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RESUMO

A busca por fontes alternativas e sustentaveis de ingredientes para a industria alimenticia e de
produtos naturais tem impulsionado o interesse no uso de insetos comestiveis. Dentre as
espeécies promissoras, as larvas de Zophobas atratus destacam-se pelo alto teor lipidico, sendo
candidatas viaveis para a extracdo de 6leos. Este estudo teve como objetivo caracterizar a fracdo
lipidica (FL) extraida por prensagem a 40 °C, avaliando suas propriedades fisico-quimicas,
perfil de &cidos graxos, compostos bioativos, estabilidade oxidativa, composi¢édo centesimal do
residuo solido e a presenca de compostos volateis. A caracterizacdo da FL foi realizada
utilizando CG-EM, RMN!H, FTIR-ATR, DSC, Rancimat, PetroOXY e espectrofotometria no
visivel. As analises de cor, indice de acidez, perdxidos e compostos volateis complementaram
a avaliacdo da qualidade do 6leo. Os resultados indicaram um rendimento de 36% (m/m) e uma
composicdo majoritaria de triacilglicerois, com 45,40% de &cidos graxos saturados (SFA) e
54,61% de insaturados. A FL apresentou coloragdo amarelada intensa, compativel com a
presenca de f-caroteno (16,75 mg/100 g), um antioxidante natural que, em conjunto com a
composicao lipidica, contribuiu para a elevada estabilidade termo-oxidativa observada nos
ensaios de Rancimat, DSC e PetroOXY. Também foram detectados compostos volateis
associados a oxidacdo lipidica em niveis baixos, indicando boa qualidade inicial do 6leo. Além
disso, o residuo solido obtido apds a prensagem revelou-se rico em proteinas e carboidratos,
destacando-se como subproduto com potencial para formulagGes de racdes ou extragcdo de
outros compostos bioativos. Dessa forma, a FL de Z. atratus demonstrou elevada estabilidade
oxidativa, com tempo de inducdo de 10,6 h no Rancimat e 38 min no PetroOXY, valores
superiores aos reportados para 6leos vegetais como soja e girassol sob as mesmas condicdes. A
presenga de B-caroteno, aliada a maior proporcao de SFA, contribuiu significativamente para
essa estabilidade. Tais caracteristicas indicam potencial competitivo da FL frente a fontes
lipidicas convencionais. No entanto, embora os resultados laboratoriais sejam promissores,
estudos adicionais sdo necessarios para validar sua aplicacdo direta na indudstria. O residuo
solido pos-extracdo, por sua vez, apresenta composicdo favoravel para uso em formulacGes

alimentares e nutracéuticas, promovendo o aproveitamento integral da biomassa.

Palavras-chave Insetos comestiveis, Zophobas morio, 6leos e gorduras, compostos volateis,

estabilidade oxidativa.



ABSTRACT

The search for alternative and sustainable sources of ingredients for the food and natural
products industries has driven growing interest in the use of edible insects. Among the
promising species, Zophobas atratus larvae stand out due to their high lipid content, making
them viable candidates for oil extraction. This study aimed to characterize the lipid fraction
(LF) extracted by pressing at 40 °C, evaluating its physicochemical properties, fatty acid
profile, bioactive compounds, oxidative stability, proximate composition of the solid residue,
and the presence of volatile compounds. The characterization of the LF was performed using
GC-MS, 'H NMR, FTIR-ATR, DSC, Rancimat, PetroOXY, and visible spectrophotometry.
Analyses of color, acidity index, peroxide value, and volatile compounds complemented the
assessment of oil quality. The results indicated a yield of 36% (w/w) and a composition
predominantly of triacylglycerols, with 45.40% saturated fatty acids (SFA) and 54.61%
unsaturated fatty acids. The LF showed an intense yellow coloration, compatible with the
presence of B-carotene (16.75 mg/100 g), a natural antioxidant that, together with the lipid
composition, contributed to the high thermo-oxidative stability observed in the Rancimat, DSC,
and PetroOXY assays. Volatile compounds associated with lipid oxidation were also detected
at low levels, indicating good initial oil quality. Additionally, the solid residue obtained after
pressing proved to be rich in proteins and carbohydrates, highlighting its potential as a
byproduct for feed formulations or extraction of other bioactive compounds. Thus, the LF of Z.
atratus demonstrated high oxidative stability, with an induction time of 10.6 h in the Rancimat
and 38 min in the PetroOXY, values higher than those reported for vegetable oils such as
soybean and sunflower under the same conditions. The presence of p-carotene, along with the
higher proportion of SFA, significantly contributed to this stability. These characteristics
indicate the competitive potential of the LF compared to conventional lipid sources. However,
although the laboratory results are promising, further studies are needed to validate its direct
application in industry. The post-extraction solid residue, in turn, shows a favorable
composition for use in food and nutraceutical formulations, promoting the full utilization of the

biomass.

Keywords: Edible insects, Zophobas morio, oils and fats, volatile compounds, oxidative
stability.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda global por alimentos exige um aumento significativo na produgao
para suprir as necessidades nutricionais de uma populacdo que devera atingir aproximadamente
9,7 bilhdes de pessoas até 2050 (Orkusz, 2020). Estima-se que a necessidade por cereais, tanto
para consumo humano quanto animal, aumentara cerca de 50%, enquanto a procura por
proteinas, como carne, laticinios, peixes e 6leos vegetais, crescerd ainda mais (Orkusz et al,
2020). No entanto, esse crescimento encontra desafios expressivos, incluindo a reducédo da
disponibilidade de terras cultivaveis, mudancas climaticas, escassez de recursos hidricos e a
poluicdo de ecossistemas terrestres e aquaticos (Probst, 2015).

Diante desse cenério, pesquisadores vém explorando novas estratégias para a nutricdo
humana e animal. Uma alternativa promissora é a utilizacdo de insetos comestiveis, préatica
conhecida como entomofagia. O cultivo desses organismos apresenta vantagens sustentaveis e
nutricionais, podendo substituir parcialmente fontes tradicionais de proteina (Chia et al, 2019).

Apesar de ainda estar em fase inicial em diversos paises, a regulamentacdo do uso de
insetos na alimentacdo tem avancado. Em 2017, a Unido Europeia autorizou o uso de proteinas
derivadas de insetos na aquicultura, e em 2021 ampliou a regulamentacéo para racdes de aves
e suinos. J& em 2023, foram aprovados novos insetos para consumo humano, incluindo o
Alphitobius diaperinus, Acheta domesticus, Tenebrio molitor e Locusta migratoria. (Gongalves
et al, 2022)

O cultivo de insetos apresenta diversas vantagens em compara¢do com 0s sistemas
convencionais de producdo animal, como a bovinocultura, suinocultura e piscicultura. Além de
demandarem menos espaco e recursos, 0s insetos possuem altas taxas de converséo alimentar,
ciclos de vida curtos e menor emisséo de gases de efeito estufa (FAO, 2021). Outra vantagem
relevante é a possibilidade de cria-los utilizando residuos agroindustriais, como subprodutos de
frutas, grdos e vegetais, tornando a producdo mais sustentavel e alinhada aos principios da
economia circular (FAO, 2021).

Apesar da utilizacdo de insetos na producdo de racdo animal ja ser uma realidade, seu
consumo na alimentacdo humana ainda enfrenta resisténcia, especialmente no Ocidente. Em
diversas regides da Asia, no entanto, a entomofagia é uma pratica comum e consolidada
(FAPESP, 2020). Para facilitar a aceitagdo do publico, uma estratégia tem sido o processamento
dos insetos em formas mais palataveis, como farinhas, pastas, 0leos e suplementos proteicos,
reduzindo a rejei¢do associada ao consumo do inseto inteiro. Assim, a incorporagdo de

derivados de insetos em alimentos processados surge como uma alternativa
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vidvel para enriquecer nutricionalmente diversos produtos sem comprometer suas
caracteristicas sensoriais (Araudjo, 2022).

Do ponto de vista nutricional, os insetos sdo fontes ricas em proteinas, lipidios,
vitaminas e minerais essenciais. Sua fracao lipidica contém acidos graxos benéficos e vitaminas
lipossollveis, o0 que os torna um recurso interessante ndo apenas para a alimentacdo, mas
também para aplicagdes industriais (Gongalves et al, 2022). A larva Zophobas atratus, por
exemplo, apresenta um alto teor de triacilglicerdis (TAG) de cadeia média e ja tem sido utilizada
na producdo de sabdo, cosméticos e bioplasticos. No entanto, essa espécie ainda é menos
explorada em comparagéo ao Tenebrio molitor (Cinvestav, 2022; Beat Digital, 2023).

A extragdo dos lipidios dos insetos pode ser realizada por diferentes métodos, sendo 0s
solventes organicos os mais utilizados devido ao seu alto rendimento. No entanto, esses
processos podem deixar residuos e demandam etapas adicionais de refinamento para garantir a
seguranca alimentar (Limoeiro et al, 2020). Métodos alternativos, como o0 uso de n-propano
pressurizado, tém demonstrado eficiéncia e apresentam vantagens em relacdo ao CO>
supercritico (Souza, 2021). Outra técnica promissora € a prensagem mecanica, que, embora
tenha um rendimento menor, evita o uso de solventes quimicos, reduzindo impactos ambientais
e preservando as qualidades nutricionais das fracdes lipidicas extraidas (Souza, 2021).

Neste estudo, buscou-se caracterizar a fracdo lipidica extraida das larvas de Zophobas
atratus por prensagem a 40 °C. Pela primeira vez, essa fracdo foi analisada de maneira
abrangente, considerando sua composicao molecular, propriedades colorimétricas, compostos
volateis e estabilidade termo-oxidativa. Os resultados obtidos contribuem para a ampliacéo do
conhecimento sobre o potencial desse inseto tanto na industria alimenticia quanto em outras

aplicac@es biotecnoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Extrair e avaliar as propriedades fisico-quimicas e a estabilidade termo-oxidativa da

fracdo lipidica das larvas de Zophobas atratus.

2.2 Objetivos especificos

v Realizar a extracdo da fracdo lipidica com prensagem a 40 °C das larvas de Zophobas.
Atratus;

v Avaliar as propriedades fisico-quimicas da fracdo lipidica por meio das técnicas de
colorimetria, determinacao dos indices de acidez e perdxidos, quantificagdo de -
caroteno por espectroscopia UV-Vis, analise estrutural por RMN 'H e FTIR-ATR, além
da identificacdo de compostos volateis por CG-EM.;

v Avaliar o perfil quali-quantitativo de acidos graxos e de compostos volateis da fracdo
lipidica dos Z. atratus.

v Avaliar a estabilidade termo-oxidativa da fracdo lipidica do Z. atratus por meio das
andlises de TGA, DSC, Rancimat e PetrOXY;

v Avaliagdo da composicdo centesimal do s6lido remanescente da extracdo por prensagem
da fracdo lipidica Z. atratus.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 O uso de insetos como fonte alimentar

A entomofagia, que é como se denomina o uso de insetos na alimentacao, € um habito
ancestral, cultural, e que ja& é observado desde a descoberta dos primeiros hominideos. O
consumo alimentar de insetos pelo homem é uma pratica comum para algumas etnias na
América do Sul, Africa e Asia. No Brasil, povos indigenas e outras comunidades tradicionais
que residem nas regides norte e nordeste também sdo adeptos a esse habito, como € o caso do
consumo das formigas do género Atta, que sdo as sallvas, ou tanajuras (Macedo et al, 2017;
Gahukar, 2011). Outros produtos naturais que sdo produzidos por insetos tém seu uso
normalizado na sociedade ocidental, como o mel e a propolis, produzidos pelas abelhas, e a
seda, produzidas pelo bicho-da-seda (Costa-Neto, 2003).

Atualmente, o maior interesse nos insetos como fonte de alimentos decorre ndo somente
do aspecto nutricional, que é positivamente promissor, mas também do fato de sua producéo se
encaixar em modelos economicamente e ambientalmente sustentaveis. Uma das formas de
diminuir o impacto ambiental a partir da producdo de alimentos seria promover a adocdo de
alternativas a carne e aos derivados lacteos por outras fontes proteicas, pois a producdo de
proteinas tradicionais, como as provenientes do gado, traz consigo, um alto grau de impacto
negativo no ambiente, por conta da emissdo de gases estufa, do uso de terras, energia, entre
outros aspectos (Huis et al, 2021; Jensen et al. 2021).

No aspecto sustentabilidade, o cultivo de insetos supera a producdo do gado , pois pode
ser realizado em modelo de economia circular: neste, a producdo, o0 processamento, a
distribuicdo, o consumo e o residuo gerado nos processos envolvendo o alimento, produzem
um impacto ambiental minimo, além de retroalimentarem a propria producdo (Ojha, 2020).
Ademais, o cultivo de insetos pode ser realizado em zonas ndo-apropriadas para a agricultura,
sendo aplicavel em producdo de larga escala e com ciclo de vida muito mais rapido quando
comparado as culturas tradicionais. Por exemplo, uma Unica fémea de grilo-domestico (Acheta
domesticus) pode colocar até 1500 ovos em um més, enguanto uma vaca costuma produzir 4
filhotes durante seu ciclo de vida (Gahukar, 2011). Além disso, outras sdo as vantagens das
culturas de inseto frente as culturas tradicionais: insetos apresentam maior facilidade de cultivo,
acentuada velocidade de crescimento, dispensam a necessidade de terras agriculturaveis,
apresentam a possibilidade de utilizarem residuos industriais de diferentes fontes como “rag¢ao”,
dispensando também o consumo de grandes volumes de agua tratada e terra (Van Huis et al,

2021). Esse potencial positivo ja é vislumbrado no setor de producdo de racdo para gado e
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outras culturas. Mas, mais do que isso, ndo apenas as vantagens quanto ao cultivo, a importancia
dos insetos no cenério da agropecuéria também permeia seu valor nutricional, que ja é
reconhecido no contexto de alimentacdo para seres humanos. Por exemplo, insetos como o
Tenebrio molitor tém sido incorporados em barras de cereais e farinhas proteicas, oferecendo
uma alternativa sustentavel e rica em nutrientes para a dieta humana. (Gahukar, 2011).

