaClO), acetona, permanganato de potassio (KMnQa)
e perdxido de hidrogénio (H202) (Pakizeh, Moradi e Ghassemi, 2021).

Para a extracdo de pigmentos da quitina nas diferentes fases de vida da Hermetia
illucens foram observados inimeros protocolos (Tabela 2.6). Ztotko et al., (2021) analisaram
o efeito do tempo de despigmentacdo com H20, concluindo que quanto maior o tempo,
menor o rendimento da quitina da pré-pupa da BSF. O mesmo estudo também utilizou um
reagente mais agressivo, 0 KMnQOj4 e observaram menor rendimento de isolamento da quitina.

Os efeitos da despigmentacdo foram analisados para as exavias da pupa da BSF por
Hahn et al., (2022) através dos valores de luminosidade (L*) obtidos por medigdes
colorimétrica utilizando o espectrofotometro. O DL*, que é a diferenca de luminosidade entre
a quitina padrdo e as amostras obtidas, apresentou o melhor resultado para a solugdo de
NaOCl, com efeito clareador de 66,5%. O H20, combinado com NaOH apresentou melhores
resultados de branqueamento (62,5%) do que o H>O> isolado (3,7%). Outros experimentos
apresentaram resultados ineficientes para a despigmentacdo. A Lacase com o ABTS
acrescentou ligeira coloracgdo para a amostra (Hahn et al., 2022).

Outros estudos foram aplicados para a Hermetia illucens, mas ndo apresentaram
resultados da eficiéncia da despigmentacdo. Entretanto sdo opcdo interessantes de serem
estudadas futuramente, pela proposta de métodos livres de cloro. Entre esses exemplos temos
0 uso KMnOs (Purkayastha e Sarkar, 2020; Wasko et al., 2016; Ztotko et al., 2021), acido
oxalico (C2H204) (Wasko et al., 2016) e o H202 (Triunfo et al., 2022; Xiong et al., 2023).
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Tabela 2 6 -Solventes e parametros utilizados para a despigmentacdo da quitina da Hermetia illucens

Matéria-prima Condicdes da despigmentacéo DL*?(%) Fonte
(Fase da BSF)
Larva KMnO4 1%, removido com 4% de &cido NA Wasko et al.
Moscas adultas ~ oxalico NA (2016)
Pré-pupas KOH + NaOH 40%, 10:1 (v/p), 80 °C, 90 min  NA Jayanegara
+80 °C, 24 h (2020)
Larvas HCI 3,6%, 0,5 h + NaCIlO diluida 10 vezes, 80 NA Wang et al.,
Pré-pupas °C, 4 h, 200 rpm NA 2020
Exuvias de pupa NA
Mosca adulta NA
Exavias de pupa KMn0O41%, 1 h NA Purkayastha e
Mosca adulta NA Sarkar (2020)
Pré-pupas Agua, 100°C, 24 horas. NA Ztotko K
Pré-pupas 9% de H,0,, 80 °C, 2,5h NA
Pré-pupas 9% de H20,, 80 °C, 5 h NA
Pré-pupas KMnO4 a 1%, 80 °C, 20 minutos + acido NA
oxalico 4%
Extvias de pupa 1% Na»S;04 (ditionito de s6dio)70 °C, 60 13,9 Hahn et.al.
minutos (2022)
Exuvias de pupa 3 % de H.O5; pH 7,5, 90 °C, 60 min 30,7
Exuvias de pupa 5 % de H,0,, 0,1% MgSO4 70 °C, 60 min 22,9
5 % de H,0»; 1,8% de NaOH; 0,2% MgSO.,, 85 62,2
°C, 90 min
Exavias de pupa 1% CH.N20,S (didxido de tioureia), 70 °C, 60 9,7
min
Exuvias de pupa 6% NaOCI, 60 °C, 60 minutos 66,5
Exuvias de pupa CHCI3/ MeOH / H,0, temperatura ambiente, 12,7
120 minutos
Exuvias de pupa CHCI3 / MeOH / H,O temperatura ambiente, 60 7,7
minutos
Lacase, temperatura ambiente, 24h 0,3
Exlvias de pupa Lacase, 3 mM ABTS, temperatura ambiente, 24 -18,6
h
Larvas H202 5% (v/v) 1:20 a 1:30 (m/v), 30 a 60 min, NA Triunfo (2022)
Ex(vias da pupa 90 °C NA
Mosca adulta NA
Pré-pupa NaOCI 0,315% NA Mirwandhono et
Pré-pupa NA al 2022
Exavias da pupa H20; 30% (v/v), 1:20 (p:v), 90 °C,45 min NA Xiong (2023)
Mosca adulta NA
Mosca adulta HCI 3,6%, 0,5 h + NaCIlO diluida 10 vezes, 50 NA Feng (2023)

°C,4h

a DL* ¢ a diferenca de luminosidade entre o padréo (quitina padrdo, L*=47,9) e as amostras

brangqueadas.

A ordem da etapa de despigmentagdo do exoesqueleto das fases de vida da Hermetia
illucens também ¢é uma oportunidade de futuras investigacfes, ja que para crustaceos foi
relatado que a despigmentacdo no inicio do processo facilita a etapa posterior de
desmineralizacdo (Kaya, Baran e Karaarslan, 2015).
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Apesar dos esforcos para produzir quitina com caracteristicas sensoriais e quimicas
parecidas com a quitina de crustaceos, € importante analisar os efeitos tecnoldgicos da quitina
das fases da Hermetia illucens com e sem seus pigmentos. Foi relatado que as propriedades
foto e radioprotetoras dos pigmentos de melanina podem se combinar com as caracteristicas
da quitina e quitosana de insetos (antioxidantes, radioprotetores, bactericidas, fungicidas,
guelantes e agentes complexantes), obtendo um complexo com novas atividades bioldgicas
(Khayrova et al., 2021).

2.7 Outras extracoes

Além da extracdo quimica existem outras possibilidades para o isolamento da quitina
das diversas fases da BSF, como as extragdes fermentativas, enzimaticas, fisicas e quimicas
ndo-convencionais (Tabela 2.7).

Tabela 2 7- Extragfes biologicas, fisicas e ndo convencionais da quitina das diversas fases da
Hermetia illucens

Método Condicoes Fonte
Método Bacillus subtilis Nafisah et al., (2019)
Fermentativos B. subtilis + L. plantarum Lagat et al., (2021)

P. aeruginosa + L. plantarum
L.plantarum + B. subtilis,

L.plantarum + P.aeruginos

P. aeruginosa + B. subtilis + L. plantarum

B. subtilis + A. pasteurianus Xiong et al., (2023)
B. subtilis + A. pasteurianus
Métodos Protease de Bacillus licheniformis, tampdo de Na,HPO, Caligiani et al.,
enzimaticos em Pepsina de mucosa géastrica suina, tampao HCI (2018)

combinagdo com Papaina de latex de maméao, tampao Na,HPO, + EDTA+
métodos quimicos  DL-cistina

Pancreatina de pancreas suino, tampdo NHsHCO; +

CaCl;
Acido acético, acido lético, etanol 70%, + tamp&o Tan, Chin e Chen,
fosfato de sodio + Protease de B. licheniformis (2021)

Tampdo fosfato de sddio + Protease de B. licheniformis,
+ 4cido acético, acido latico, etanol 70

Acido acético, etanol 70% + L. plantarum, B. subtilis e
P. fluorescens

HCI + Protease de Bacillus licheniformis, + tampé&o Pedrazzani et al.,

Na;HPO4/NaH;PO4 (2024)

HCI, NaOH + Protease de Bacillus licheniformis
Métodos fisicos em HCI + Agua superaquecida Bhavsar, Dalla
combinagédo com Fontana e Zoccola,
métodos (2021)
quimicos/bioldgicos Extracdo supercritica de didxido de carbono + L. Tan, Chin e Chen,

plantarum, B. subtilis e P. fluorescens (2021)

NaOH + triturador de células ultrassénico Xuetal., (2023)

Ultrassonicacdo + NaOH Pedrazzani et al.,

Moagem mecanoquimica + NaOH (2024)

HCI, NaOH + tratamento de explosao de vapor flash Feng et al., (2023)
Métodos quimicos  Fracionamento Osborne Caligiani et al.,
ndo convencionais (2018)
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cloreto de colina, Acido latico Zhou et al., (2019)
cloreto de colina, acido butirico

cloreto de colina, glicerina

betaina, Acido latico

betaina, acido butirico

cloreto de colina, uréia

betaina, glicerina

betaina, uréia

cloreto de colina, 4cido oxalico

betaina, acido oxalico

FDA-LDA Brigode et al., (2020)

Entre os métodos bioldgicos, a fermentacdo apresenta baixo custo de operagdo e maior
sustentabilidade quando comparados com métodos enzimaticos e quimicos (Taokaew et al.,
2020). Lagat et al., (2021) identificaram que o rendimento de extragdo de quitina das exuvias
da pupa da BSF com o co-cultivo de bactérias (P. aeruginosa + B. subtilis + L. plantarum) é
significativamente maior (11,85%) em comparacdo com cultivos isolados (7,78 a 9,47%).
Além disso, 0 método de extracdo fermentativa pode ser melhor que o método quimico, que
apresentou rendimento de 10,11% de quitina da extvia da BSF. Xiong et al., (2023),
observaram que o efeito de desmineralizacdo do &cido organico produzido por A.
pasteurianus foi compardvel ao do acido cloridrico, com valores acima de 90% de
desmineralizacdo para as exuvias da pupa e moscas adultas da BSF. Entretanto, em outro
estudo a cepa de B. subtilis obteve um rendimento inferior ao método quimico com o NaOH e
o HCI (Xiong et al., 2023). A fermentacdo diminuiu o grau de desacetilacdo da quitina das
exUvias da pré-pupa, pupa e moscas adultas da BSF obtidas por métodos fermentativos por
Bacillus subtilis (Nafisah et al., 2019) e Bacillus subtilis + A. pasteurianus (Xiong et al.,
2023). As caracteristicas quimicas e a eficiéncia de extracdo sdo diretamente afetadas pelas
cepas utilizadas e as condicdes de fermentacdo como concentracdo de substrato, tamanho do
indculo, temperatura e tempo de fermentacdo (Xiong et al., 2023). O que abre inimeras
oportunidades para futuros estudos sobre o rendimento de extracdo e das caracteristicas da
quitina da Hermetia illucens obtida por métodos fermentativos.

O uso da hidroélise enzimatica para o isolamento da quitina das diversas fases da BSF
foi avaliado em alguns estudos que utilizaram proteases comerciais como a Bacillus
licheniformis, Pepsina de mucosa gastrica suina, Papaina de latex de mamao e Pancreatina de
pancreas suino. Para as exuvias da pupa da BSF, a melhor atividade hidrolitica foi obtida pela
protease de B. licheniformis, com 67 % do nitrogénio proteico total liberado nos
sobrenadantes, seguida pelas enzimas pancreatina (54%), papaina (51%) e pepsina (47 %)
(Caligiani et al., 2018). Pedrazzani et al., (2024) extrairam a quitina da larva da BSF com a
Protease de Bacillus licheniformis e obtiveram de 50% de quitina, valor bem inferior ao
método quimico que proporcionou 78% de rendimento de quitina.

Os métodos fisicos podem ser utilizados em conjunto com métodos quimicos para
aumentar a eficiéncia de extracdo de quitina. O uso da ultrassonicacdo foi estudado para o
isolamento da quitina da larva da Hermetia illucens e apresentou uma reducdo no teor de
proteina em compara¢do com a amostra ndo tratada (Pedrazzani et al., 2024). Além disso, a
ultrassonicagdo melhorou as propriedades técnicas funcionais da quitina obtida da larva da
BSF, encurtou o tempo de extragéo e eliminou a necessidade de aquecimento e agitacdo (Xu
etal., 2023).

O uso de agua superaquecida foi estudado por Bhavsar, Dalla Fontana e Zoccola,
(2021) para a extracdo de proteinas da exuvias da pupa da Hermetia illucens, extraindo 40%
das proteinas em solugdo aquosa e obtendo quitina com 20% de pureza. Apesar de ndo ser
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eficiente como os métodos quimicos, 0 uso desse solvente verde permite a aplicacdo das
proteinas extraidas para a area de alimentacao animal e humana.

Apesar de serem menos eficiente que as extragdes quimicas, 0s métodos bioldgicos,
métodos fisicos e a combinacdo deles com o método quimico, merecem ser investigados em
futuros estudos. Assim como novas propostas de métodos quimicos, j& que mostram potencial
para extrair a quitina e recuperar proteinas intactas para serem utilizadas para fins
nutricionais, como o uso de solventes eutéticos profundos naturais aplicado para as pré-pupas
da BSF (Zhou et al., 2019).

3. DERIVADOS DE QUITINA

Através de métodos quimicos, a quitina pode ser transformada em diversos outros
derivados, com variadas propriedades tecnoldgica. Entretanto, para a Hermetia illucens
apenas a quitosana foi explorada. A quitosana é o principal derivado da quitina, sendo obtida
por desacetilacdo parcial em condicdes alcalinas (NaOH concentrado) ou por hidrélise
enzimatica na presenca de uma quitina desacetilase (Knidri, El et al., 2018).

A diferenca na estrutura quimica da quitina e da quitosana consiste na proporcao das
unidades acetiladas e desacetiladas da D-glucosamina. Essa caracteristica quimica faz com
gue a quitina seja insoltuvel em solventes como agua, solucdes acidas e alcalinas e solventes
organicos. Diferente da quitina, a quitosana é solivel na maioria das solu¢Bes aquosas de
acidos como acidos acético, citrico, formico, lactico etc. (Knidri, El et al., 2018).

O NaOH foi explorado para a desacetilacdo das diversas fases da BSF, com variadas
concentracdes (0,5 M a 12 M ou 30 a 55%), em temperaturas ambientes até temperaturas de
140 °C e por um tempo de reacdo de 30 minutos até 24 horas (Feng et al., 2023; Khayrova,
Lopatin e Varlamov, 2019, 2020; Khayrova, Lopatin, Sergey e Varlamov, 2021; Lagat et al.,
2021; Mirwandhono, Nasution e Yunilas, 2022; Soetemans, Uyttebroek e Bastiaens, 2020;
Triunfo et al., 2021). Entre os estudos que informaram a eficiéncia da desacetilacdo, Ndiritu
et al., (2023) apresentaram a melhor eficiéncia, com o valor de 66,21% utilizando NaOH 0,5
M em ebuli¢do, na proporgédo de 15:50 (m/v) e pelo tempo de 1 hora. Outro estudo avaliou
diferentes condicGes de desacetilacdo com NaOH e verificou que em temperaturas mais
baixas a quitosana apresentou menor grau de desacetilagdo e menor rendimento em
compara¢do com a quitosana obtida em temperaturas mais elevadas (Hahn, Roth, et al.,
2020).

Existem outros derivados de quitina que ndo foram explorados para a quitina da
Hermetia illucens, como o polimero aniénico carboximetilquitina (CM-quitina), que ¢é
produzido a partir da carboximetilacdo da quitina, com acido monocloroacético na presenca
de hidroxido de sodio concentrado. Através do método de derivarizagdo da quitina, é possivel
preparar outro derivado, a hidroxipropilquitina um derivado soldvel em agua. Outros
derivados como quitina fluorada, quitina N-sulfatada e O-sulfatada, (dietilamino) etilquitina,
fosforil quitina, mercaptoquitina e carbamatos de quitina também podem ser estudados para a
quitina da BSF. Alem disso, com a hidrolise quimica ou enzimatica da quitina e da quitosana,
¢ possivel obter uma série de oligbmeros de quitina, os quitoligomeros. Esses sdo
reconhecidos pela atividade antioxidante, antibacteriano, anticancerigeno, atividade cardio
protetora e respostas imunoldgicas. Os quitoligomeros também podem ser usados como
blocos de partida modificaveis quimicamente para conjugar-se com outros polimeros (Jeong
et al., 2023; Naveed et al., 2019). Kritchenkov et al., (2021), relatam a transformacgéo da
quitina de crustaceos com o uso de 1-azido-3-cloropropan-2-ol com o ultrassom para produzir
um novo derivado da quitina, caracterizados por alta atividade antibacteriana, sendo eficiente
para o prolongamento da vida util do queijo Ricota.
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4. POTENCIAL USO DA QUITINA DE INSETOS EM ALIMENTOS

Existe uma restrita exploracdo biotecnologica no uso da quitina extraida a partir de
insetos comestiveis em alimentos, visto que ainda ndo existem regulamentagdes especificas
limitando o seu uso e de seus derivados. No atual cenario, as legislacbes reconhecem o uso
em alimentos apenas para a farinha integral de insetos comestiveis, ao exemplo da categoria
de novos alimentos pela Unido Europeia (European Union, 2015; European Union, 2017),
sendo a Hermetia illucens considerada como um dos insetos com potencial para uso em
alimentos (EFSA Scientific Committee, 2015). Por outro lado, os resumos dos processos de
extracdo apresentados nessa revisdo demonstraram a possibilidade da obtencdo da quitina a
partir da Hermetia illucens.