Mesmo diante dessa realidade, o consumo de insetos como alimento por humanos ainda
é alvo de muito preconceito, visto que esses animais sdo associados a sujeira, a falta de higiene,
além de serem tidos como veiculos de doencas (Cheung & Moraes, 2016). Contudo, frente ao
crescimento populacional e a necessidade de reduzir os impactos ambientais no cenério de
producdo alimenticia atual, se faz necessario buscar novas fontes alimenticias, sem que haja a
perda do valor nutricional, caracteristica marcante das culturas tradicionais, como gado, porco
e aves (Varelas, 2019).

Diversos sdo os insetos que podem ser introduzidos na alimentacdo humana, como
aqueles dos géneros Lepidoptera (eg. Mariposas), Orthoptera (eg. Grilos) e Hymenoptera (eg.
Formigas). Mas, dentre eles, a ordem dos besouros Coleoptera ganha destaque, por tratar-se da
maior ordem do reino animal, contando com mais de 360.000 espécies. Algumas familias desses
besouros tém ganhado destaque na literatura cientifica devido a sua importancia industrial, que
€ 0 caso do Tenebrio molitor (“mealworm”) e o Zophobas morio, ou Zophobas atratus
(“superworm™). O T. Molitor € uma das espécies de inseto mais difundidas no setor de
alimentacdo mundial e, em 2021, a Comissdo Europeia de Seguranca Alimentar, através do
Regulamento 2015/2283, passou a autorizar 0 uso das larvas dessa espécie em alimentos para
consumo humano, bem como garantiu a sua seguranca alimentar, fortalecendo ainda mais seu
consumo como alimento ou como ingrediente na fabricacdo de barras de cereais, massas,

biscoitos e em ra¢des para animais (EFSA, 2021).

Imagem 1: Representagdo do Tenebrio molitor e Zophobas morio
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Embora os dados cientificos do T. Molitor estejam mais disponiveis na literatura, ndo se pode
dizer o mesmo sobre os dados do Z. morio; esse Ultimo ainda apresenta estudos escassos, uma
vez que o uso industrial do T. Molitor j& esta bem consolidado. Porém, devido a semelhanca
gendmica entre as duas especies, estudos sobre T. molitor podem servir como referéncia para
investigacOes sobre Z. morio, permitindo avaliar seu potencial em diversas aplica¢des. O Z.
morio tem sido estudado por suas caracteristicas nutricionais, incluindo alto teor proteico e
presenca de lipidios benéficos, o que o torna promissor para a alimentacao animal, producéo de
ingredientes proteicos para consumo humano e até no reaproveitamento de residuos organicos,
contribuindo para modelos mais sustentaveis na industria alimenticia e na economia circular
(Rumbos & Athanassiou, 2021).

3.2 Importancia nutricional dos insetos

Um dos maiores potenciais vislumbrados na entomofagia é, sem ddvidas, a
possibilidade do consumo de insetos como fonte alimenticia de alto valor nutritivo (Mariod,
2013). As proteinas sao o principal componente nutricional de um inseto, podendo representar
até 60% do seu conteudo em base seca. N&o obstante, ja foi observado que os insetos constituem
uma fonte de outros nutrientes essenciais, como lipideos, vitaminas e minerais, em teores
semelhantes aos de outros alimentos j& inseridos na dieta humana, como carnes e vegetais. (Huis
etal. 2021).

Tabela 1 — Comparacdo do Perfil Nutricional de Insetos com a Carne Bovina

Zophobas Tenebrio Acheta .
Componente . . Carne Bovina
atratus molitor domesticus
Proteinas 30-40% 40-50% 50-60% 20-30%
Lipidios 30-50% 20-30% 10-20% 10-30%
Alta Ricaem — eoiiibrio de
A concentragéo de O0mega-6, g Predominantemente
Acidos Graxos R . Omega-6 e
O0mega-6 e baixo em n saturados
N R O0mega-3
O0mega-3 O0mega-3

Carboidratos 5-10% 10-20% 10-20% 0%
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B1, B2, B12, B1, B2, B12, B1, B2, B12,

Vitaminas B Acido Félico Acido Folico  Acido Folico B12, B6, niacina
Presente, Presente Presente
Vitamina A quantidade o ! Baixa quantidade
- variavel variavel
variavel
. . Presente,
S Variavel, Baixa, mas . .
Vitamina D . Baixa principalmente em
depende da dieta presente i
igado
. Ferro, zinco, .
. Ferro, zinco, . Ferro, zinco, . .
Minerais magnésio, Ferro, zinco, fosforo

magnésio, calcio magnésio, calcio

calcio

Fonte: Adaptado de Stull (2021).

Estudos como o de Stull (2021) demonstram que o0s insetos possuem um perfil
nutricional comparavel ao da carne bovina, destacando-se por sua elevada concentracdo de
proteinas e acidos graxos essenciais, além de um baixo teor de carboidratos. A Tabela 1
apresenta essa comparacdo detalhada, evidenciando as quantidades de proteinas, lipidios,
vitaminas e minerais em diferentes espécies de insetos em relacéo a carne bovina.

Os insetos analisados exibem um teor proteico superior ao da carne bovina, podendo
alcancar até 60% de sua composicdo, tornando-se uma alternativa altamente proteica. Além
disso, diferentemente da carne bovina, que contém predominantemente &cidos graxos
saturados, algumas espécies de insetos apresentam um equilibrio entre 6mega-3 e émega-6,
contribuindo para a saude cardiovascular (Stull, 2021)

No que se refere as vitaminas, os insetos oferecem uma ampla gama de vitaminas do
complexo B, incluindo B12, essencial para a funcdo neurologica e a formacao de globulos
vermelhos. Os minerais presentes, como ferro, zinco, magnésio e calcio, sdo essenciais para
diversas funcBes metabdlicas, reforcando o valor nutricional dessas espécies (Stull, 2021)

Dessa forma, Stull (2021) ndo apenas ilustra a diversidade nutricional entre as diferentes
especies de insetos, mas também evidencia seu potencial como alternativa viavel para a

alimentacdo humana. Considerando os desafios ambientais e a busca por fontes de proteina
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sustentaveis, os insetos surgem como uma alternativa para dietas mais equilibradas e
ecologicamente responsaveis.

O valor nutricional varia de acordo com o estagio de metamorfose do inseto: o conteddo
de alguns nutrientes pode variar em proporcao quando o inseto esta nas fases de ovo, larva,
pupa ou imago (que é a fase adulta) (Huis et al. 2021). Utilizando Tenebrio molitor como
modelo, percebe-se que o teor de nutrientes varia entre os estagios de desenvolvimento do
inseto, conforme ilustrado na Tabela 2. Segundo Ravzanaadii et al. (2012) e Finke (2002), o
maior teor de proteinas, variando entre 49% e 52%, ocorre na fase adulta, enquanto os estagios

larval e de pupa apresentam a maior concentracdo de lipidios, entre 31% e 36%.

Tabela 2 — Composicdo centesimal aproximada de nutrientes em base seca (g/100g) de

Zophobas atratus em diferentes estagios de vida.

Estagio de vida

Nutriente
Larvas Pupas Adultos
Proteinas 49 - 52 51-53 63 - 65
Lipidios 31-35 32-36 7-15

Fonte: (Ravzanaadii et al, 2012; Finke, 2002).

A predominancia de proteinas na fase adulta se deve a necessidade de manter estruturas
corporais resistentes e funcionais. O exoesqueleto dos besouros adultos € composto por quitina
e proteinas estruturais, que conferem rigidez e protecdo ao organismo (Ruppert et al, 2005).
Além disso, essa fase é voltada para a reproducao, e proteinas sao fundamentais para a producéo
de gametas, hormonios e enzimas envolvidas nesse processo. A alta demanda proteica reflete a
necessidade de um corpo bem desenvolvido e preparado para a reproducao e sobrevivéncia no
ambiente (Ruppert et al, 2005).

Por outro lado, o maior teor de lipidios nas fases larval e de pupa esta associado ao
crescimento e a metamorfose. Durante a fase larval, o inseto se alimenta ativamente e acumula
gordura como reserva energética, necessaria para sustentar seu metabolismo acelerado. Ja na
fase de pupa, o inseto ndo se alimenta e depende exclusivamente dessas reservas lipidicas para
completar a transformacdo para adulto. O uso de lipidios como fonte de energia € uma estratégia
eficiente, pois essas moléculas possuem alto valor caldrico e garantem a sobrevivéncia do inseto
até a emergéncia do besouro adulto (Ruppert et al, 2005). Além de seu papel fisioldgico, esse

alto teor lipidico tem despertado interesse na extracdo de 6leos a partir de insetos, visto que
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podem servir como alternativa sustentavel aos 6leos vegetais e de origem animal. Oleos
extraidos de larvas de Tenebrio molitor tém sido estudados para aplicagbes na industria
alimenticia, cosmética e até mesmo como biocombustivel, dada a sua composicéo rica em
acidos graxos beneficos (Kim et al., 2022; Ramos-Elorduy et al., 2022; Oliveira et al., 2023; Yi
etal., 2022).

3.3 Conteudo lipidico em insetos

Os insetos sdo ricos em acidos graxos e, devido ao fato de a maior parte de seus lipidios
se apresentar na forma liquida, com alta fluidez em temperatura ambiente, é comum que 0s
autores se refiram a esse conteudo lipidico como "6leo” (Lucas et al., 2020).

Assim como ocorre com outros nutrientes, a quantidade de lipidios nos insetos varia
conforme a espécie, a alimentacdo e o estagio de vida ou metamorfose do animal (Tzompa-
Sosa et al., 2014). Além disso, a propor¢ao entre os acidos graxos 6mega-6 e dmega-3 pode ser
modulada pela composi¢édo da ragéo fornecida ao inseto, 0 que representa um aspecto positivo
para o enriquecimento nutricional do produto final. Foi observado também que, embora 0s
insetos ndo sintetizem colesterol endogenamente, é possivel incorpora-lo ao seu perfil lipidico
ao inclui-lo na dieta oferecida (Huis et al., 2021).

Embora a composicdo lipidica varie entre as espécies, estima-se que cerca de 80% dos
lipidios presentes nos insetos estejam na forma de triacilglicerdis, enquanto o restante
corresponde a fosfolipidios e colesterol, predominantes nas membranas celulares. Os &acidos
graxos mais abundantes em Zophobas morio, assim como em outras espécies comestiveis,
incluem os saturados, &cido palmitico (C16:0) e &cido estearico (C18:0). Entre os
monoinsaturados, destacam-se os acidos palmitoleico (C16:1n7) e oleico (C18:1n9), enquanto
0s poli-insaturados mais representativos sdo os acidos linoleico (C18:2n6), a-linolénico
(C18:3n3) e y-linolénico (C18:3n6), essenciais para a nutricgdo humana, pois precisam ser
obtidos por meio da dieta (Huis et al., 2021; Lucas et al., 2020). A ingestao desses acidos graxos
tem sido associada a diversos beneficios a sadde, especialmente a reducdo do risco de doencgas

cardiovasculares e neuroldgicas (Rodriguez et al., 2016).
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Tabela 3: Composi¢do quantitativa e qualitativa de &cidos graxos saturados e poli-insaturados

em insetos comestiveis com indice de qualidade lipidica (IQL)

Acidos

Espécie de Teor de Graxos Acidos Graxos Acidos Graxos
P Lipidios Poli-insaturados  Monoinsaturados 1QL
Inseto (%) Saturados (%) (%)

(%)

Zophobas 5 )50, 28% 50% 22% 18
morio

Tenebrio 37.2% 18% 55% 27% 3.1
molitor

Fontes: Adaptado de Tzompa-Sosa, D. A, et al. (2014; 2021)

O Quadro 3 apresenta dados sobre a composi¢do de acidos graxos em duas diferentes
espécies de insetos comestiveis, destacando a quantidade de lipidios e os indices de qualidade
lipidica (IQL). Esses dados reforcam que os insetos possuem uma fracéo significativa de acidos
graxos poli-insaturados, especialmente dmega-6 e dmega-3, 0 que os torna uma excelente fonte
de lipidios saudaveis. A relacdo entre &cidos poli-insaturados e saturados (IQL) é vantajosa,
proporcionando um perfil lipidico semelhante ao de Oleos vegetais e gorduras animais
(Tzompa-Sosa, 2014; Tzompa-Soza 2021).

Essa similaridade na composicdo lipidica sugere que os 6leos extraidos de insetos
podem apresentar caracteristicas sensoriais comparaveis as dos 6leos vegetais, facilitando sua
aceitacdo no mercado. Isso abre possibilidades para seu uso em aplica¢fes alimenticias, seja
como substituto parcial ou total de Oleos convencionais, contribuindo para alternativas
nutricionais e sustentaveis (Mariod, 2013).

A extracdo de Oleos de insetos exige técnicas especificas, pois seus acidos graxos estao
armazenados em goticulas lipidicas sob o tegumento, tornando a escolha do método de extracédo
um fator crucial para preservar a qualidade do 6leo (Purschke et al., 2016). Diversas técnicas
podem ser aplicadas, cada uma com vantagens e limitacGes. Os métodos tradicionais incluem a
extracdo com solventes organicos, como hexano e éter de petroleo, utilizando o aparelho de
Soxhlet.

Embora eficazes na recuperacdo dos lipidios, esses métodos envolvem o uso de

solventes potencialmente prejudiciais a0 meio ambiente, devido ao risco de contaminacgdo
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(Ramos-Bueno et al., 2016). J& a prensagem a frio, por dispensar altas temperaturas e solventes,
surge como uma alternativa mais ecoldgica, preservando as propriedades nutricionais dos
lipidios, especialmente o perfil de &cidos graxos poli-insaturados. No entanto, essa técnica pode
apresentar menor rendimento, especialmente em insetos com baixo teor de lipidios (Purschke
etal., 2016).