Alguns estudos tém reportado aplicagbes da quitina em alimentos como material
crosslinker na elaboracao de filmes e revestimentos, associada a outros materiais gelificantes,
formando hidrocoloides biodegradaveis para serem aplicados em produtos alimenticios. Visto
que, a quitina atua como conservante em carne bovina crua refrigerada (Azarifar et al., 2020),
estabilizante em emulsdes 6leo-em-agua (Zhang et al., 2015), emulsificante em emulsdo
pickering (Farokhi, Milani e Amiri, 2024), gelificante em hidrogéis nanocompositos de
gelatina (Ge et al., 2018), como inibidor da formacdo e recristalizagdo do gelo (Correa-
Gonzélez, Sena e Wu, 2024) e antimicrobiana em filmes de gelatina (Etxabide et al., 2024),
embalagens de alimentos e em queijo Ricota (Kritchenkov et al., 2021). Além disso, também
pode ser utilizada como material crosslinker para a elaboracdo de hidrocoloides bioativos
como aditivos alimentares (Bai et al., 2023; Zhou, Dai, Liu, Tan, Bai, Rojas, Orlando J, et al.,
2021; Zou et al., 2023). Porém, os mesmos estudos utilizaram a quitina comercial de
crustaceos, o que amplia o interesse em investigar as possibilidades da aplica¢do da quitina e
seus derivados oriundas de insetos comestiveis, visando tais aplicacdes em alimentos. Assim
destaca o estudo de Kaya e colaboradores (Kaya, Sargin e Erdonmez, 2016) com quitina
obtida do exoesqueleto abdominal de Pimelia sp. usada na elaboragdo de filme biodegradavel
com acdo antimicrobiana contra C. albicans and L. monocytogenes, dois patdgenos comum
em alimentos.

O uso da quitina obtida do pé de tenébrio (Tenebrio molitor L.) via hidrélise
enzimatica e o seu efeito quando aplicada em paes foi estudada por Pyo e colaboradores (Pyo
et al., 2024). Os autores reportaram o efeito positivo da quitina hidrolisada de inseto no
aumento de volume e na melhoria de textura dos pées estudados.

Como alternativa de elaboracdo de produtos com insetos comestiveis visando melhor
aceitacdo de consumidores, Zhang e colaboradores (Zhang et al., 2024) avaliaram as
propriedades reoldgicas e as caracteristicas mecanicas de géis derivados de insetos
comestiveis para uso em impressdo 3D. Os autores reportaram que a interacdo proteina e
quitina com a massa foram fundamentais para a maleabilidade dos géis na impressao 3D, pois
garantiram a capacidade de impressao.

Os estudos apresentados demonstram 0s potenciais uso da quitina de insetos em alimentos
e visam atender a demandas industriais por polimeros de qualidade e capacidade funcional.
Dito isso, para o progresso do uso da quitina de insetos em alimentos necessita-se de novas
investigacbes com os detalhamentos dos usos, pois € essencial investir em pesquisas que
explorem a aplicacdo da quitina extraida da Hermetia illucens em uma variedade de produtos
alimenticios e estabelecer os limites e funcionalidades ao uso. Esses estudos devem focar ndo
apenas na eficicia funcional da quitina, mas também na sua seguranca e conformidade
regulatoria, garantindo assim a sua aceitacdo e adocao generalizada na producdo de polimeros
de qualidade e com beneficios adicionais para a salde.
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5. CONCLUSOES

Diante do destaque da Hermetia illucens no cenario de insetos comestiveis e do
crescente interesse do uso do seu exoesqueleto para a extragdo de quitina, apresenta-se 0
estado atual da sua extracdo, assim como perspectivas e oportunidades para novos estudos.
Apesar de caracteristicas em comum com o exoesqueleto de crustaceos, os exoesqueletos das
diversas fases da BSF apresentam suas particularidades e necessitam de estudos especificos e
aprofundados sobre a extragdo de quitina de sua matriz. Diante dos estudos apresentados,
concluimos que ainda sdo insuficientes para elucidar as condi¢fes adequadas para o
isolamento da quitina de cada uma das fases da Hermetia illucens. Além disso, s&o
necessarios padrdes para apresentar os resultados obtidos, a fim de possibilitar a comparacéo
entre 0s métodos e assim contribuir para o avango do conhecimento. Paralelamente as
investigacBes sobre as condi¢des Otimas para a extracdo de quitina, € importante avaliar o
impacto que essas extragdes causam nas caracteristicas fisicas, quimica e tecno funcionais da
quitina.

Finalmente, uma perspectiva do potencial uso da quitina em alimentos é apresentada
para incentivar futuros estudos e aplicacdes da quitina da Hermetia illucens para esse setor.
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Abstract: Hermetia illucens also called black soldier fly (BSF), has been underscored as a
valuable chitin source, which plays a wide role in the food industry. However, chitin
extraction requires previous demineralization, which is traditionally carried out with non-
sustainable solvents like hydrochloric acid. Therefore, the chitin extraction from the BSF
pupa exuviae was performed to compare the efficiency of demineralization extraction
performed with organic acid (acetic acid) and mineral acid (hydrochloric acid). Both acids
were used at room temperature (25 °C) and low concentration (0.6 M), obtaining the samples
BSF_chitin_ AA and BSF_chitin_HCI, respectively. Additionally, were compared with a
commercial one (from crustaceans) regarding proximate composition, purity, and chemical
composition through Fourier transform infrared analysis, X-ray diffraction, scanning electron
microscopy, and thermal gravimetric analysis. No differences (p > 0.05) on ash content
among samples were observed. The content of 1.04 g/100 g on BSF_chitin_AA while 0.79
9/100 g on BSF_chitin_HCI and 1.12 g/100 g on the commercial chitin were observed. Thus,
demineralization efficiencies reached 94.45% and 99.02%, respectively. The chitins
molecular structure and chemical composition showed a similar profile, being characterized
as a-chitin. Regarding the morphology, the hexagonal shape of BSF_chitin_AA and
BSF_chitin_HCI were exhibited , while rough structure on the commercial chitin. The highest
thermal stability on BSF chitins was observed.. Therefore, these findings revealed that the
use of organic solvents to obtain chitin from pupal exuviae of BSF may result in a similar
quality product to that obtained with mineral solvents, with promising and sustainable
perspectives for demineralization.

Keywords: black soldier fly, green chemistry, polysaccharide, edible insect, Fourier

transform infrared analysis, scanning electron microscopy, differential scanning calorimetry,
thermal gravimetric analysis.
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1 INTRODUCTION

Chitin is a polysaccharide composed of numerous N-acetyl-B-D-glucosamine units
connected by B-1,4-glycosidic bonds, being the second most abundant biopolymer in nature
(Yu et al.,, 2024). This polymer and its derivatives have shown potential industrial
applications with high economic value, primarily for the food industry, exhibiting stabilizing
(Correa-gonz et al., 2024), preservative (Azarifar et al., 2020), emulsifying (Farokhi et al.,
2024), gelling (Ge et al., 2018), and antimicrobial properties (Kritchenkov et al., 2021).

Regarding chitin sources, they mainly include industrial marine food residues, such as
lobsters, crabs, and shrimp shells (Santos et al., 2020), which have established extraction
methods. However, seasonal variations in crustacean production and logistical challenges in
areas far from the coast may compromise the supply of such important material (Abo Elsoud
et al.,, 2022). In contrast, chitin is also found in insects, which due to their sustainability,
adaptation, and resistance, have become promising alternatives for chitin extraction aiming at
its further industrial application (Antonov et al., 2019; Kaya et al., 2015; Khayrova et al.,
2019).

Among these insects, Hermetia illucens L. (Diptera, Stratiomyidae), also known as
black soldier fly (BSF), stands out, bioconverting up to 20% of organic waste into a chitin-
rich biomass (Mertenat et al., 2019). Chitin is mainly found in the exoskeleton of BSF, in
amounts that vary according to its growth cycle: about 7.8% in the larval stage, 11.32% in the
pre-pupal stage, 10.98% in the pupal stage, and 10.05% in the adult fly. During BSF larvae
rearing, two chitin-rich residues are eliminated. The molting exuviae derived from the
exoskeleton renewal in the larval stage containing approximately 23.7% chitin. Pupal exuviae
resulted from the metamorphosis from pupa to fly and contain 22.4% chitin (Ibadurrohman et
al., 2020; Soetemans et al., 2020).

The most common methods for the commercial extraction of chitin are the chemical
ones, which comprise the steps of demineralization and deproteinization. Therefore,
hydrochloric acid (HCI) and sodium hydroxide (NaOH) are traditionally used to remove the
minerals and proteins, respectively (Knidri et al., 2018). For BSF, the extraction applying
these conventional methods has produced chitins with purity and structural characteristics
similar to the commercial ones obtained from crustaceans (Caligiani et al., 2019; Khayrova et
al., 2020; Pedrazzani et al., 2024; Triunfo et al., 2022). However, such solvents are used at
high concentrations and/or temperatures, which results in high solvent and energy
consumption. HCI and NaOH are also environmentally unfriendly and hinder the application
of the extracted minerals and proteins for food purposes (Hamed et al., 2016). In addition,
using these solvents may also cause chitin depolymerization and deacetylation (Gbenebor et
al., 2017).

Considering these limitations, investigations have explored alternatives based on using
organic acids to replace HCI during demineralization (Gbenebor et al., 2018; Kozma et al.,
2024). Among them, acetic acid (CH3COOH) has shown a demineralization efficiency
comparable to HCI in crustaceans, especially those with soft exoskeletons whose embedded
chitin content is higher than the mineral content (Gbenebor et al., 2018; Kozma et al., 2024).
The demineralization of BSF pupal exuviae with acetic acid at different temperatures was not
as efficient as the conventional process with HCI in a study by Hahn et al. (2022). The
mixture of acetic and lactic acid together with ethanol was used for the simultaneous removal
of lipids and minerals from the exuviae of BSF pupa and resulted in chitin with an acetylation
degree corresponding to that of commercial chitin (Tan et al., 2021).

Although acetic acid has already been explored for demineralization, the studies have
not analyzed its isolated application nor considered the temperature for calcium carbonate salt
solubilization, which must be taken into account as its solubility is inversely proportional to
temperature (Hahn et al., 2022). Additionally, there is a lack of studies regarding the
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efficiency of mineral removal and the impacts on chitin chemical structure. Thus, aiming at
the use and valorization of residues from BSF larvae rearing and the search for more
sustainable extracting processes for chitin, this study compared the efficiency of the
demineralization step performed with an organic acid (acetic acid) and a mineral acid (HCI),
both at room temperature (25 °C) and low concentration (0.6 M), during the extraction of
chitin from BSF pupal exuviae. Additionally, the chitin fractions obtained were compared
with commercial chitin in terms of proximate composition, purity, and chemical composition
through Fourier transform infrared analysis (FTIR), X-ray diffraction, scanning electron
microscopy (SEM), and thermal gravimetric analysis (TGA).

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

The exuviae of BSF pupa were supplied by the Lets Fly company (Cachoeiras de
Macacu, Rio de Janeiro, Brazil), packaged in polyethylene bags, and stored in a freezer at -14
°C until use. Commercial chitin from shrimp shells (C7170) was obtained from Sigma-
Aldrich (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA). All other chemicals used in this study were
of analytical grade.

2.2 BSF exuviae preparation

The impurities derived from the BSF creation were manually separated. Subsequently,
the exuviae were washed with distilled water and dried in an oven with air circulation (Solab,
Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil) at 70 °C for 15 h. To obtain the exuviae flour (EF), the dried
material was ground for 15 seconds using an analytical mill (IKA, Wilmington, North
Carolina, USA), passed through analytical sieves (24 mesh), and stored at -14 °C.

2.3 Chitin extraction

Before extracting the chitin from BSF exuviae, the samples were defatted,
demineralized, and deproteinized, as described in Figure 3.1.
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Figure 3 1: Chitin general extraction scheme from BSF pupal exuviae.

2.3.1 Defatting

The lipids from BSF pupal exuviae were extracted using hexane (1:5; EF:solvent;
w/v). The mixture was stirred at 200 rpm in a Dubnoff SL 158 Metabolic Water Bath (Solab,
Piracicaba, S&o Paulo, Brazil) at 60 °C for 6 h. Then, the defatted sample was vacuum filtered
and washed with 100 mL of hexane. The residual solvent was evaporated in an oven with air
circulation (Solab, Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil) at 70 °C for 16 h, resulting in the defatted
BSF exuviae flour (DEF).

The efficiency of defatting (EDF) was calculated according to Equation 1 (Triunfo et
al., 2022).

EDF (%): ((Lo-L)/Lo) x 100 (Equation 1)

Where Lo and L are the lipid concentrations before and after defatting, respectively.

2.3.2 Demineralization

The demineralization was carried out using HCI or acetic acid. For both solvents, DEF
was treated with a 0.6 M solution (DEF/solvent ratio of 1:15, w/v) under constant agitation at
200 rpm in a Shaker NT 715 incubator (Novatecnica, Piracicaba, S&o Paulo, Brazil), at 25 °C
for 2 h. The demineralized solutions were vacuum filtered and the filtrates were washed with
distilled water to neutralize and separate the solvents and minerals solubilized in samples.
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Then, the flours treated with acetic acid and HCI were dried in an oven with air circulation at
70 °C for 15 h, resulting in the demineralized flours DMDEF_AA and DMDEF_HCI,
respectively.
The efficiency of demineralization (EDM) was calculated according to Equation 2
(Triunfo et al., 2022).
EDM (%): ((Mo-M)/Mo) x 100 (Equation 2)

Where Mo and M are the minerals concentrations before and after demineralization,
respectively.

2.3.3 Deproteinization

Chemical deproteinization was performed according to Hahn et al. (2022). The
samples obtained in item 2.3.2, DMDEF_AA or DMDEF_HCI, were submitted to protein
extraction with a 1.25 M NaOH solution (sample/solvent ratio of 1:10, w/v) at 200 rpm in a
Dubnoff SL 158 Metabolic Water Bath at 90 °C for 2.5 h. After incubation, the solutions were
vacuum filtered and the filtrates were washed with distilled water until neutralization. The
flours obtained were dried in an oven with air circulation at 70 °C for 15 h, resulting in chitin
fractions from the exuviae of BSF: BSF_chitin_AA and BSF_chitin_HCI.

The efficiency of deproteinization (EDP) was calculated according to Equation 3
(Triunfo et al., 2022).

EDP (%): ((Po-P)/Po) x 100 (Equation 3)

Where Po and P are the protein contents before and after deproteinization, respectively.

2.4 Proximate composition

The proximate composition of samples was determined following the Association of
Official Analytical Chemists procedures (AOAC, 2002), with modifications. The moisture
content was determined by dehydrating the samples in a forced air oven at 105 °C until
achieve constant weight. The ash content was determined by incinerating the samples in a
muffle at 550 °C for 24 h. Soxhlet extraction method was applied to determine the total fat
content. Protein content was determined by the Kjeldahl method, using the conversion factor
of 4.76 (Janssen et al., 2017).

The chitin content was assessed using the method proposed by Hahn et al. (2018),
which is based on the similarity between chitin and cellulose. The acid detergent fiber (ADF)
content provides the content of chitin and catecholamines, while the acid detergent lignin
(ADL) considers only the catecholic compounds. Thus, the chitin content was calculated by
Equation 4.