Nos tltimos anos, a extragdo com CO: supercritico tem ganhado destaque como uma
abordagem eficiente e sustentavel. Esse método ndo utiliza solventes organicos, garantindo um
Oleo de alta qualidade com melhor preservacdo dos acidos graxos essenciais. Além disso,
proporciona rendimentos mais elevados do que a prensagem a frio (Ramos-Bueno et al., 2016).
Estudos indicam que a extragdo com CO: supercritico preserva o perfil lipidico dos insetos,
aspecto fundamental para a sade humana, especialmente devido a presenca dos acidos graxos
poli-insaturados (Purschke et al., 2016). Com a crescente demanda por insetos como fonte
alimentar e para a inddstria de racdo animal, hd uma tendéncia de adocdo de métodos de
extracdo mais sustentaveis e baratos, minimizando o uso de solventes organicos e alinhando-se

aos principios da economia circular (Purschke et al., 2016; Ramos-Bueno et al., 2016).

3.4 Incorporagéo de 6leos de insetos em alimentos para humanos

Alguns estudos ja foram realizados sobre a incorporacao de proteinas de insetos isoladas
em alimentos, porém ainda sdo escassos 0s artigos cientificos que citam o uso de 6leo de inseto
como ingrediente em produtos finalizados. Dentre eles, destaca-se o estudo de Cheseto et al.
(2020), que incorporou o 6leo dos insetos adultos Ruspolia differens e Schistocerca gregaria
em biscoitos, com o objetivo de avaliar a aceitagdo do publico diante de alimentos produzidos
a base de insetos.

Além disso, Smetana et al. (2020) exploraram a viabilidade da substitui¢do parcial de
gorduras convencionais por 0leos extraidos de larvas de Hermetia illucens e Tenebrio molitor
na formulagdo de margarina. O estudo demonstrou que esses 6leos podem ser utilizados como
alternativas sustentaveis as gorduras vegetais tradicionais, reduzindo a dependéncia de 6leos de
palma e outras fontes convencionais que possuem alto impacto ambiental. Os resultados
indicaram que a margarina formulada com 6leos de insetos apresentou estabilidade aceitavel e
propriedades reoldgicas compativeis com os produtos comercialmente disponiveis, abrindo
novas possibilidades para o uso desses lipidios em alimentos processados.

Contudo, o potencial dos 6leos de insetos ndo se limita apenas a industria alimenticia.
Essas matérias-primas também podem ser aproveitadas na industria cosmética, devido a

presenca de compostos bioativos benéficos para a pele, além de terem aplicacBes promissoras



21

na producdo de biocombustiveis, contribuindo para solugdes mais sustentdveis no setor
energético (Surendra et al., 2016; Verheyen et al., 2018).

Entretanto, para que a incorporacdo em alimentos para humanos seja realizada, €
necessario que haja um lastro de seguranca nesses ingredientes. Nesse sentido, apesar de
apresentar um potencial extremamente positivo no tocante as propriedades nutricionais, as
pesquisas quanto a seguranca alimentar de insetos ainda sdo limitadas, quanto ao uso em
humanos. Algumas possiveis desvantagens incluem a contaminagdo microbiologica, a presenca
de alérgenos e residuos de substancias indesejaveis no 6leo. A criacdo de insetos pode acarretar
a acumulacdo de patégenos, como bactérias e fungos, o que exige cuidados rigorosos na
producéo e armazenamento (Zhang et al., 2019). Além disso, o 6leo de insetos pode conter
residuos de solventes utilizados na extracdo, como 0 hexano, que representam riscos para a
salde (Ramos-Bueno et al., 2016). Embora o perfil lipidico dos 6leos de insetos seja vantajoso,
com &cidos graxos insaturados benéficos, um desequilibrio entre 6mega-6 e 6mega-3 pode ser
prejudicial a satde, contribuindo para inflamag6es (Simopoulos, 2008). Outro ponto importante
é o potencial alérgico, pois alguns individuos podem desenvolver reac6es devido as proteinas
presentes nos insetos (Kluepfel et al., 2020). Outra desvantagem € proveniente da possivel
contaminacdo durante o cultivo desses animais com agentes toxicos, como metais pesados e
micotoxinas. Esses aspectos relacionados a seguranca alimentar ainda precisam ser explorados
com mais afinco, principalmente por agéncias reguladoras. Apesar disso, a toxicidade do 6leo
de T. molitor ja foi avaliada em ratos e classificada como baixa, o que é um sinal positivo para
sua aplicacdo em humanos (Alves et al., 2019). Portanto, a seguranca alimentar desses
ingredientes precisa ser cuidadosamente avaliada para garantir sua aceitagdo no mercado.

Fruto de destaque, os acidos graxos poliinsaturados apresentam em sua estrutura
maultiplas ligacGes insaturadas, o que os deixam susceptivel a oxidacado lipidica. Essa reacdo é
uma das principais causas de deterioracdo em 0leos e gorduras e se inicia quando um acido
graxo poliinsaturado reage com o oxigénio na forma de radical livre, formando um radical
hidroperdxido, produto primario da reacdo de oxidacdo. Esse radical é responsavel pelo inicio
de uma reagdo em cadeia chamada “peroxidacao lipidica”, que também pode ser iniciada por
outros fatores fisico-quimicos, como luz ultravioleta, altas temperaturas ou até mesmo sistemas
enzimaticos, como as lipoxigenases e os citocromos. O resultado dessa reacéo € rancidez: a
degradacédo dos hidroperdxidos em produtos de degradacdo secundarios, que sdo compostos
volateis, como alcoois, aldeidos e cetonas, traz efeitos negativos sensoriais para 0s alimentos,
pois trata-se de substancias que afetam ndo s6 o sabor, como também o odor e o valor nutritivo

do alimento (Geng et al, 2023; Zhang et al, 2021; Duarte et al, 2018). A deterioracdo quimica
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de o6leos e gorduras tem impacto negativo no valor nutricional dos éleos, uma vez que 0s
hidroperdxidos podem contribuir para o surgimento de doengas, como cancer e aterosclerose
(Zhang et al, 2021).

3.5 Avaliacéo da deterioracdo quimica de 6leos e gorduras

A oxidagdo é um desfecho inevitavel dos lipideos. Assim, a estabilidade oxidativa de
Oleos comestiveis € a capacidade de um 6leo de manter-se livre de produtos de deterioracao por
um determinado periodo de tempo, e € um dos mais importantes parametros de qualidade desses
produtos (Duarte et al, 2018). Além de auxiliar a determinacdo da vida de prateleira, trata-se de
um parédmetro de seguranca, pois os métodos de avaliacdo da deterioragdo de 6leos e gorduras
baseiam-se, principalmente, na determinacdo de produtos oriundos de processos oxidativos,
como os hidroperdxidos (Maszewska et al, 2018; Zhang et al, 2021). Logo, tendo em vista a
importancia desse parametro para o alimento e sua comercializacdo, existem alguns métodos
disponiveis para a determinacdo do grau de oxidacdo lipidica de 6leos e gorduras.

Diversos métodos sao utilizados para a avaliagdo da peroxidacéo lipidica em éleos: 0s
mais populares sdo os indices de perdxido e de acidez, que sdo os principais métodos
preconizados pela AOCS (Zhang et al., 2021; Knothe, 2002). O indice de peroxido é utilizado
para monitorar o avanco da rancidez no lipidio, determinando o estado de “pré-rancidez” por
meio da quantificagdo de peroxidos e hidroperdxidos formados na oxidagao inicial dos acidos
graxos insaturados. Ja o indice de acidez mede a quantidade de acidos graxos livres na amostra,
0s quais sdo oriundos da hidrélise dos triacilglicerdis e contribuem para a reducdo do pH do
meio (Geng et al., 2023).

A determinacdo do perfil de &cidos graxos também traz informacGes importantes sobre
a estabilidade oxidativa de um 6leo, pois o processo de auto-oxidacdo de &cidos graxos
insaturados é determinado pelo nimero e posicdo das insaturacfes na cadeia carbonica (Knothe,
2002). Assim, guanto maior a concentracdo de acidos graxos insaturados e poliinsaturados,
maior a susceptibilidade de um 0leo a degradacgdes de natureza oxidativa. Por outro lado, quanto
maior o percentual de acidos saturados e monoinsaturados, a tendéncia é que esse o 6leo seja
mais resistente a oxidacdo, o que promove a manutencao de suas propriedades nutricionais por
maior tempo (Duarte et al. 2018).

Além dos métodos tradicionais, outros testes sdo utilizados para a avaliagdo da
estabilidade oxidativa, sendo amplamente aplicados na industria do biodiesel. Esses métodos
simulam condigdes extremas de oxidacao e, diferentemente dos tradicionais, ndo se baseiam na

producéo direta de hidroperoxidos. Na industria de alimentos, essas analises sdo essenciais para
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monitorar a degradacdo dos lipidios, prevenindo a rancificacdo e garantindo a qualidade e
seguranca dos produtos. Além disso, auxiliam no controle de qualidade, no desenvolvimento
de formulacGes mais estaveis e no cumprimento de regulamentacdes, contribuindo para a
preservacdo das caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos ao longo de sua vida util
.(Duarte et al, 2018; Murta Valle et al, 2014).

Assim, o tempo de inducdo no Rancimat refere-se ao periodo, medido em horas, que
antecede a etapa de aceleracdo da reacdo em cadeia da oxidacdo. Ele baseia-se na deteccdo de
acidos volateis produzidos pela oxidacdo da amostra, os quais alteram a condutividade da agua.
Dessa forma, quanto maior o tempo de inducdo, maior a estabilidade oxidativa de um 6leo (Jeon
et al.,, 2016). Além disso, o Rancimat é amplamente utilizado para avaliar a estabilidade
oxidativa de Oleos e gorduras em diferentes matrizes alimentares, sendo um método de
referéncia para estudos de conservacao e qualidade lipidica. Ja o método de analise PetroOXY
tem como vantagem o tempo de andlise que é menor frente a0 Rancimat, uma vez que nessa
técnica é aplicado oxigénio pressurizado, o que acelera o processo de oxidacdo. Apesar disso,
0 PetroOXY ainda é pouco utilizado para analise de éleos comestiveis. Outra desvantagem do
PetroOXY é que seus dados também permitem a correlacdo direta entre o tempo de prateleira
e o tempo de inducéo, porém o tempo de inducdo por ele avaliado permite que seja identificado
o0 periodo no qual ocorrem as primeiras etapas da oxidacdo da amostra (Duarte et al. 2018).

Dessa maneira, a escolha do método analitico para avaliagcdo da estabilidade oxidativa
de Oleos e gorduras deve considerar as caracteristicas da matriz analisada, o tempo disponivel
para analise e a finalidade do estudo. Embora o Rancimat continue sendo amplamente adotado
por sua confiabilidade e padronizacdo (Jeon et al., 2016), métodos mais recentes como 0
PetroOXY surgem como alternativas promissoras, especialmente quando se busca maior
agilidade nos resultados (Duarte et al., 2018). No entanto, sua aplicacdo ainda demanda maior
validacdo no contexto dos 6leos comestiveis. A compreensdo das vantagens e limitacdes de
cada técnica é essencial para garantir a precisdo dos dados obtidos e a adequada interpretacao
dos resultados em estudos voltados a qualidade e conservacao de lipidios.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

As larvas da espécie de Z. atratus utilizadas nesse estudo foram obtidas em criador
especifico, situado na cidade de Salvador-BA. Foram obtidos aproximadamente 4 kg de larvas
alimentadas com farelo de trigo e em estagio de vida proximo ao ultimo instar (0,7 g; 0,5 cm).
Todos os reagentes e solventes utilizados no preparo de solugdes foram de grau analitico. O
padrdo de B-caroteno (7235-40-7) e acidos graxos (189-19) foram adquiridos da Sigma—
Aldrich.

4.2 Métodos
4.2.1 Extracdo da fracéo lipidica das larvas de Z. atratus

As larvas foram mantidas por 24 horas sem alimentacdo para o esvaziamento gastrico
(Broekhoven et al, 2015). Ap0s esse periodo, as larvas foram limpas em dgua corrente e abatidas
por congelamento & temperatura de —80 °C. Em seguida, o material congelado foi liofilizado
(Liofilizador L101, Liobras, Sdo Carlos, Brasil) durante 72 horas resultando em teor de umidade
total de 2% (MX-50 Moisture Analyzer, A&D, Japdo). Apds a secagem por liofilizacdo, as
amostras foram mantidas congeladas em ultra freezer, até a extracéo da frag&o lipidica (FL).

O material liofilizado foi equilibrado em temperatura ambiente e em seguida submetido
a prensagem utilizando uma mini prensa automatica (ZS ZY-22A, Zonesun, China) para a
extracdo da FL seguindo o método descrito por Matthdus e colaboradores (2018) com
temperatura fixada em 40 °C. A fracdo solida, obtida apds a extracdo da FL e nomeada torta,
foi congelada —80 °C para caracterizagéo.

A FL resultante foi centrifugada a 22,500 x g por 15 minutos a 25 °C (CR22N, Hitachi,
Japdo). Em seguida, a FL liquida e o precipitado foram congelados em freezer (—18 °C) para
caracterizagéo.

O rendimento da extracdo da FL foi determinado de acordo com a Equagé&o 1:

Massa da FL
FL(%) = * 100%
Massa das larvas secas
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4.2.2 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas da fracao lipidica extraida das larvas
de Z. atratus
4.2.2.1 Colorimetria

A determinacéo da cor da FL foi realizada seguindo o0 método descrito por Nascimento
e colaboradores (2022). As medidas de cor da amostra foram realizadas em um colorimetro de
bancada CM-5 (Konica Minolta, Japdo), em modo de transmitancia, calibrado para branco a
100%, utilizando o iluminante D65 e o sistema de leitura CIELAB, obtendo valores de brilho
(L*), croma (c*) e matiz (h*) em triplicata. Foram calculados os valores de L* (luminosidade),

a* (intensidade da cor verde a vermelho) e b* (intensidade da cor amarela a azul).