Chitin content (%) = ADF (%) — ADL (%) ( Equation 4)
Additionally, the chitin yield (CY) was calculated by gravimetric measurements of the

flour obtained from the BSF larvae exoskeleton (EF) and the chitin obtained after the
extraction process, on dry weight as follows (Equation 5) (Ztotko et al., 2021):
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CY (%) = BSF_chitin (g) / EF weight (g)  (Equation 5)

2.5 Thermal gravimetric analysis (TGA)

The thermogravimetric analysis was carried out using the NETZSCH equipment,
model STA 449 F3 Jupiter (NETZSCH, Hanau, Hesse, Germany). The samples were
analyzed between 25 and 700 °C, in an inert N2 atmosphere, with a flow rate of 100 mL/min
as purging and protective gas, and a heating rate of 10 °C/min.

2.6 Fourier transform infrared (FTIR) analysis

FTIR analysis was performed to determine the presence and alterations of the
functional groups present in the pupal exuviae of BSF and the extracted chitins. It was
performed using the VERTEX 70 equipment, ATR PLATINUM (Bruker, Billerica,
Massachusetts, EUA), in a range from 4000 cm™ to 400 cm™. Peak signals in the spectra were
analyzed using OriginPro 2018 SR1 software (OriginLab Corporation, 2018). Commercial
chitin (crustacean shells) was also analyzed for comparison.

2.7 X-ray diffraction (XRD)

The X-ray diffraction spectra of samples (EF, BSF_chitin_AA, BSF_chitin_HCI, and
commercial chitin) were obtained using the Miniflex Il Dekstop equipment (Rigaku, Tokyo,
Japan) with Cu-ka radiation, a range of 10 to 90° at 0.05s-1. The results were analyzed using
OriginPro 2018 SR1 software (OriginLab Corporation, 2018). The crystallinity index (Crl)
was calculated by dividing the area of the crystalline peaks by the total area under the curve,
according to Equation 6 (Rampure et al., 2023).

Crl (%) = (crystalline area / total area) x 100 (Equation 6)

2.8 Scanning electron microscopy (SEM)

The SEM analysis was performed using a LEO 1450 VP scanning electron microscope
(Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Wurttemberg, Germany). The acceleration voltage was 20
kV and the sample images were acquired at 1600x.

2.9 Statistical analysis

All analyses were performed in triplicate and the results were expressed as mean +
standard deviation. Data were analyzed by one-way ANOVA, followed by the multiple mean
comparison test of Tukey. All tests were performed using a 5% significance and the software
R version 4.2.1 (The R Foundation, 2023).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Proximate composition and extraction efficiency

Table 3.1 presents the proximate composition of flours derived from the BSF pupal
exuviae at different treatment steps, including untreated (EF), defatted (DEF), demineralized
(DMDEF_AA and DMDEF_HCI), and deproteinized (BSF_chitin_AA and BSF_chitin_HCI)
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samples, as well as the commercial chitin from crustaceans. These results indicate the
effectiveness of each process step, also revealing its impact on the chemical composition.

Regarding the composition of the untreated BSF pupal exuviae flour, the values found
herein were different from the ones described in the literature, except for ash. Previous studies
have reported the following contents: around 8% of moisture, 3% to 9% of lipids, 30% of
protein, and 14.1% to 25.5% of chitin (Bhavsar et al., 2021; Hahn et al., 2022; Khayrova et
al., 2020; Soetemans et al., 2020; Tan et al., 2021; Triunfo et al., 2022; Wang et al., 2020).
These differences can be attributed to the larvae rearing and feeding conditions, in addition to
the exuviae pre-processing (Hlongwane et al., 2020; Rampure et al., 2023).

In contrast to the exoskeleton of crustaceans, which contains 0.7% lipids (Younes &
Rinaudo, 2015), the BSF pupal exuviae have high lipid levels, requiring the defatting step for
chitin extraction as performed in the present study. As demonstrated in Table 3.1, the lipid
content of BSF_chitin_AA (0.32 + 0.03 g/100 g) was lower than that found in the commercial
chitin (0.98 + 0.03 ¢g/100 g) and the BSF_chitin_HCI (0.85 = 0.07 g/100 g) (p <0.05),
indicating the lipid extraction efficiency (Table 3.2). Khayrova et al. (2020) determined
similar defatting degrees when studying BSF pupal exuviae, with 95.51% using 50% NaOH
and 90.35% using 5% KOH.

For the demineralization step, hydrochloric acid (99.02%) showed a higher efficiency
than acetic acid (94.45%) (p < 0.05) (Table 3.2); however, both solvents provided chitin with
similar ash contents of commercial chitin (Table 3.1). These results confirm the feasibility of
replacing hydrochloric acid by acetic acid. Thus, using the organic solvent acetic acid
provides more sustainable processing conditions as the extracted minerals may be used for
several applications, such as human food, animal feed, and agriculture.

Hahn et al. (2022) achieved efficiency values of 62% and 80% during the
demineralization of BSF pupal exuviae using acetic acid at 40 and 70 °C, respectively, which
were lower than the one found in the present study. It may be due to the inverse solubility of
calcium carbonate that allows a more economical process through the use of solvents at room
temperature. Other extract conditions were evaluated showing the following efficiency
percentages: 85% with 0.5 M formic acid for 1 hour at room temperature (Triunfo et al.,
2022) and 84.1% with 1% HCI for 2 hours at 20 °C (Khayrova et al., 2020). Maximum
efficiency of 100% was described by Pedrazzani et al. (2024) when demineralization was
performed in two steps, using 2 M HCI for 24 hours at room temperature. However, in the
present study, hydrochloric acid was used in a lower concentration (0.6 M) and a shorter time
(2 h), indicating a more economical and sustainable process.

Despite the low efficiency of deproteinization (37.36% for samples treated with acetic
acid and 37.57% for samples treated with HCI) (Table 2), the chitins obtained in the present
study have protein contents similar to the commercial chitin (Table 1). The use of NaOH for
the deproteinization of BSF pupae exuviae has also been evaluated by other authors, who
achieved deproteinization efficiencies of 92% with 2 M NaOH for 2 hours at 80 °C (Triunfo
et al., 2022) and 96% with 1.25 M NaOH for 4 hours at 90 °C (Hahn et al., 2022).

The chitin extraction yields were 32.37% and 32.58% for samples obtained by
demineralization with acetic acid and HCI, respectively (p > 0.05), which were higher than
those found in the literature, where the chitin yield of BSF pupal exuviae was 23.82% using
HCI and NaOH (Xiong et al., 2023) and 31% using formic acid and NaOH (Triunfo et al.,
2022). It may be attributed to the presence of proteins in the final chitin, causing an
overestimation of chitin yield values.
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Table 3 1: Proximate composition (g/100 g) of flours derived from the BSF pupal exuviae at different treatment steps, chitins from BSF pupal exuviae, and
chitin of comercial chitin.

Analysis BSF_chitin_AA/N BSF_chitin_HCI/ Commercial
(0/100 9) EF DEF DMDEF AA DMDEF_HCI 2OL] NaGH chitin
Moisture 2.41 + 0.25? NA 1.30 £ 0.07° 0.94 + 0.0bcd 0.66 + 0.049 0.76 + 0.06 1.16 + 0.07°¢
Lipids 2.07 +0.39° 0.07 £0.01° NA NA 0.32+0.03° 0.85+0.07° 0.98 +0.03°
Ash 13.37 £0.312  13.31+0.31% 0.74 + 0.04%¢ 0.13 +0.00° 1.04 + 0.04° 0.79 + 0.05° 1.12 +0.07°
Protein 38.18+0.24° NA 4855+ 1.85%  48.48+4.042  31.08 +0.06° 30.70 + 1.76° 28.75 + 1.30¢
ADF 40.87 £+1.36° NA NA NA 92.39 + 0.36? 88.22 + 0.26% 86.32 + 0.45P
ADL 7.58 + 0.822 NA NA NA 8.92 + 0.03? 8.42 + 0.20? 1.64 + 0.15°
Chitin  (ADF-

ADL) 33.29 NA NA NA 83.47 79.80 84.68

Values represent means + standard deviation in triplicates. Different letters in the same row indicate significant differences (p < 0.05). ADL = acid detergent lignin; ADF =
acid detergent fiber; NA = not available; EF = BSF pupal exuviae flour; DEF = defatted BSF pupal exuviae flour; DMDEF_AA = BSF pupal exuviae flour desmineralized
with acetic acid; DMDEF_HCI = BSF pupal exuviae flour desmineralized with HCI; BSF_chitin_ AA/NaOH = chitin obtained by demineralization of BSF pupal exuviae flour
with acetic acid and deproteinization with NaOH; BSF_chitin_HCI/NaOH) = chitin obtained by demineralization of BSF pupal exuviae flour with HCI and deproteinization

with NaOH

Table 3 2: Efficiency of defatting, demineralization, deproteinization, and the chitin extraction yield regarding the methodologies performed by the
demineralization with acetic acid (BSF_chitin_AA) and HCI (BSF_chitin_HCI).

Defattin Demineral Deproteini Chitin
Sample g efficiency ization efficiency zation efficiency  extraction yield
(%) (%) (%) (%)
BSF_chitin_AA 96.60 94.45 37.36 32.37
BSF_chitin_HCI 96.60 99.02 37.57 32.58
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3.2 Thermal gravimetric analysis

Thermal gravimetric analysis was performed to investigate the thermal stability and
degradation rate of EF, BSF_chitin_AA, BSF_chitin_HCI, and commercial chitin (Figure
3.2). Both BSF_chitin_AA and BSF_chitin_HCI samples exhibited three decomposition
stages, with no intermediate formation. The first stage consisted of evaporating water at
temperatures below 150 °C. The second stage occurred between 150 and 400 °C, when chitin
decomposition is mainly due to depolymerization (Purkayastha & Sarkar, 2020), dehydration
of the saccharide rings, and deacetylation (Wang et al., 2020). The third stage, at temperatures
above 400 °C, resulted in the degradation of calcium carbonate, forming calcium oxide and
carbon dioxide (Zhou et al., 2019). The total mass loss of the samples was 66.4% for EF,
81.00% for BSF_chitin_AA, 82.20 % for BSF_chitin_HCI, and 78.34 % for commercial
chitin.
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Figure 3.2: Thermal gravimetric analysis of BSF exuviae flour (EF) (1), chitin obtained by
demineralization of BSF pupal exuviae flour with acetic acid (BSF_chitin_AA) (2), chitin obtained by
demineralization of BSF pupal exuviae flour with HCI (BSF_chitin_HCI) (3), and commercial chitin

(4).

The maximum degradations (DTG_max) of chitins from BSF pupal exuviae were
determined at 393.6 °C for BSF_chitin_AA, 389.7 °C for BSF_chitin_HCI and 371.1 °C for
commercial chitin (Figure 2), which is in agreement with other studies that reported
maximum degradation at 389.7 °C (Zhou et al., 2019), 392 °C (Purkayastha & Sarkar, 2020),
and from 356 to 392 °C (Ziotko et al., 2021). The chitins extracted in this study showed
greater thermal stability than the commercial chitin of crustaceans. However, a lower chitin
decomposition was observed when the sample was demineralized with HCI compared to
acetic acid. It may be explained by the higher molecular weight of chitins treated with acetic
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acid (Zhou et al., 2019), which consequently resulted in lower depolymerization during the
extraction process.

Both BSF chitins showed simple DTG curves, revealing the purity of the extracted
samples. The thermal event at 693.4 °C determined for the untreated BSF pupal exuviae (EF)
is characteristic of mineral decomposition (Zhou et al., 2019). Thus, the absence of this
thermal event in chitin samples confirms the efficiency of the demineralization carried out
with acetic acid and HCI at room temperature and concentrations.

3.3 Fourier transform infrared (FTIR) analysis

The FTIR analysis determined the molecular structure of the samples through the
spectra present in Figure 3.3, which shows the transmitted wavenumber according to the
bands specified in Table 3.3.
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Figure 3 3:Fourier transform infrared spectra of BSF exuviae flour (EF) (1), chitin obtained by
demineralization of BSF pupal exuviae flour with acetic acid (BSF_chitin_AA) (2), chitin obtained by
demineralization of BSF pupal exuviae flour with HCI (BSF_chitin_HCI) (3), and commercial chitin

(4).

The characteristic bands of chitin (O—H, C=0 (amide 1), and N-H) were identified in
chitins from BSF pupal exuviae and the commercial chitin. These bands have also been
reported in other sources of chitin, such as Acheta domesticus, Gryllus bimaculatus,
Holotrichia parallel, and Orthoptera species (Kaya et al., 2015; Liu et al., 2012; Ndiritu et al.,
2023). Additionally, bands ranging from 2927.58 cm™ to 2852.37 cm™* were also found in all
samples, representing the symmetrical stretching of CHs and the asymmetrical stretching of
CHo..

The C=0 (Amide I) stretch vibrations of chitins from BSF pupal exuviae and the
commercial chitin of crustaceans were divided into two parts, around 1654 cm—1 and 1620

64



cm—1 (Table 3). It may be due to a-chitin, which is involved in two intramolecular hydrogen
bonds: between the carbonyl group and CH,OH (1620 cm—1) and between the carbonyl group
and NH (1654 cm—1) (Rinaudo, 2006). This finding is in agreement with other studies on a-
chitin obtained by different chemical methods and stages of Hermetia illucens (Brigode et al.,
2020; Hahn et al., 2022; Lagat et al., 2021; Purkayastha & Sarkar, 2020; Rampure et al.,
2023; Soetemans et al., 2020; Triunfo et al., 2022; Wang et al., 2020; Xiong et al., 2023),
while Feng et al. (2023) determined the structure of B-chitin using a steam flash explosion
treatment.

Table 3 3: Fourier transform infrared bands from BSF pupal exuviae flour (EF), chitin obtained by
demineralization of BSF pupal exuviae flour with acetic acid (BSF_chitin_AA), chitin obtained by
demineralization of BSF pupal exuviae flour with HCI (BSF_chitin_HCI), and commercial chitin.

Function groups EF - BSF_chitin_HCI C_ommerual
. . BSF_chitin_AA chitin
and vibration mode (cm—1) (cm—1) (cm—1) (cm—1)
Hydroxyl (OH) stretch NA 3434.80 3437.82 3437.81
NH (amide 11) asymmetric 3261.23 3259.30 3260.08 3257.37
stretch
NH (amide 1)
symmetrical stretch 3099.23 3099.23 3102.18 3101.16
CH; (aliphatic compound) 2923.72 2921.80 2921.80 202758
symmetrical stretch
CH: (aliphatic
compounds) asymmetric 2852.37 2852.37 2852.37 2879.37
stretch
1645.08 1652.79 1652.79 1654.72
CO stretch (amide |
( ) NA 1620.00 1620.00 1620.00
NH flexion, CN stretch 1535.15 155251 1552.51 1552.51
(amide 11 stretch)
CH:2 and CHaflexion NA 1429.07 1429.07 1417.50
CHssymmetrical flexion NA 1375.58 1375.08
CN stretch (amide 111)
(1310) NA 1307.58 1307.58
C-O asymmetrical stretch
in the phase ring (1069) 1068.43 1068.43 1068.43
Cc-0-C asymmetric
stretch in the phase ring 1010.57 1010.57 1010.57

(saccharide rings)
NA = Not available.

Two NH bending modes are expected in chitin, one in-plane and the other out-of-
plane. The NH flexion mode in plane is mixed with the CN stretch mode, which gives rise to
the amide Il band (Pearson et al., 1960), characterized by the 1552.51 cm™ bands. The
absence of peaks at 1540 cm™ may reflect the protein removal efficiency (Xiong et al., 2023).
On the other hand, the out-of-plane mode of NH flexion gives rise to the amide 11l band, with
a band at 1307.58 cm ! for all chitin samples (Table 3.3).