4.2.2.2 Indice de acidez

O indice de acidez (IA) foi determinado seguindo o método descrito pela American Oil
Chemists Society (AOCS) Cd 3d-63. A neutralizacdo de 1 grama de FL foi realizada com uma
solucdo de NaOH 0,01 N, utilizando fenolftaleina como indicador. Os ensaios foram realizados

em triplicata.

4.2.2.3 Indice de peroxidag&o

A determinacdo do indice de perdxidos (IP) foi realizada utilizando o método do
tiocianato férrico descrito na norma International Dairy Federation (IDF) 74A: 1991. Para
preparar a solucdo de cloreto de ferro (Il), 0,4 g de cloreto de béario dihidratado foram
dissolvidos em 50 mL de agua. Esta solucao foi adicionada lentamente e com agitacao constante
a uma solucéo de sulfato de ferro (11) (0,5 g de FeSO4—7.H,0 dissolvido em 50 mL de agua).
Dois mililitros de acido cloridrico 10 N foram adicionados a solugdo resultante. O precipitado
de sulfato de bério foi filtrado resultando em uma solucdo de ferro (II) limpida que foi
armazenada ao abrigo de luz. Para preparar a solucdo de tiocianato de amonio, 30 g de tiocianato
de amonio foram dissolvidos em agua, e o volume foi completado para 100 mL.

Apos o preparo das solugdes, 0,3 g de amostra foram diluidas em 9,8 mL de uma solugéo
de cloroférmio-metanol (7:1, v v'') com auxilio de um agitador vortex por 4 segundos. Foram
adicionados de 50 pL de tiocianato de aménio e agitados (4 s). Em seguida, foram adicionados
50 pL de cloreto de ferro (I1) e agitados novamente (4 s). A mistura foi mantida por 5 minutos
a temperatura ambiente para obtencéo do valor de absorbancia em 500 nm contra um branco de
reagentes (Lambda 25, Perkin—Elmer) por espectrometria de absor¢éo na regido do visivel.

A determinacéo do IP foi realizada utilizando os dados de uma curva analitica externa

de Fe (I11) e seguindo a equagéo 2:
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As — Ab Eq. 2
(55,48 * M) + (MO  2)

indice de peréxido (meq/Kg) =

Na Eq. 2, a absorbancia da amostra (As), absorbancia do branco (As), inclinagdo da reta
obtida por calibracdo externa (M), massa da amostra em gramas (Mo) e massa atbmica do ferro
(55,84), foram utilizados para expressar o IP em miliequivalentes de perdxido por quilograma
de amostra. O denominador da Eq. 2 fornece a concentracio de Fe?" oxidada a Fe3* em
microgramas. A divisdo pelo fator 2 é necessaria para expressar os valores de peroxido em
miliequivalentes de perdxido em vez de miliequivalentes de oxigénio, conforme mencionado
no método IDF 74A: 1991.

4.2.2.4 Espectrometria de absorc¢éo na regido do Uv—visivel e determinagio de —caroteno

Uma aliquota de uma solugdo da FL preparada em éter de petréleo (0,1 g mL™?) foi
transferida para uma cubeta de quartzo e submetida a leitura em um espectrofotébmetro Lambda
25 (Perkin—Elmer, USA), operando em modo varredura entre 200 e 700 nm com passo de 2 nm.
O instrumento foi zerado com o solvente antes de adquirir o espectro da amostra.

A determinagdo de p—caroteno foi realizada por calibragdo externa em 450 nm (Corbu,
2019) . Uma solucdo estoque de p—caroteno (400 mg L) foi preparada em éter de petréleo. Em
seguida, as absorbancias de sete diluicdes preparadas a partir da solucéo estoque (5-160 mg L
1y foram coletadas. Os valores das absorbancias e concentragdes foram diretamente
proporcionais e altamente correlacionados por um ajuste linear (R?= 0,9956). O resultado foi
expresso em mg de B—caroteno por grama de FL como a media de uma triplicata da leitura e o

desvio padrao.

4.2.2.5 Espectrometria na regidao do infravermelho vermelho com transformada de
Fourier acoplada ao dispositivo de reflectéancia total atenuada

O espectro de infravermelho da FL foi obtido utilizando um espectrémetro Spectrum
Two (Perkin—Elmer, USA) equipado com um dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR)
com cristal ZnSe. Os espectros foram adquiridos em temperatura ambiente, acumulando 64

varreduras com resolugéo de 2 cm™.
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4.2.2.6 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear

O espectro de ressonancia magnética nuclear do protén (*H RMN) foi obtido em um
espectrometro Bruker Ascend 400 MHz (Bruker, USA) a 27 °C. Uma aliquota da FL foi diluida
em CDCls e transferida para um tubo de RMN de 5 mm. A aquisigdo foi realizada dominio de
tempo; largura de pulso de 90°, 9,3 us; largura espectral de 16 ppm e tempo de relaxacéo de 2
s. Sessenta e quatro varreduras foram acumuladas para cada decaimento de inducdo livre. A
correcdo da linha de base, obtencdo dos deslocamentos quimicos e areas absolutas dos picos foi

realizada utilizando software TopSpin 4.4.1 (Bruker, USA).

4.2.3 Avaliacdo dos compostos volateis extraidos da fracdo lipidica por cromatografia
gasosa

Os compostos volateis foram extraidos, separados e identificados pela combinacdo

das técnicas de extracdo por headspace e microextracao em fase sélida com a cromatografia
gasosa acoplada ao detector de espectrometria de massas (HS—-SPME-GC-MS). O método
descrito por Perez-Santaescolastica e colaboradores (2023) foi adaptado para a avaliagdo dos
compostos volateis. Inicialmente, os frascos de headspace contendo 0,1 g da FL foram
incubados por 10 minutos a 45 °C em agitador termostéatico. Em seguida, uma fibra de
divinilbenzeno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) de 50 pum/ 30 um de
espessura (Supelco, Sigma-Aldrich, Bornem, Bélgica) foi exposta ao headspace por 50 min
a 45 °C e introduzida no sistema GC-MS com auxilio de um amostrador automético Pal
System PAL RSI 85.

Os analitos foram separados e identificados em um cromatégrafo a gas G3540A
(Agilent Technologies, California, USA) acoplado ao detector de espectrometria de massas
5977B (Agilent Technologies, California, USA), operando no modo de injecao splitless com
liner ultra inerte (Sngl toper, Wool 5190-2293, USA), hélio como gés de arraste em fluxo
constante de 0,6 mL min! e coluna de separagdo HP-5MS (30.0 m x 0.25 mm I.D x 0.25 pm,
Restek®, Bellefonte, USA). A rampa de aquecimento foi programada para iniciar a 30 °C e
permanecer por 4 min, evoluindo para 50 °C (2 °C min), em seguida para 120°C (4 °C min-
1y e finalizando a 280 °C (15°C min™). O sistema de injecéo e a linha de transferéncia foram
mantidos a 250 °C. A corrente i6nica total (70 eV) foi registrada na faixa de massa de 35 a
350 m/z em modo varredura.

Os dados foram avaliados através do software MassHunter Qualitative Analysis 10.0
(Agilent Technologies, California, EUA). Os picos foram identificados comparando seus

espectros de massa com o banco do National Institute of Standards and Technology (NIST,
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versdo 20, Gaithersburg, USA), com uma correspondéncia espectral expressa em pelo menos
80% (Utrilla Vazquez, 2020). A identificacdo dos picos foi assistida pela determinacdo do
indice de Kovats de padrées de alcanos (C8-C20) e sua comparacao com dados disponiveis
na literatura. Alguns compostos de interesse foram selecionados apenas com correspondéncia
espectral. A estimativa do contetido de cada composto identificado foi calculada por meio da
normalizagdo das areas dos cromatogramas utilizando os valores absolutos das integracfes

das areas dos picos (Andrade et al., 2021).

4.2.4 Avaliacéo do perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa e determinacéo dos
indices de qualidade nutricional

Os ésteres metilicos de acidos graxos (EMAG) foram obtidos a partir da
derivatizacdo da FL com base no método descrito por Nascimento e colaboradores, 2022. A
transesterificacdo dos lipidios totais foi realizada pela adicdo de uma aliquota da FL (0,025
gramas) a uma solucdo metandlica de NaOH (0,5 M) e BF3 (12%, m v't). Os EMAG foram
extraidos com isooctano para a realizacdo das analises cromatograficas.

A separacdo dos EMAG foi realizada em cromatdgrafo a géas acoplado ao detector
de espectrometria de massas QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com coluna
capilar Durabond (DB-23, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um). Aproximadamente 1 pL de solucéo
contendo os EMAG foi introduzido no sistema de injecdo (230 °C) operando em modo split
com razédo 1:50. A programacdo de temperatura do forno iniciou com 90 °C e evoluiu com
0 seguinte gradiente de temperatura: 90—150 °C (3 °C min), 150200 °C (5 °C min!) e 200
230 °C (3 °C min), utilizando hélio como gas de arraste (1 mL min™). A corrente idnica
total (70 eV) foi registrada na faixa de massa de 35 a 350 m/z em modo varredura. A
identificacdo dos analitos foi realizada utilizando software GCMSsolution Ver.2.6.
(Shimadzu, Kyoto, Japao), comparando o0s espectros de massa dos picos com uma biblioteca
NIST (NIST, versdo 20, Gaithersburg, USA) com pelo menos 80% de similaridade. A
quantificacédo foi realizada pela normalizagdo das areas dos picos identificados na amostra.

Com base no perfil de AG, as classes foram caracterizadas considerando os AG
saturados (SFA, AG sem ligagdes duplas), AG monoinsaturados (MUFA, AG com uma
unica ligacdo dupla), AG polinsaturados (PUFA, AG com 2 ou mais ligagdes duplas) e AG
insaturados (UFA, todos os AG com ligacdes duplas).

Os indices de aterogenicidade (Al), trombogenicidade (Tn,

hiporcolesterolemia/hipercolesterolemia (h/H) e oxidabilidade (COX) foram calculados com
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base no perfil de AG obtidos por cromatografia gasosa de acordo com as equacdes 2 (Ulbricht,

1991), 3 (Ferndndez, 2007), 4 (Ferndndez, 2007), 5 (Ferndndez, 2014) respectivamente.

[(C12:0 + (4% Cia0) + Cig:0)] Eq. 2
(PUFA + MUFA)

Al =

(Cia:0 *+ Ci6:0 + Cig0)

Tl = 3 Eq. 3
[(0,5 * MUFA) + (0,5 * n6 — PUFA) + (3 *n3 — PUFA) + (%)
h  (Cigs+ ZPUFA) Eq. 4
H  (Ci2:0 + Cia:0 + Ci6:0)
COX = (Cig:1) + (10,3 % Cig2) + (21,6 * Cyg:3) Eq.5

100

4.2.5 Anéalises térmicas

4.2.5.1 Termogravimetria e calorimetria exploratdria diferencial

As analises de termogravimetria (TG), termogravimetria derivada (DTG) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram realizadas em um analisador térmico
simultaneo modelo SDT650 (TA Instruments, USA). Aproximadamente 7 mg da FL foram
pesados em cadinho de alumina para liquidos e submetidos a analise com atmosfera de ar
sintético (50 mL min™) e razdo de aquecimento de 10 °C min na faixa de 25-700 °C. As
medidas de onset e pico foram adquiridas a partir das curvas obtidas utilizando o software
TRIOS (TA Instruments, USA).

4.2.5.2 Transicbes de fusdo e cristalizacdo avaliadas por calorimetria exploratoria
diferencial

DSC modelo Q100 (TA Instruments, USA) equipado com uma unidade de resfriamento
RCS 40. Aproximadamente 3 mg da FL foram pesadas em cadinho hermético de aluminio e
submetidos a um ciclo térmico de aquecimento de 30 °C a 60 °C (4 °C min'), seguido de
resfriamento de 60 °C a -40 °C (4 °C min™) e um segundo aquecimento de -40 °C a 60 °C (4 °C
mint), em fluxo constante de N2 (40 mL min™). As medidas de onset e pico foram adquiridas
utilizando o software TRIOS (TA Instruments, USA).
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O teste de OOT foi realizado utilizando aproximadamente 3 mg de amostra pesada em
cadinho de alumina aberto e razdo de aquecimento de 10 °C min™, entre 25-300 °C. Duas
corridas foram realizadas com atmosferas de oxigénio e ar sintético, ambas com fluxo
constante de 50 mL min™. A avaliagio de OIT foi realizada com aproximadamente 3 mg de
amostra, em cadinho de alumina aberto, com transi¢do de atmosfera dindmica (50 mL min™)
durante a corrida. O ensaio iniciou em atmosfera de nitrogénio, com temperatura inicial de 50
°C, evoluindo para 160 °C (20.0 °C min't) mantidos por 5 minutos. Na sequéncia, a atmosfera
do forno foi substituida por oxigénio e mantendo os 160 °C por 100 minutos. As
determinacOes de temperatura onset (Tonset) dOS eventos térmicos foram realizadas pelo
software TRIOS (TA Instruments, USA).

4.2.5.3 Periodo de inducdo por Rancimat e por PetroOXY

O periodo de inducédo da FL foi avaliado de acordo com o método Rancimat oficial
AOCS Cd 12b-92. Dois gramas da FL foram oxidados em um equipamento Rancimat
(Metrohm 873, Herisau, Suica) a 110 °C, sob fluxo constante de ar sintético de 10 L ht. O
periodo de inducdo foi determinado utilizando software Racimat software 1.1, a partir do
ponto de inflexdo da curva de condutividade elétrica (us cm™) em funcio do tempo (h).

Adicionalmente, o periodo de inducdo da FL também foi avaliado seguindo o método
PetroOXY ASTM D7545-09. Cinco mililitros da FL foram aquecidos na cdmara de ensaio
pressurizada com oxigénio (700 kPa) a 110 °C em um analisador PetroOXY (Petrotest
Instruments, Alemanha). O periodo de inducdo foi determinado a partir da relacdo de
consumo de oxigénio da amostra e 0 tempo de queda de pressdo no sistema em 10%.