Other bands were identified for chitin samples at 1417.50 - 1429.07 cm™ (CH;
termination and CHs deformation), 1375.58 cm™ (CHs symmetrical deformation), 1068.43
cm—1 (asymmetrical stretch C-O in phase ring), and 1010.57 cm™* (asymmetric stretch C — O
— C in phase ring). For the BSF pupal exuviae sample, in addition to the identification of
some characteristic bands of chitin, the characteristic band of CaCOj3 at 871.72 cm™® was also
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identified. Therefore, the absence of this band in BSF chitin samples indicates the efficiency
of the demineralization step performed with acetic acid and HCl (Mohammed et al., 2013).

3.4 X-ray diffraction (XRD)

X-ray diffraction allows studying the atomic and molecular structure of the crystal.
Chitins from BSF pupal larvae and the commercial chitin showed characteristic peaks of a-
chitin (Figure 3.4) with four clear crystalline peaks between 9.2° and 19.1°, and smaller
reflections around 20.5° and 23.1°, as reported by Soetemans et al. (2020).
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Figure 3 4: X-ray diffraction of BSF exuviae flour (1), chitin obtained by demineralization of BSF
pupal exuviae flour with acetic acid (BSF_chitin_AA) (2), chitin obtained by demineralization of BSF
pupal exuviae flour with HCI (BSF_chitin_HCI) (3), and commercial chitin (4).

Some differences were observed, such as the less pronounced peak 19.46° in the BSF
pupal exuviae. The peaks’ location was also different regarding the BSF chitins extracted by
the diverse methodologies and the commercial one, a fact that has also been reported in other
studies (Soetemans et al., 2020). No significant differences were found between the
BSF_chitin_AA and BSF_chitin_HCI spectra.

The crystallinity indexes (Crl) of BSF pupal larvae (47.26%), BSF_chitin_HCI
(42.60%), and BSF_chitin_AA (44.32%) were lower than that of commercial chitin of
crustaceans (54.01%) (Table 3.4). The demineralization with HCI caused a reduction of
4.66% in the crystallinity of BSF chitin, while acetic acid reduced it by 2.94%, showing that
crystallinity may be influenced by the extraction method (Brigode et al., 2020). This decrease
suggests a distortion in the chitin crystal structure, which arises due to the cleavages of the
intra- and intermolecular hydrogen bonds caused by the acid.
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Table 3 4: Crystallinity index of BSF pupal exuviae flour (EF), chitin obtained by demineralization of
BSF pupal exuviae flour with acetic acid (BSF_chitin_AA), chitin obtained by demineralization of
BSF pupal exuviae flour with HCI (BSF_chitin_HCI), and commercial chitin.

Amorphous
Sample region (%) Crl (%)
EF 52.74 47.26
BSF_chitin_AA 55.68 44.32
BSF_chitin_HCI 57.40 42.60
Commercial chitin 45.99 54.01

These results differ from other studies that reported 8.44% (Wang et al., 2020), 74.1%
(Brigode et al., 2020), 74% (Hahn et al., 2022), 67% (Triunfo et al., 2022), and 71.39%
(Rampure et al., 2023) of crystallinity in BSF pupal exuviae. However, the different methods
used to calculate crystallinity may influence the final values.

3.5 Scanning electron microscopy (SEM)

The SEM analysis showed similar superficial morphologies for the BSF pupal exuviae
and the BSF chitins obtained through the treatment with HCI/NaOH and acetic acid/NaOH (4)
(Figure 3.5). The surfaces presented a hexagonal-shaped structure as a honeycomb like
structure (Purkayastha & Sarkar, 2020; Soetemans et al., 2020; Wasko et al., 2016). However,
the central depression, which is observed in the honeycomb structure, was determined only on
the chitin surface of the BSF exuviae. This depression is due to the demineralization stage,
which removes the CaCOs blocks present in BSF pupal exuviae (Rebora et al., 2023). At
1600x magnification, no differences were observed between chitins demineralized with HCI
or acetic acid. Although no pores were detected in the BSF pupal exuviae at 1600x
magnification in the present study, disorganized and non-adherent pores and nanofibers can
be observed at 5000x, resulting in a spongy surface (Soetemans et al., 2020). Different from
the surface of chitin obtained from BSF pupal exuviae, commercial chitin from crustaceans
showed a rough structure.

Figure 3 5: Scanning electron microscopy images. (1) BSF pupal exuviae flour, (2) commercial chitin,
(3) chitin obtained by demineralization of BSF pupal exuviae flour with HCI, (4) chitin obtained by
demineralization of BSF pupal exuviae flour with acetic acid.
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4 CONCLUSIONS

The processes presented in the present study are effective in obtaining chitin from the
exuvia of the Hermetia illucens pupa, according to the standards of commercial chitin. For the
first time, a sustainable and economic protocol for the demineralization of BSF pupal is
established, using acetic acid and HCI in low concentrations, at room temperature, and for a
shorter period. Therefore, achieving a great efficiency of exuvia demineralization of the
Hermetia illucens pupa using acetic acid represents a promising perspective for the
replacement of mineral acids by organic solvents, which allows the use of the chitin and
minerals extracted by the food industry and agriculture. It is demonstrated that the treatments
presented herein did not affect the chemical structure and morphology of chitin, providing a
material with thermal stability and characteristics similar to that of the commercial chitin of
crustaceans.
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CONCLUSAO GERAL

Diante do destaque da Hermetia illucens no cenario de insetos comestiveis e do
crescente interesse no uso de seu exoesqueleto para a extracdo de quitina, o presente estudo
aborda o estado atual desse processo, enfatizando a importancia da pesquisa neste campo
emergente. Embora compartilhe caracteristicas comuns com o exoesqueleto de crustaceos, 0s
exoesqueletos das diferentes fases da BSF possuem particularidades que demandam estudos
especificos e aprofundados sobre a extracdo da quitina de sua matriz. Concluimos que 0s
estudos existentes ainda sdo insuficientes para esclarecer as condi¢des ideais de isolamento da
quitina de cada fase da Hermetia illucens. Também destacamos a necessidade de estabelecer
padrdes para a apresentacdo dos resultados, a fim de facilitar a comparacdo entre os métodos
utilizados e impulsionar o progresso nessa area de conhecimento. Paralelamente a pesquisa
das condicdes Gtimas para a extracdo de quitina, é crucial avaliar o impacto dessas extracdes
nas caracteristicas fisicas, quimicas e tecno funcionais da quitina. Por fim, apresentamos uma
perspectiva sobre o potencial uso da quitina em alimentos, visando estimular futuras
pesquisas e aplicacOes inovadoras desse composto proveniente da Hermetia illucens.

A introducdo de um protocolo de desmineralizacdo, utilizando &cido acético e acido
cloridrico em baixas concentragdes, temperatura ambiente e em curto periodo oferece uma
abordagem sustentavel e econémica para a obtencdo da quitina da exulvia da pupa da
Hermetia illucens, alcancando padrGes comparaveis aos da quitina comercial. Além disso,
esse trabalho demostrou a viabilidade de uma 6tima eficiéncia de desmineralizacdo da exuvia
da pupa da Hermetia illucens com a utilizagdo do acido acético em substituicdo aos acidos
minerais. 1sso possibilitou uma nova perspectiva para o uso dos solventes organicos. Este
avanco expande as possibilidades de aplicagcdo da quitina e dos minerais obtidos em &reas
alimenticias.
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APENDICEB - DESENHO EXPERIMENTAL PARA A
DESMINERALIZACAO COM O ACIDO ACETICO

Para a otimizacdo da desmineralizacdo da quitina, foi feito um Delineamento
composto central rotacional (DCCR) combinando trés fatores: temperatura, concentragéo do
acido e proporcao exuvias/acido (p/v) (tabela 1).

Tabela 1- Fatores e niveis que serdo utilizados para o composto central rotacional (DCCR)

Fatores Nivel
-0, -1 0 +1 +a,
A: Concentracao do acido (M) 0,66 1,00 1,50 2,00 2,34
B: Temperatura (°C) 9,55 30,00 60,00 90,00 110,45
C: Proporcéo extvias/acido (p/v) 1:03 1:10 1:20 1:30 1:37

Através do modelo foi gerado um planejamento experimental constituindo um total de
19 combinac@es, com 3 pontos centrais e avaliadas conforme a eficiéncia de desmineralizacao
(DDM) descrita na equagéo 1 (Triunfo et al., 2022).
%DDM ==L x 100 (1)
0
Onde, My e M, sdo os teores de cinzas (%) antes e depois da desmineralizacdo,
respectivamente.

Tabela 2 - Desenho experimental composto central rotacional (DCCR) com 0s parametros e 0s
resultados de DDM

A B C AR B.R CR DDM

0 0 0 1,2 45 30 95,56344
0 0 0 1,2 45 30 95,58630
0 0 0 1,2 45 30 95,56689
0 0 -1,68179 1,2 45 4,773107542  47,45880
0 0 1,681793 1,2 45 55,22689246  96,84726
-1,68179283 0O 0 0,190924302 45 30 98,39459
1,681792831 O 0 2,209075698 45 30 99,64534
1 1 1 1,8 60 45 96,83917
1 1 -1 1,8 60 15 98,88341
-1 1 -1 0,6 60 15 92,90500
-1 1 1 0,6 60 45 96,83090
1 -1 -1 1,8 30 15 94,98824
1 -1 1 1,8 30 45 94,60237
-1 -1 -1 0,6 30 15 94,77191
-1 -1 1 0,6 30 45 96,45721
0 -1,68179 0 1,2 19,77311 30 97,20343
0 1681793 O 1,2 70,22689 30 97,76107

O coeficiente de determinacéo da equacéo de regressdo (R?) ndo apresentou um bom
ajuste, com valor de 0,645, conforme observado na tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados de regressao obtidos a partir da analise dos dados experimentais

Interceptar
A

B

C

AZ

BZ

CZ

AB

A:C

B:C
R%=0.645

R? ajustado = 0.1885

Valor P=0.3316
***P<O

** p<0,1

Estimativa de
parametrobi,
b ii ou b ij
9.514.695
0.47241
0.40834
631.494
268.380
214.014
-681.509
0.95315
-100.517
0.07278

Error

622.745
292.446
292.446
292.446
321.880
321.880
321.880
382.099
382.099
382.099

t value

152.786
0.1615
0.1396
21.594
0.8338
0.6649
-21.173
0.2495
-0.2631
0.0190

Pr(>[t)

1.24e-06 ***
0.87623
0.89289
0.06767**
0.43193
0.52741
0.07201**
0.81017
0.80008
0.98533

A significancia do ajuste também foi avaliada através da realizacdo de analise de
variancia (ANOVA) com resultados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Andlise de variancia (ANOVA) para 0 modelo quadratico do grau de desmineralizagdo

Grau de Soma dos
liberdade quadrados Quadrados Significancia Pr
Fonte de variacdo (Df) (SS) médios Valor F (CaD)
FO(A, B, C) 3 549.94 183.313 1,57E+04 0.2801
PQ(A, B, C) 3 919.88 306.625 2,63E+04 0.1322
TWI(A, B, C) 3 15.39 5.131 4,39E+02 0.9867
Residuos 7 817.60 116.800
Falta de ajuste 8 817.60 163.520 1,08E+10 9,29E-04
Erro puro
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Gréficos de superficie de resposta
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Figura Al - Graficos de superficie de resposta

Na Figura 1 ¢é apresentado os graficos de superficie de resposta para

desmineralizagdo com o &cido acético.
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APENDICE C - DESPROTEINIZACAO ENZIMATICA

A desproteinizacdo enzimatica foi realizada com a enzima Alcalase 2,4L (2,4
Unidades Anson/g, AU/g), razdo enzima:proteina 2:100 e pH 9. Em um Erlenmeyer a FEDM
AC foi solubilizada na proporcédo de 1:15 (p/v) com solucdo tampdo de EDTA 0,5 M. Apds o
ajuste da temperatura (65 °C ) e do pH da solugdo com a adi¢do da solucdo NaOH 1M a
enzima foi adicionada e agitada a 200 rpm em Banho Maria Metabolico tipo Dubnoff SL 158
(Solab, Piracicaba/SP, Brasil). Apds 5h a solucdo foi inserida em banho a 90 °C por 20
minutos para a desnaturacdo da enzima. A FEDP-AC/ENZ foi obtida através da filtracdo a
vacuo, lavagem da torta até neutralizacdo do pH e secagem em estufa com circulagdo e
renovacdo de ar (Solab, Piracicaba/SP, Brasil) a 70 °C durante 15 h.

Na Tabela 1 é apresentado a composicao centesimal da quitina obtida pelo processo de
desmineralizacdo com o acido acético e a desproteinizacdo com a enzima Alcalase (QBSF
AC/ENZ).

Tabela 1 - Composicdo centesimal da quitina da exivia da pupa da Hermetia illucens extraida
enzimaticamente em comparagao com a quitina comercial

Quitina

Analise QBSF- AC/ENZ comercial Meétodo

Umidade 0,14 +0,05a 1,16 £ 0,07 Estufa, 105°C
Lipidio 0,81 +0,03 0,98 £ 0,03 Soxhlet, hexano
Cinzas 0,23+0,12 1,12 £ 0,07 Mufla, 550 °C 24 h
Proteina 4477 +£ 0,23 28,75+ 1,30 Kjeldahl

Conforme observado, a composicdo da umidade, lipidios e cinzas estdo de acordo com
a composicdo da quitina comercial. Entretanto, o processo de desproteinizacdo apresentou
uma eficiéncia inferior (9,76%) ao relatado pela literatura para a extracdo enzimatica com a
Alcalase (Dhanabalan et al., 2021).
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APENDICE D - RESUMO GRAFICO DO CAPITULO |

> Pré-Tratamento » Deslipidificacio » Desmineraliza¢ao

ﬂ:’ Eror d . Acido cloridrico
T, 2 ter de petroleo Lo e
e KOH pe Acido formico
BSF NaOH. Acido fosférico NaOH
a P .
Acido sulfurico KOH
Escaldamento/ Metanol + o .o
. Acido nitrico Ultrassom
Congelamento cloroformio o .-
q i | Acido acetico
eparacao ter etilico . .
'p ¢ . T Solventes eutéticos profundos
Limpeza acido acético, acido
Secagem latico, etanol+ Meétodo Fermentativos Bacillus subtilis, L. plantarum,
Moagem protease P.aeruginos, A. pasteurianus
Armazenamento Extragio Meétodos enzimaticos Pepsina, Papaina, Pancreatina,

Protease de B. licheniformis

Meétodos fisicos HCI + Agua superaquecida, Extragio
supercritica de CO2, NaOH + triturador de células
ultrassonico, Moagem mecanoquimica + NaOH, HCI,

supercritica de
dioxido de carbono
+ fermentagiao

NaOH + tratamento de explosdo de vapor flash

» Desproteinizacio > Despigmentacio
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HCI + NaClO
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H202
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Quitina da BSF
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Figura D1 — Resumo gréfico do capitulo Il sobre a extracéo da quitina da Hermetia illucens

Fonte - Elaboracéo propria.
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APENDICE E - RESUMO GRAFICO DO CAPITULO I

GRAPHICAL ABSTRA
BSF pupal 5 . c " B :
exuviae Pretreatment > Defatting »  Demineralization Deproteinization Analysis
>

) Acetic acid 0.6 M NaOH 1.25 M
- Separation 115 (wiv),25°C. 2 h 1:15 (wiv), 90 °C, 2.5 h
+ Cleaning . L .

& W » Demineralization efficiency

: a BSF_CHITIN_AA
. Dr}l_ﬂg (70 °C/15 h) Hexane + Deproteinization efficiency
+ Milling o 1:5 (wiv), 70°C, 6 h s Demincralization Denroteinization - Proximate composition (Moisture, fat,
» 24 mesh sieving b4 P ash, protein and chitin)
- Storage (-14°C) HCI0.6 M NaOH 1.25 M > | . Chitin yield
15 (w/v), 25°C. 2 h 15 (wiv), 90 °C, 2.5 h \

» Extraction efficiency

+ Thermal gravimetric analysis

+ Fourier transform infrared (FTIR)
analysis

b3 + X-ray diffraction (XRDy)

» Scanning electron microscopy (SEM)
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Figura E1 - Representacao geral do processo de extracdo da quitina da extvia da pupa da Hermetia illucens

Fonte - Elaboracdo propria.
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