4.2.5.4 Avaliacdo da composicdo centesimal do soélido remanescente da extracdo por

prensagem

A composicdo centesimal do sélido remanescente apds a prensagem foi avaliada
seguindo o método oficial da AOAC. O teor de proteinas foi determinado pelo método
classico de Kjeldahl, utilizando o 4,76 como fator de conversdo (Janssen, 2017: AOAC
International, 2019). O teor de lipidios foi determinado por gravimetria ap0s extracédo pelo
método de Bligh—Dyer. Os teores de fibras e cinzas totais foram determinados por gravimetria
apos extracdo por detergente acido e utilizando um forno mufla (Lavoisier 402-D, S&o Paulo,

Brazil) a 550 °C, respectivamente. O teor de carboidratos foi determinado a partir do célculo
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pela diferenca das fracdes centesimais.

5 RESULTADOS
5.1 Rendimento da extracdo da fracéo lipidica

O rendimento do processo de extra¢do da FL por prensagem foi de 36% (m m™).
Esse resultado foi ~ 16% maior em relacdo a extracdo por prensagem a frio realizada em
larvas de Hermetia illucens (Srisuksai, 2024: Surendra, 2016) e pode ser explicado pelas
diferencas anatdmicas e fisioldgicas entre as espécies.

A quantidade e composicdo do fat body e epicuticula (Shaw, 1963) nas larvas dos
insetos, por exemplo, influenciam diretamente no rendimento de extragdo das FL. A maioria
dos lipidios dos insetos estdo armazenados na forma de triacilglicerideo (TAG), uma
molécula biossintetizada a partir de carboidratos, proteinas e AG livres. Como a biossintese
dos TAG ocorre majoritariamente no fat body, quanto mais abundante esse tecido nas larvas,
maior serd o rendimento de extracdo da FL. A epicuticula e suas subcamadas de cuticulina
e de cera, sdo compostas essencialmente de lipidios integrados em um complexo proteina-
polifenol responsaveis pela integridade estrutural do exoesqueleto dos insetos e por prevenir
a desidratacdo (Chapman, 2012).

Além das diferencas anatémicas e fisiologicas das larvas dos insetos, 0s baixos teores
de fibra (i.e., <10% m m™) sdo apontados como possiveis responsaveis pela diminuicio da
contrapressdo nas prensas mecanicas, diminuindo o rendimento de extracdo da FL. Nas
prensas mecanicas modernas, a extracdo da FL pode ser favorecida com o aumento
controlado da temperatura para favorecer a fusdo dos lipidios e consequente escoamento.

Vale a pena ressaltar que a FL extraida por prensagem contém ndo apenas lipidios
estruturais e utilizados como fonte energética pelos insetos, mas outros compostos de natureza
lipofilica como, por exemplo, esterois, vitaminas e metabdlitos secundarios que sao
solubilizados no conteddo liquido durante a prensagem mecanica. As FL extraidas também

ndo estdo isentas de solidos dispersos oriundos da fragmentacao dos tecidos.

5.2 Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas da fracéo lipidica
5.2.1 Colorimetria, indice de acidez e indice de peroxidagdo

Os resultados da avaliacdo colorimétrica da FL estdo apresentados na Tabela 1. Os
resultados do ensaio colorimétrico sdo consistentes com o amarelo claro notado na inspecéo

visual da FL, um atributo tipico de 6leos ediveis (Lee, 2022). A FL apresentou o parametro L*



32

relativamente elevado quando comparado a outras fracdes lipidicas extraidas de insetos, como
o T. molitor (Jeon, 2016: Son, 2020). Scores do parametro L* préximos a 90 sdo considerados
elevados e caracterizam amostras de oOleos ediveis ou fracbes lipidicas claras de elevado
potencial tecnoldgico (Ramos Escudero, 2019), pois estdo frequentemente associados a
percepcdo de um produto fresco. Os valores dos parametros a* e b* encontrados nesse estudo
foram comparéveis aos da fracdo lipidica extraida da pupa de Bombyx mori (Chantakun, 2024).
Os scores do parametro b proximos a 80 estdo associados a presenca de biomoléculas como,
por exemplo, os carotenoides. Apesar de 0s insetos aparentemente ndo serem capazes de
biosintetizar carotenoides, eles podem ingerir e bioacumular esses compostos por meio da
alimentacéo.

A FL apresentou IA de cerca de 5 vezes o0 valor maximo aceitavel para 6leos prensados
a frio e néo refinados de 4,0 miligramas de KOH grama de 6leo* (CODEZ ALIMENTARIUS,
2024) (Tabela 1). O elevado IA foi associado ao emprego de temperatura (40 °C) na prensa,
para auxiliar na extragdo da FL. A combinacdo da pressdo e temperatura pode ter auxiliado na
hidrolise dos TAG, resultando no aumento de AG livres (Siow, 2021) que sdo diretamente

proporcionais ao 1A ja que o método tem como principio uma reagdo de neutralizagéo.

Tabela 1 — Avaliacdo colorimétrica (L*, a* e b*), indices de acidez e de peroxidacao da
fracdo lipidica extraida de Z. atratus por prensagem

L* 83,71 £ 0,247

a* 17,56 £ 0,26

b* 88,13+ 0,41

indice de acidez (mg de KOH g de 6leo™) 20,06 = 0,06
indice de peroxidacdo (MEq Kg™?) 1,50 + 0,27

L = lightness; a = redness; b = yellowness.

Siow e colaboradores, 2021 reportaram um valor de 1A (21,57 mg KOH g*) semelhante
ao encontrado nesse estudo (Tabela 1) para um 6leo extraido de T. molitor utilizando éter de
petréleo em aparato Soxhlet a 50 °C por 5 horas, corroborando a hipétese da hidrolise dos TAG
e liberacdo dos AG. Jeon e colaboradores, 2016, Son e colaboradores, 2020 e Zheng e
colaboradores, 2013 reportaram 1A dos 6leos extraidos a frio das larvas de T. molitor utilizando
n-hexano, de 0,93, 2,6 e 7,6 mg de KOH g de 6leo™, respectivamente. Leung e colaboradores,
2012 (Leung, 2012) reportaram IA dos 0leos extraidos a frio das larvas de Z. atratus utilizando
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n-hexano, de 2,17 mg de KOH g de dleo™. As evidentes discrepancias entre os valores de 1A
analisadas em diferentes estudos que utilizaram métodos de extracdo a frio e temperaturas de
até 50 °C, reforcam a hipdtese da liberacdo dos AG pela hidrélise dos TAG com consequente
aumento no IA.

A FL apresentou indice de peroxidacdo de aproximadamente um décimo do valor
maximo aceitavel para 6leos prensados a frio e nio refinados de 15 mEq de Oz Kg* (Tabela
1). O baixo valor de indice de peroxidacéo foi atribuido ao baixo teor de umidade das larvas
liofilizadas (2%) e ao processo de prensagem com temperatura amena (40 °C). Assim como
0 IA, o IP também serve como um indicador da qualidade do 6leo. Os valores mais baixos
de IP implicam em qualidade superior do éleo devido a oxidacdo e rancidez reduzidas. A
oxidacdo ocorre quando os 6leos sdo expostos ao oxigénio, resultando na formacao de
hidroperdxidos como produtos primarios de oxidacdo antes de se decomporem em
compostos de baixa massa molecular com flavor ruim (Shahidi, 2022).

Phuah e colaboradores, 2024 (Phuah, 2024) , reportaram indices de peroxidacao de
6leos obtidos por extracdo liquido-liquido em um sistema de &gua-tert-butanol acidificado
(1:1 v vl pH4,5) de 34,59 mEq Kg* (R. ferrugineus), 16,83 mEq Kg* (Z. morio) e 50,50
mEq Kg? (A. domesticus). Apesar da escassez de dados de IP avaliados nas FL das larvas
de Z. atratus, o alto teor de agua utilizado por Phuah e colaboradores, 2024 na extracao
liquido-liquido corroboram o aumento expressivo no IP quando comparados ao obtido nesse
estudo. Sieger e colaboradores, 2017 (Siger, 2017), também reportaram a direta
proporcionalidade entre os IP e os teores de umidade e as temperaturas de secagem das
sementes de canola submetidas a prensagem a frio e a quente.

Apesar de o baixo valor IP ser bem explicado pelas condicdes de obtencdo e analise
da FL fresca, a acdo de compostos antioxidantes ndo estd excluida. Os antioxidantes
eliminam radicais livres, como por exemplo, os radicais lipidicos alquil hidroxila ou
lipidicos peroxila. Adicionalmente, também extinguem o oxigénio singlete. A estabilizacdo
de radicais livres ou moléculas reativas ocorre pela doacdo de dtomos de hidrogénio dos
antioxidantes e resultam em produtos de reacdo mais estaveis. No geral, a existéncia de
antioxidantes limita a oxidacdo em gorduras e 6leos, resultando em valores de oxidacéao
secundaria mais baixos (Ugur, 2020).

Portanto, os resultados apresentados na Tabela 1 evidenciam o potencial de aplicacéo
industrial da FL extraida das larvas de Z. atratus por seus atributos de cor e baixo valor de

peroxidacéo, apesar do alto valor IA.
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5.2.2 Espectroscopias nas regides do Uv-visivel, infravermelho médio e de *H RMN.

A Figura 1 mostra o espectro de absorc¢do nas regides do UV e visivel da FL. A varredura
na regido do Uv até ~ 315 nm apresenta absorbancia muito alta que pode ser associada a
abundancia dos grupos carbonila e etilénicos, tipicos de AG esterificados ao TAG e dos grupos
carboxila de AG livres (Burr, 1941: Didham, 2019). Além desses, os aldeidos, cetonas,
compostos carbonilicos a, § insaturados e dienos conjugados também absorvem entre 280 nm
e 320 nm e podem estar presentes em amostras de natureza lipidica como a FL, contribuindo
para o aumento do sinal e até saturacdo da resposta do detector.

A alta absorcdo até ~ 315 nm resulta da convolucdo de sinais que dificulta a
interpretacdo nessa regido espectral. Em contraste, a regido do visivel permite a distin¢do de
algumas bandas espectrais com maximos em 401 nm, 426 nm, 449 nm e 473 nm (Figura 1).
Essa avaliacdo preliminar da FL fornece indicios da presenca de compostos minoritarios que
podem ter sido eluidos juntamente com os lipidios durante o processo de prensagem como, por
exemplo, os carotenoides que sdo muito lipofilicos (Zanqui, 2021; Cruz, 2023).

A classe dos carotenoides contém mais de 600 compostos de ocorréncia natural
sintetizados por plantas, algas e bactérias que podem ser bioacumulados por alguns insetos
(Borel, 2021). Esses compostos apresentam cores varidveis entre o amarelo, vermelho e laranja,
portanto, podem dar origem as bandas espectrais notadas entre 400 nm e 500 nm (Scott, 2001),
como pode ser visto na Figura 1. A amostra apresentou 16,75 + 1,73 mg de p-caroteno 100 g-1
de FL, um valor comparavel aos 6leos de chia (~ 23 mg 100 g-1) e gergelim (~ 27 mg 100 g-
1), inferior a oleina de palma crua (~ 70 mg 100 g-1) (Ng, 2016) e superior ao 0leo das larvas
de H. ilucens (0,45 mg 100 g-1). Além do teor de B-caroteno reportado, vale a pena ressaltar a
presenca de outros cromoforos ndo quantificados entre 400 nm e 500 nm que devem
corresponder aos outros carotenoides presentes na FL corroborando o resultado do parametro b

da colorimetria (secdo 3.2.1).
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Figura 1 — Espectro Uv-visivel da fracdo lipidica extraida das larvas de Z. atratus.

A Figura 2 mostra o espectro de infravermelho da FL. O perfil espectral obtido é
consistente com a presenca do TAG como componente majoritario na FL que é uma molécula
importante em 6leos e gorduras ediveis (Yang, 2005). As bandas espectrais correspondentes
aos modos de vibracdo tipicos dos TAG esterificados com diferentes tipos de AG podem ser
observadas em torno de 2922 cm™ (alongamento C—H assimétrico), 2854 cm™ (alongamento
C—H simétrico), 1744 cm™* (alongamento C=0), 1448 cm™ (dobramento C—H em tesoura), 1162
cm? (alongamento C-O e dobramento C-H) e 694 cm™ (dobramento C—H fora do plano)
(Mendez-Sanchez, 2024; Santos, 2021). N6s também observamos duas absorc¢Ges convoluidas
com méaximos em 3060 cm™ e 3026 cm™, pouco reportadas nesse tipo de amostra que
correspondem a estiramentos =C—H. (Malek, 2019)

As bandas com maximos em 752 cm™ e 540 cm™ foram associadas aos estiramentos
simétricos P-O-P e dobramentos O—P-O (Mohan Babu, 2020). Apesar de ndo apresentarem
correlagBes Obvias com a estrutura do TAG, as absor¢des em 752 cm™ e 540 cm™ reforcam a

hipotese da presenca de compostos minoritarios na FL, como os fosfolipidios.
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Figura 2 — Espectro de infravermelho da fracéo lipidica extraida das larvas de Z. atratus.

A Figura 3 mostra o espectro de RMN de *H da FL. Os dez sinais identificados oriundos
de protons em diferentes ambientes quimicos apresentaram intensidades variaveis. A atribuicao
dos sinais pode ser vista na Tabela 2. N6s comparamos 0s sinais espectroscépicos observados
nesse estudo com os reportados por Guillén e Ruiz, 2003 em um estudo avangado de *H RMN
envolvendo 14 6leos ediveis.

O sinal 1 consiste na sobreposicéo de um tripleto de protons de grupos metila saturados
com grupos acil dos acidos oleico e linoleico (0,83-0,93 ppm). O sinal 2 corresponde a um
tripleto devido aos prétons metilicos dos grupos acil n-3 e aparece entre 0,93-1,03 ppm. O sinal
3 de maior intensidade relativa, esta atribuido aos prétons dos grupos metileno na posicao 3, ou
mais distante, dos grupos olefinicos, ou na posicao y, em relagdo ao éster do acido graxo no
TAG (1,22 -1,42 ppm). Os sinais 4 e 6 sdo atribuidos aos protons metilénicos nas posigdes P e
a, em relacio ao éster do 4acido graxo no TAG (1,52-1,70 ppm e 2,23-2,36 ppm,
respetivamente). O sinal 5, esta atribuido aos protons o metilénicos em relagdo a uma tUnica
insaturacao, também conhecidos como praétons alilicos (1,94-2,14 ppm). O sinal 7 € oriundo de
uma convolucao de sinais de protons o metilénicos em relagdo a duas insaturagdes, conhecidos
como protons bis-alilicos (2.70-2,84 ppm). O sinal 8 é oriundo de prétons dos carbonos 1 e 3
do glicerol (4,10-4,32 ppm). O sinal 9 é oriundo dos prétons do carbono 2 do glicerol (5,20—
5,26 ppm) que estd muito proximo ao sinal 10 atribuido aos protons olefinicos de diferentes



37

grupos acila (5,26-5,40 ppm). O sinal de baixa intensidade relativa observado em campo baixo
(7,27 ppm) foi atribuido ao conteddo residual de cloroférmio em CDCls (NMR, 2024).

A combinagcéo das espectroscopias Uv-vis, FTIR-ATR e *H RMN define a FL extraida
das larvas de Z. atratus como um contetdo majoritario do TAG esterificado com AG saturados
e insaturados. Apesar de limitados pela convolugdo de sinais, as técnicas espectroscopicas
utilizadas também demonstraram a presenca de compostos minoritarios. Além dos
carotenoides, os lipidios extraidos de insetos também podem conter fosfolipidios, tocoferdis,

tocotrienois, compostos fendlicos e esterois (Cruz, 2025).
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Figura 3 — Espectro de ressonancia magnética nuclear de *H da fracgéo lipidica extraida das

larvas de Z. atratus.

Tabela 2 — Atribuicdo dos sinais espectroscopicos de *H RMN com os grupos funcionais e

descrigdo da correspondéncia estrutural

Sinal Deslocamento Correspondéncia Descrigdo da correspondéncia
quimico (ppm) estrutural estrutural
1 0,83-0,93 —CHs Saturados e de cadeias acil
2 0,93-1,03 —CHs Cadeias acil do &cido linolénico

3 1,22 -1,42 —(CH2)n Cadeias acil
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4 1,52-1,70 —OCO-CH>—CH2- Cadeias acil

5 1,94-2,14 —CH2>-CH=CH- Cadeias acil

6 2,23-2,36 —OCO-CH2- Cadeias acil

7 2.70-2,84 =HC-CH2-CH= Cadeias acil

8 4,10-4,32 —CH20COR C1 e C3do glicerol
9 5,20-5,26 —CHOCOR C2 do glicerol
10 5,26-5,40 —CH=CH- Cadeias acil

Os dados da Tabela 2 sdo baseados em Guillén, 2003

5.2.3 Analise de compostos volateis

Cinquenta compostos volateis foram identificados na FL extraida de Z. atratus por
HS-SPME-GC-MS. Os analitos identificados foram classificados em 13 grupos quimicos
(Figura 4). Apesar da necessidade de procedimentos de calibracdo e validacdo para a
quantificacdo dos analitos, a técnica de HS-SPME-GC-MS tem sido utilizada para a
estimativa das quantidades relativas dos compostos volateis em insetos ediveis (Hospital,
2012). A etapa de adsorcdo dos analitos volatilizados no headspace pela fibra de SPME ¢
determinante no perfil de compostos volateis. Nos priorizamos a comparacao do perfil de
compostos volateis obtido nesse estudo com outros previamente reportados na literatura
(Tzompa-sosa, 2019; Zolnierczyk, 2021) que também utilizaram uma fibra de
DVB/CAR/PDMS e condicdes de pré-concentracdo de amostra similares.

O grupo dos alcoois apresentou maior conteudo (24,81%) principalmente pela
presenca de 1-decanol (73,68%), responsavel pelos aromas de gordura e 6leo. Esse achado
corrobora a nossa percepcdo durante a extracdo e manipulacdo da FL de Z. atratus em
laboratdrio. O 2,3-butanediol (10,57%) também foi identificado, sendo responsavel pelos
aromas de manteiga de cacau, doce, frutas e floral (Tabela 3). Esses mesmos compostos foram
identificados por Perez-Santaescolastica e colaboradores (2023) no dleo proveniente de T.
molitor.

O grupo das amidas e o indol foi o segundo com maior contetdo (22,68%), com a
predominancia de 5-Amino-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida (83,5%) e do indol (16,5%).
De uma maneira geral, os compostos classificados no grupo das amidas estdo frequentemente
associados a percecdes de odor desagradaveis nos produtos destinados a consumo humano. O
indol, por exemplo, pode conferir odor fecal quanto maior for a sua concentragéo (Perez-
Santaescolastica, 2022)

Os grupos dos fendis (9,16%), hidrocarbonetos (8,26%) e pirazinas (7,91%) aparecem
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em menor propor¢do em relacdo aos alcoois e amidas (Figura 4). Dentre os compostos
identificados nesses trés grupos, a 2,5-metilpirazina (71,24%), trimetilpirazina (12,74%),
metilpirazina (9,01%) e 2-etil-6-metilpirazina (7,01%) (Tabela 3) podem aumentar o
potencial de aceitacdo da FL por serem associadas a percepcéo do sabor cozido e assado aos
alimentos. Zotierczyk & Szumny (2021), avaliaram o impacto do assamento das larvas de
Z. atratus no perfil de compostos volateis por HS—-SPME-GC-MS. Dentre os 48 compostos
identificados, a predominancia de pirazinas e compostos carbonilicos foi associada ao aroma
de pratos assados baseados em carne, batatas e pdo. A 2,5-metilpirazina, por exemplo, esta
associada a percepcdo do aroma de queimado e os autores classificaram a larva assada com
“cheiro intenso de bacon assado”, agradavel ao paladar.

O grupo dos ésteres (5,20%) foi caracterizados pela presenca de octanoato de etila
(68,40%) e acetato de decila (18,72%) que estdo associados a percepc¢do do odor caracteristico
das gorduras e algumas frutas. No grupo das cetonas, (4,45%), a presenca de acetoina
(74,29%), 2-heptanona (24,16%) e 5-metil-3-hexen-2-ona (1,55%) pode conferir boa
aceitacdo sensorial da FL por serem associadas a aromas de especiarias. No grupo de aldeidos
(3,16%), foram encontrados o nonanal (52,45%), heptanal (12,21%) e benzaldeido (12,40%),
associados a percepcdo do odor caracteristico das gorduras e odores citricos (Tabela 3). Liu e
colaboradores, 2020, Liu e colaboradores, 2020 e Silva e colaboradores, 2020, reportaram que
os aldeidos lineares como, por exemplo, o heptanal e nonanal, podem resultar da degradacéo
oxidativa de gorduras insaturadas e AG livres, principalmente os acidos oleico, linoleico e
araquidénico. Os aldeidos ramificados como o benzaldeido sdo oriundos das reacdes de
Maillard e degradagBes de Strecker. A predominéncia de aldeidos lineares reportadas na
Tabela 3 corroboram o0s achados de Perez-Santaescolastica e colaboradores, 2022 que
destacam que quase metade dos aldeidos identificados em 6leo de insetos sdo de estrutura
linear.

Nos grupos de monoterpenos (3,03%), furanos (0,94%) e é&cido (0,97%) foram
detectados a presenca de 3-careno (64,32%), B-sabineno (15,96%), D-limoneno (12,07%) e p-
cimeno (7,65%). Além de estarem associados a odores caracteristicos, como por exemplo, o
citrico, esses compostos sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes e

anticarcinogénicas.

Além do indol, outros compostos identificados no grupo dos fenois, como o fenol
(88,04%) e o guaiacol (3,50%) podem estar associados aos off-flavors na FL extraida. A

percepcao de aromas de alimentos queimados, por exemplo, pode impactar negativamente na
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aceitacdo do produto pelo consumidor.

Apesar de o grupo dos alcoois e amidas terem apresentado as maiores areas relativas, 0s
hidrocarbonetos e aldeidos apresentaram a maior variedade de compostos identificados (Figura
4, Tabela 3). A susceptibilidade dos AG livres na FL aos processos de rancidez oxidativa
frequentemente resultam em compostos de massa molecular inferior, como os hidrocarbonetos
e aldeidos identificados (Tabela 3). O elevado indice de acidez da FL (Tabela 1) corrobora a
presenca dos produtos de hidrélise dos AG. Liu e colaboradores, 2020, reportaram que a maior
variedade de compostos volateis presentes em 6leos ediveis pode ser decorrente de um elevado
contetdo de AG insaturados. O &cido linolénico, por exemplo, é um acido graxo altamente
suscetivel a oxidacdo podendo gerar substancias volateis, mesmo em temperatura ambiente.

Os compostos volateis sdo gerados a partir de diversas reacdes complexas, incluindo
fermentacdo de carboidratos e processos proteoliticos e lipoliticos. Além disso, AG livres,
aminoacidos e peptideos atuam como substratos para reagcdes subsequentes, como oxidacéo,
degradacdo de Strecker e reagOes de Maillard, que sdo expressivamente influenciadas pelo
processamento, especialmente por tratamentos térmicos. Como resultado, diversos compostos
volateis sdo produzidos, conferindo caracteristicas aromaticas distintas do produto conservado.
Apesar da identificacdo de 50 analitos na FL extraida, nem todos os compostos volateis
contribuem substancialmente para na percepcdo do aroma, como por exemplo, 0s
hidrocarbonetos, que por serem inodoros nédo estdo associados a percep¢do de aromas.

Portanto, a caracterizacdo dos compostos volateis da FL extraida das larvas de Z.
atratus é fundamental para futuras aplicacGes industriais deste produto, pois a aceitacdo
sensorial esta intimamente relacionada aos aromas e sabores desenvolvidos pelas substancias
volateis. Adicionalmente, a caracterizacdo dos compostos volateis é fundamental para o
direcionamento e aplicacdo de técnicas de processamento como refinamento, desacidificacéo,
branqueamento e desodorizacdo, amplamente utilizadas na industria. Essas técnicas podem
modular os aspectos sensoriais da FL extraida, favorecendo o seu uso em alimentos, racdes e

cosmeéticos.
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Figura 4 — Compostos volateis da FL analisados por HS—-SPME-GC-MS. Propor¢oes
relativas dos compostos identificados e classificados em 13 grupos quimicos obtidas por

normalizac&o das &reas dos picos

Tabela 3 — Compostos volateis da FL extraida das larvas de Z. atratus analisados por
HS-SPME-GC-MS

Grupo (r:-i';]) Composto Descricao do odor* Area ((jf/os) picos
Acidos
1 40,52 n-Decanoic acid - 100,00
Alcoois
2 7,77 2,3-Butanediol Manteiga de cacau, doce, 10,57
frutado, floral
3 24,46 1-(2-metoxi-1-metiletoxi)-2- i 5,91
propanol
4 33,58 1-(2-Butoxietoxi)-etanol - 8,46
5 37,02 1-Decanol Gordura, 6leo 73,68
6 42,62 1-Dodecanol - 1,38
Aldeidos
7 14,43 Heptanal Citrico, gordura, noz 21,21
Améndoa amarga, aglcar
8 19,21 Benzaldeido queimado, cereja, malte, 12,40

pimenta torrada
9 25,06 5-Etilciclopent-1- - 3,86
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enecarboxaldeido

10 25,89 Benzenoacetaldeido - 5,19
11 29,54 Nonanal Gordura, floral, limdo 52,45
12 32,22 4-Etilbenzaldeido 13,89
Amidas
13 37,82 Indol Queimado, naftalina, fecal 16,50
14 39,49 5-Amino-1-metiI-1!—I-pirazo|- i 83 50
4-carboxamida
Ester
15 33,97 Octanoato de etila Damasco, brandy, gordura, &g 4
floral, abacaxi
16 41,45 Acetato de decila Oleo, laranja 18,72
17 44,27 Dietil ftalato 12,88
Eter
18 46,38 Eter difenilico de etilenoglicol - 100,00
Furanos
19 2241 2-Pentifurano Manteiga, floral, fruta, 84,13
feijdo verde
20 33,07 2-Metilbenzofurano 15,87
Hidrocarbonet
0S
21 11,41 Etilbenzeno - 2,55
22 11,91 p-Xileno - 5,50
23 13,43 1,3-dimetil-benzeno - 2,87
24 14,24 Nonano - 2,97
25 26,13 Decahidro-naftaleno - 0,79
26 27,20  1-metil-4-n-propilbenzeno - 6,15
27 27,33 2-metildecano - 6,67
28 27,82 1-Ethyl-3,5-dimethylbenzene - 2,02
29 29,31 Undecano - 7,72
30 30,21 2-Metildecalina - 0,90
31 31,61 1,2,3,4-Tetrametilbenzeno - 8,06
32 37,70 2-Metilnaftaleno - 7,54
33 40,62 1,2,4-Trimetoxibenzeno - 2,16
34 42,85 1-Pentadeceno - 4411
Cetonas
35 4,44 Acetoina Manteiga, cremoso, 74,29
pimenta verde
56 4,89 5-metil-3-hexen-2-ona Fruta 1,55
37 13,73 2-heptanona Queijo azul, fruta, noz 24,60
Monoterpenos
38 20,54 [-sabineno - 15,96
39 23,44 3-careno - 64,32
40 24,80 D-limoneno Citrus, menta 12,07
41 27,89 p-cimeno Citrus, solvente 7,65
Outros
42 2,64 Triclorometano - 50,64
43 15,50 Oxima metoxi fenil - 49,36

Fenois
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44 22,04 Fenol - 88,04
45 28,58  Guaiacol (2-metoxifenol) Queimado, fenol, madeira 3,50
46 32,69 3-etilfenol - 8,46
Pirazinas
47 9,36 Metilpirazina . . 9,01
o Alimento cozido, cacau,
48 14,82 2,5-dimetilpirazina avel3, nozes assadas, 71,24
49 23,06 2-etil-6-metilpirazina chocolate, torrado 7,01
50 23,15 Trimetilpirazina 12,74

*A descricdo dos odores da Tabela 3 esta baseada no trabalho de Perez-Santaescolastica e colaboradores, 2022.

5.2.4 Determinacao do perfil de &cidos graxos e indices de qualidade nutricional

Treze AG foram identificados na FL extraida de Z. atratus (Tabela 4). O acido
palmitico foi 0 mais abundante (C16:0, 36%) seguido dos &cidos oléico (C18:1n-9, 29%) e
linoleico (C18:2n-6, 22%) que somados representaram quase 90% do perfil de AG avaliado.
Tanto Nascimento e colaboradores, 2022 quanto Aradjo e colaboradores, 2019 também
reportaram perfis de AG de larvas da mesma espécie semelhantes ao avaliado nesse estudo
(Araujo, 2019).

A proporcdo dos AG identificados na Tabela 4 parece corroborar as suas origens
considerando a dieta e biossintese nos insetos. A biossintese de AG tem como produto
majoritario o C16:0 que encerra o ciclo de reacdes catalisadas pelas enzimas do complexo
acido graxo sintase ap6s formar um acido graxo saturado de 16 carbonos (Menendez, 2007).
O 4cido estearico (C18:0) é comumente encontrado em gorduras animais por resultar da
elongacdo de cadeia realizada pela enzima palmitoil coenzima A (Dinh, 2021), muito embora
ndo apresente nenhuma relacéo 6bvia com reacdes de biohidrogenacéo no trato digestivo dos
insetos. Os &cidos graxos insaturados como, por exemplo, o C18:1n-9 e C18:2n-6 sdo
ingeridos na dieta e provavelmente ndo sofrem biohidrogenagdo, como nos animais
ruminantes.

A determinacdo do perfil de AG de 6leos ediveis e fracdes lipidicas extraidas de
insetos é fundamental para antecipar potenciais aplica¢fes industriais e para consumo humano
e animal (Lorenzo, 2016). A preponderancia de AG insaturados faz com que 6leos ediveis e
a FL estejam mais susceptiveis a degradagdes de natureza oxidativa (Maszewska, 2018).
Além disso, os métodos de extracdo também podem alterar a qualidade das FL obtidas. As
técnicas de extracdo baseadas em fluidos supercriticos como, por exemplo, o CO:2
(Kieronczyk, 2018) e n-propano pressurizado, tendem a conservar a qualidade intrinseca dos
lipidios com elevados rendimentos de extracdo, mas ndo estdo amplamente disponiveis pois

envolvem custos elevados. As extracdes realizadas em prensas mecanicas também sdo



44

conhecidas por conservar a qualidade intrinseca dos lipidios, mas apresentam 0s menores
rendimentos de extracao.

A FL apresentou aproximadamente 54% de UFA e 45% de SFA (Tabela 4). O perfil
de AG da FL apresenta maior teor de SFA (~ 45%) e menor teor de MUFA (~ 31%) quando
comparado com perfil de AG dos 6leos de T. molitor e Z. morio (SFA ~ 35% e MUFA ~ 42%)
(Dragojlovic, 2022) e dos 6leos de oliva (SFA ~18%, MUFA 74%) (Figueiredo, 2024; Assy,
2010), indicando potencial estabilidade oxidativa. O teor de PUFA da FL (~23%, Tabela 4) é
comparavel ao de outros insetos como T. molitor e Z. morio (24%—-37%).

Os indices de qualidade nutricional sdo calculados a partir do perfil de AG. As
métricas Al, Tl e h/H sdo utilizadas como indicadores preditivos do risco de eventos
cardiovasculares como, por exemplo, 0 aumento da incidéncia de aterosclerose, formacéo de
coagulos e trombose (Mlcek, 2019; Kourimska, 2022). Quanto menores os indices de Al e Tl,
maior a qualidade nutricional do produto avaliado (Galgowska, 2022). Apesar de ainda ndo
existirem recomendag0es oficiais (Lawal, 2022), os valores Al e TI> 4 em uma escalade O a
8, ja sdo considerados altos e associados a riscos para a salde cardiaca. Os indices de Al
(0,39) e TI (0,28) calculados para os lipidios da dieta dos esquimos sdo considerados
referéncias, pois sdo oriundos da dieta de uma populacdo com incidéncia muito baixa de
doencgas coronarianas.

A FL apresentou Al e Tl de 0,78 e 2,34, respectivamente (Tabela 4). O valor de Al da
FL corrobora com os valores reportados para os lipidios extraidos das larvas de H. ilucens
(0,68) em contraste com T. molitor (2,75). O valor de TI foi superior aos das larvas de H.
ilucens (0.58) e T. molitor (0.74). Como j& discutido por Lawal e colaboradores, 2022, os
lipidios extraidos dos insetos, em sua maioria, apresentam valores de Al e TI elevados quando
comparados aos 6leos vegetais ja utilizados na dieta humana como, por exemplo, o 6leo de
soja (Al 0,11; T1 0.4) e o bleo de oliva (Al 0,16; T1 0,39). Apesar disso, a utilizacdo da FL
para consumo humano e animal ndo esta descartada desde que seja feito um balan¢o na dieta.

Quanto maior a razdo h/H, melhor a qualidade nutricional do produto avaliado. A
métrica h/H esta diretamente associada & reducéo da fracdo do colesterol de baixa densidade,
conhecido como LDL (Santos-Silva, 2002). O valor de h/H da FL (1.4, Tabela 4) foi superior
aos lipidios das larvas de H. ilucens (0,80) mas inferior ao T. molitor (3.51). Apesar de
também ndo existir uma recomendacéo para o h/H, o valor encontrado para a FL extraida
pode ser considerado intermediario para lipidios extraidos de larvas de insetos ediveis e pode
compensar os valores de Al e TI.

A razdo n-6/ n-3 na dieta de um adulto recomendada pela WHO é de 5 a 10. A
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proporcao de AG poliinsaturados n-6/ n-3 é muito Util na avaliagdo da qualidade nutricional
de lipidios de uma forma geral (Mukhametov, 2009). A razdo n-6/n-3 da FL foi de 36,4
(Tabela 4). O valor reportado nesse estudo estd acima da recomendacdo da WHO para a dieta
de um adulto (5 a 10) e dos valores médios para os 6leos de oliva (10,0) (Omega-3, 2024) e
soja (12,4) (Martin, 2008)) mas abaixo do 6leo de milho (83,0) (Dupont, 1990).

Os AG das familias n-6 e n-3 competem pelas enzimas A6-dessaturase, alongase e A5-
dessaturase envolvidas nas reacdes de dessaturacéo e alongamento de cadeia para conversdo
em acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL) (Martin, 2006). A conversao de
AG da familia n-6 em AGPI-CL resulta na producdo de substratos para a sintese de
prostanoides da série 2 como, por exemplo, o C20:3-n6 e o C20:4-n6. Em contraste, a
conversdo dos AG da familia n-3 resulta em AGPI-CL que séo convertidos em outros
prostandides que nao da série 2. O favorecimento da producao de prostanoides da série 2 pelo
consumo excessivo de AG da familia n-6 tem sido associado com a ocorréncia de desordens
imunologicas, doencas cardiovasculares e inflamatorias.

O valor COX é inversamente proporcional a estabilidade oxidativa de 6leos (Fard,
2020). O COX da FL (2,79; Tabela 4) ¢ inferior ao reportado para os 6leos de oliva (6,33),
soja (7,25) (CAOQ, 2015), girassol (6.56) mas superior ao 6leo de palma (1,56) e das larvas do
inseto S. ruficornis (0,82). Os menores valores de COX s&o consequéncia das maiores
proporcoes de SFA e menores propor¢oes de PUFA avaliados comparativamente a partir dos
perfis de AG dos Gleos e da FL.

Tabela 4 — Perfil de &cidos graxos e indices de qualidade nutricional da FL extraida das

larvas de Z. atratus

Acidos graxos (%)
C8:.0 0,25+ 0,02
C10:0 0,07 £ 0,00
C12:.0 0,09 £ 0,00
C14.0 1,65+0,03
C15:0 0,34 +£0,01
C16:0 36,23 +£0,72
Cl6:1 1,22 £0,05
C17:.0 0,56 = 0,00

Cir:1 0,15+ 0,00
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C18:0 6,22 £ 0,14
C18:1n-9 29,64 £ 0,23
C18:2n-6 22,96 + 0,38
C18:3n-3 0,62 £ 0,05

SFA 45,40

UFA 54,61

MUFA 31,02

PUFA 23,59

PUFA/MUFA 0,76
n-6/ n-3 36,4
Al 0,78

TI 2.34

h/H 1,40
COX 2,79

SFA, acidos graxos saturados. UFA, acidos graxos insaturados. MUFA, acidos graxos
monoinsaturados. PUFA &cidos graxos poli-insaturados. n-3, acidos graxos w-3. n-6, &cidos
fraxos w-6. Al, indice de aterogenicidade. TI, indice de trombogenicidade. h/H, razdo
hipocolesterolemia/ hipercolesterolemia. COX, oxidabilidade.

5.3 Avaliacao das estabilidades térmica e oxidativa

5.3.1 Termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial

A Figura 5 mostra as curvas TG e DTG da FL. O perfil TG apresentou uma variagao
de massa <1% entre 30 °C e 200 °C e duas decomposic¢des bem definidas com Tonset DTG
221,3°C e Tonset DTG 393,3 °C.

A variagdo quase imperceptivel na curva de massa (<1%, 30-200 °C) foi atribuida a
evolucdo de compostos volateis presentes na FL, corroborados tanto pela analise HS—-SPME-
GC-MS (secdo 3.23) quanto pelo pico endotérmico alargado com méaximo em ~ 100 °C
observado na curva DSC (Figura 6). Apesar de ndo ser comumente reportada, a perda de
massa de ~ 10% que tem inicio por volta dos 200 °C pode estar associada a decomposi¢édo de
compostos minoritarios de menor massa molecular e menor pressdo de vapor, presentes na
FL, quando comparados aos TAG.

A evolucéo dos produtos de degradacdo dos compostos minoritarios da FL visualizada
na curva DTG como um pico alargado entre 200 °C e 350 °C (Figura 5) é corroborada por um

abaulamento na curva DSC na mesma faixa de temperatura.
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A perda de massa de ~ 90% que tem inicio por volta 390 °C foi superior quando
comparada a decomposicdo térmica de lipidios extraidos de outros insetos como, por
exemplo, das larvas de T. molitor (Tonset 303,4 °C) ou das larvas de S. ruficornis (Tonset 355,4
°C), compostos por TAG esterificados com AG saturados e insaturados. O evento que
corresponde a decomposic¢do térmica principal da FL consiste na evolucdo dos produtos de
degradacdo das moléculas do TAG e dos AG, também é corroborado pelo pico endotérmico
de maior intensidade entre 350 °C e ~ 530 °C na curva DSC (Figura 6).

A estabilidade térmica da FL (221,3 °C) foi atribuida ao alto teor de SFA (45,40%,
Tabela 4). A direta proporcionalidade entre o grau de saturagdo de cadeias de AG e a
estabilidade térmica de 6leos e gorduras ja foi previamente documentada (Caldeira, 2023),
corroborando a nossa observacdo. Controversamente, nés notamos que o perfil TG dos
lipidios extraidos das larvas de H. ilucens (SFA 55,83 + 1,26%) também analisados em ar
sintético, apresentou 3 estagios de decomposicdo com Tonset 149,6 °C. Apesar de a composicao
dos AG exercer um papel importante na estabilidade térmica dos lipidios, 0os compostos
minoritarios que possam promover ou prevenir reacdes oxidativas também precisam ser
considerados. Os carotenoides avaliados nesse estudo (secdes 3.2.1 e 3.2.2), por exemplo,
parecem exercer acdo agonista com 0s SFA na estabilidade térmica da FL.

Além do ensaio convencional de DSC, os ensaios calorimétricos também sdo
fundamentais para a avaliacdo de transi¢cdes de fase solido—liquido e liquido—sélido em 6leos
e gorduras. Os eventos térmicos relacionados a cristalizacéo e fusdo dos lipidios que resultam
em seus respectivos sinais exotérmicos e endotérmicos, podem ser mensurados por DSC. O
ensaio DSC para avaliacdo das transicdes de fase pode antecipar aplica¢fes industriais dos
lipidios relacionadas as suas qualidades sensoriais e de textura como, por exemplo, no que diz
respeito a sensacdo na boca e a consisténcia de alimentos como margarinas, molhos a base
gorduras vegetais, biscoitos recheados e chocolates.

A Figura 7 mostra os perfis DSC de resfriamento e segundo aquecimento da FL. As
curvas de resfriamento e aguecimento apresentaram picos sobrepostos entre 15,2 e -30°C e -
25 e 30 °C, respectivamente. A sobreposi¢do de eventos térmicos pode ser explicada pela
diversidade de compostos presentes na FL, mas principalmente, pelas diferentes proporgdes
de TAG esterificados com os SFA, MUFA e PUFA que resultam em polimorfismo (Jafari,
2008).

O inicio do evento exotérmico observado na curva de resfriamento (15,2 °C) marca o
inicio da transicdo liquido—solido da FL (Figura 7). Observamos dois estagios de cristalizacdo

com picos em 6,3 °C e 0 °C (Figura 7), tipicos de lipidios extraidos de insetos (Mba, 2017).
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A comparacéo das temperaturas de cristalizagdo da FL com as reportadas em outros estudos
ndo € tdo trivial, por conta das diferentes taxas de resfriamento empregadas. Apesar disso,
observamos uma tendéncia de decréscimo da media das temperaturas de pico dos dois estagios
de cristalizag&o (Tpico-medio) cOmM 0 decréscimo do contetido de SFA dos lipidios extraidos das
larvas de H. ilucens (SFA 78%, Thpico-medio 6,7 °C), S. ruficornis (SFA 62%, T pico-médio O °C),
R. phoencis (SFA 46%, Tpico-medio -1,6 °C) com a FL reportada nesse estudo (SFA 45,4%,
Tpeak-avg 3,1 °C). Em contraste, 0s 6leos vegetais como alto teor de UFA como, por exemplo,
0 0Oleo oliva (SFA <20%) apresentam temperaturas de cristalizacdo muito menores do que 0s
lipidios extraidos dos insetos entre -11 °C e -74 °C. Essas observagdes corroboram a maior
capacidade de empacotamento de cadeias saturadas em relacdo as insaturadas que resultam
em estruturas cristalinas mais estaveis e com maiores temperaturas de cristalizacdo (Siram,
2019).

O inicio do evento endotérmico (-25 °C) na curva de segundo aquecimento representa
0 inicio da transi¢cdo solido—liquido da FL (Figura 7). Esse evento apresenta pelo menos 4
picos sendo dois deles mais proeminentes registrados em 2,4 °C e 9,2 °C por conta da histerese
da taxa de aquecimento (Figura 7). Os eventos térmicos observados na fusdo da FL também
sdo tipicos de lipidios extraidos de insetos e seguiram a mesma tendéncia observada na
cristalizacdo entre o teor de SFA e a média das temperaturas dos picos de fusdo. As curvas de
resfriamento e aquecimento confirmam o estado fisico liquido da FL em temperatura

ambiente (25 °C) quando manipulada em laboratério.
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Figura 7 — Transi¢oes de fusdo e cristalizacdo da FL avaliadas por calorimetria exploratéria
diferencial.

5.3.2 Temperatura de inicio de oxidacao e tempo de inducéo de oxidacao

A Figura 8 mostra as OOT da FL avaliadas em atmosferas de ar sintético e oxigénio.
Como pode ser visto, a Tonset da curva de OOT adquirida em atmosfera de oxigénio foi ~ 28
°C menor do que a curva adquirida em ar sintético (~20% de O2). O tempo de inducdo da FL
avaliado em oxigénio foi de 12,9 minutos (Figura 9).

Os métodos OOT e OIT sdo utilizados para medir o grau de estabilidade oxidativa dos
lipidios em corridas DSC dinamicas sob pressdo ambiente ou em células pressurizadas do tipo
PDSC (Lopez-Beceiro, 2010). Os valores de OOT e OIT tendem a ser diretamente
proporcionais a estabilidade térmica dos lipidios. Apesar de ndo serem absolutos, os métodos
OOT e OIT podem antecipar a vida de prateleira e aplicacdes industriais dos lipidios que
envolvem processos térmicos.

Em contraste com 0s eventos de perda de massa registados na TG que sdo
caracterizados pela evolucdo de produtos de degradacdo da FL, os eventos observados nas
avaliacdes de OOT e OIT estéo relacionados com a reagdo do oxigénio molecular com as
insaturagdes das cadeias dos AG ou dos compostos minoritarios. Na iniciagcdo dos processos

oxidativos, a epoxidacdo das duplas ligacdes € acompanhada da sua respectiva hidroxilacéo,
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gerando oxiranos e diois. A continuacdo do processo oxidativo pode ainda resultar em
oligomerizacao pela formag&o de ésteres ou éteres e a fragmentos de menor massa molecular
em relacdo a cadeia carbbnica original (Pai, 2009). O calor exotérmico das reacfes de
oxidacdo responsaveis por alterar a qualidade dos lipidios se manifesta no ensaio de OOT na
forma de uma convolucéo de picos, dada a complexidade e ocorréncia simultanea das reagoes
de oxidagé&o.

A OOT da FL (188,5 °C, Figura 8) foi superior a de 6leos ediveis regulares. Apesar
de observada uma tendéncia de inversa proporcionalidade (r= -0,9451) entre os valores de
OOT e UFA da FL (188,5°C, 54,6% UFA) e dos dleos de milho (175,8 °C, 82,3% UFA), soja
(173,1 °C, 80,5 UFA) e girassol (165,8 °C, 86,3% UFA), o teor de UFA isolado ndo é
suficiente para explicar a estabilidade oxidativa dos lipidios. Apesar de os PUFA se oxidarem
rapidamente (QI, 2016), ndo foram observadas quaisquer tendéncias de inversa
proporcionalidade ou agrupamento com as medidas de OOT em relagdo a outras medidas
previamente reportadas. A inobservancia de algumas correlagdes das medidas de OOT com a
composicao de AG é mais uma evidéncia de que a estabilidade oxidativa dos lipidios também
¢ afetada pela presenga de compostos minoritarios como, por exemplo, o f—caroteno avaliado

nesse estudo.
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Figura 8 — Avaliacdo das temperaturas de estabilidade oxidativa da FL em atmosferas de ar

sintético e oxigénio por calorimetria exploratéria diferencial.
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Figura 9 — Avaliacdo do tempo de inducédo da FL realizada em isoterma de 160 °C com
mudanca de atmosfera inerte (nitrogénio) para oxidativa (oxigénio) por calorimetria
exploratdria diferencial.

5.3.3 Periodos de inducéo avaliados por Rancimat e PetroOXY

Os periodos de inducdo da FL avaliados por Rancimat e PetroOXY foram de >24
horas e ~ 8 horas, respectivamente (Tabela 5). Os tempos de inducéo de oxidacao avaliados
por Rancimat e PetroOXY se referem a diferentes etapas do processo oxidativo, como a
inducdo e a propagacao. Muito embora também néo fornegam valores absolutos, assim como
0 método DSC, quanto maior o tempo de inducdo maior a estabilidade oxidativa dos lipidios.

No Rancimat, o periodo de inducéo é determinado pelo monitoramento do aumento
continuo da condutividade causado pela formacdo de produtos de oxidagdo secundarios dos
lipidios. Os produtos de degradacdo dos AG como, por exemplo, os acidos carboxilicos
volateis, sdo carreados pelo fluxo de ar sintético para uma célula de condutividade contendo
agua destilada sob monitoramento continuo (Zhou, 2016). Em contraste, o periodo de
inducdo medido no PetroOXY é baseado na diminuicdo de 10% da pressao da célula como
resultado do consumo de oxigénio. Essa medida representa a formacdo dos produtos
primérios de oxidagdo lipidica na fase de propagacdo (Murta, 2014; Duarte, 2018). A alto
valor de IA e baixo valor de IP (Tabela 1) discutidos na sec¢éo 3.2.1 parecem estar alinhados

com os tempos de inducédo avaliados na Tabela 5.
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A temperatura é o fator determinante nos tempos de inducdo da FL avaliados pelos
trés métodos. A OIT determinada por PetroOXY (~ 8 horas, Tabela 5) conduzida a 110 °C
foi cerca de 37 vezes maior em relacdo ao ensaio conduzido por DSC a 160 °C (~ 13 minutos,
Figura 9), ambas em atmosfera de oxigénio. A atmosfera da célula de reacdo também exerce
efeito nos periodos de indugdo. A diferenca de mais de 3 vezes no valor de OIT entre o
Rancimat (> 24 horas, Tabela 5) e 0 PetroOXY (~ 8 horas, Tabela 5) foi atribuida a uso de
ar sintético, pois ambos os testes foram conduzidos a 110 °C.

A OIT da FL avaliada por Rancimat (Tabela 5) foi superior a dos 6leos de soja (12,70
horas), girassol (5,40 horas) e palma (22,69 horas) avaliados nas mesmas condigdes
instrumentais (Andrade, 2022). A nossa observacao antecipa o potencial de aplicacdes da FL
guanto a sua estabilidade termo-oxidativa, superior aos 0leos ediveis regulares ja utilizados
comercialmente. Vale a pena destacar que a OIT da FL foi superior a do 6leo de palma,
considerado de alta resisténcia termo-oxidativa é frequentemente utilizado na preparacédo de
alimentos por fritura.

Cruz e colaboradores, 2022 reportaram periodos de indu¢édo de 0,91 horas e 0,08 horas
avaliados por Rancimat para os lipidios extraidos de T. molitor e Z. atratus, respectivamente.
A diferenca expressiva entre os valores reportados por e os da FL (Tabela pode ser atribuida
ao processo de extracdo por n-hexano utilizando Soxhlet por 8 horas. Adicionalmente, 0s
autores também reportaram periodos de inducdo dos mesmos lipidios quando extraidos por
n-propano pressurizado superiores a 4:50 horas. Em contraste, Matthdus e colaboradores
(2018) reportaram o periodo de indu¢édo do éleo da larva de H. illucens obtido por prensagem
a frio de 50,5 horas, também avaliado por Rancimat. Ainda que com uma diferenca de 10 °C
nos ensaios conduzidos por Rancimat nesse estudo em relagédo a e, as diferengas nos tempos
de inducdo foram atribuidas aos métodos de extracdo ndo apenas por possivel oxidacdo de
cadeias insaturadas, mas pela possivel recuperacdo de compostos antioxidantes.

Pela primeira vez, reportamos a estabilidade termo-oxidativa da FL extraida das larvas
de Z. atratus por prensagem mecanica. A comparacao entre os periodos de inducéo avaliados
por 3 métodos e a comparagdo com o estado da arte, evidenciam a alta estabilidade termo-
oxidativa da FL, como consequéncia de uma agdo agonista entre o perfil de AG e a presenca
de compostos antioxidantes, como os carotenoides. Entretanto, vale a pena ressaltar que 0s
métodos acelerados de avaliagdo dos periodos de inducdo sdo realizados em condicdes
extremas em relagdo as condicbes de armazenamento e processamento consideradas reais.

Portanto, implicando em predic¢des de estabilidade oxidativa ndo exatas.
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Tabela 5 — Periodos de inducdo da FL avaliados por Rancimat e PetroOXY

Técnica Tempo de inducéo (horas)
Rancimat >24
PetroOXY 7:59

5.4 Avaliacdo da composicao centesimal do solido remanescente da prensagem

O solido remanescente do processo de prensagem foi caracterizado quanto a sua
composicdo centesimal (Tabela 5). Ap6s a obtencédo da FL com rendimento de 36% (m m™,
secdo 3.1) cerca de 18% de lipidios (m m™) foram determinados no sélido remanescente. A
persisténcia dos lipidios no sélido remanescente apds a prensagem corrobora a disposicao
estrutural do exoesqueleto de insetos com complexos lipidicos, conforme discutido na secéo
3.1. O teor de lipidios totais tipicamente reportados para larvas de Z. atratus pode chegar a
43% (m m™). Apesar de aparentemente superestimado em cerca de 11% (m m™), o alto teor
de lipidios totais avaliado nesse estudo (~ 54%, m m™) pode ter sido afetado pela migragéo
de solidos para a FL durante a prensagem conforme discutido na se¢éo 3.1.

A nossa avaliacao evidenciou que o controle de temperatura da prensa (40 °C) resultou
em um rendimento de extragdo de cerca de 66% (m m™) dos lipidios totais. Adicionalmente,
o0 controle de temperatura utilizado nesse estudo parece favorecer o rendimento de extragédo
por compensar o efeito de baixa contrapressdo na prensa, causado pelo baixo teor de fibras da
amostra (5,45%, Tabela 5) ja discutido na se¢do 3.1. O teor de fibras reportado neste estudo
(5,45%, Tabela 5) foi comparavel aos previamente reportados para larvas de Z. atratus
(4,9%).

O teor de proteinas (26,11%, Tabela 5) foi cerca de 2,5 vezes superior aos tipicamente
reportados para larvas de Z. atratus (10,5%) mas inferior as larvas de H. ilucens (32,3%)
(Yusoff, 2022) e T. molitor (~ 49%) (Liu, 2020; Fialho, 2021). A concentracdo de outros
nutrientes pelo desengorduramento das larvas € um método ja conhecido para a obtencéo de
concentrados proteicos de insetos (Brogan, 2023).

O teor de cinzas avaliado (0,06%, Tabela 5) foi muito inferior aos valores tipicamente
reportados para larvas de Z. atratus (2,4%-8,2%). Essa discrepancia foi atribuida a dieta
fornecida as larvas, pois também ndo observamos residuos na corrida TG da FL (Figura 5).

Nesse estudo, nds destacamos a potencial aplicagdo da prensagem das larvas de Z.

atratus, capaz de fornecer um sélido remanescente com teor de proteinas e carboidratos que
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pode ser utilizado como ingrediente na formulacdo de dietas para humanos e animais, além
da obtencdo da FL. A prensagem mecanica supera as desvantagens previamente reportadas
pelas extracOes baseadas em solventes organicos e fluidos pressurizados por ser considerada

verde, segura e acessivel.

Tabela 5 — Composi¢do centesimal do solido remanescente da prensagem das larvas de Z.

atratus.

Nutriente (%)
Umidade 2,26 £ 0,78
Proteinas 26,11+ 0,53
Lipidios 17,78 + 4,65
Fibras 5,45+ 0,09
Cinzas 0,067 £ 0,0

Carboidratos 48,33

6 CONCLUSAO

A prensagem mecanica realizada a 40 °C foi capaz de extrair mais da metade dos
lipidios totais das larvas de Z. atratus. Nesse estudo nds demonstramos que os lipidios
extraidos apresentaram indices de perdxido e de cor comparaveis a 6leos ediveis ja utilizados
comercialmente, ainda que com um alto indice de acidez. A composicdo majoritaria da FL
consistente com moléculas de TAG esterificadas com AG, foi comprovada pelas técnicas de
FTIR-ATR e 'H RMN. A espectroscopia na regido do visivel confirmou a presenca de
carotenoides na FL.

A avaliacdo dos compostos volateis confirmou a presenca de substancias odoriferas
tipicamente associadas ao odor caracteristico de 6leos e gorduras como, por exemplo, o 1-
decanol. Entretanto, a determinagdo dos niveis dos compostos detectados € essencial para
futuros estudos que relacionem os compostos volateis com os atributos de aroma da FL em
avaliacOes sensoriais.

O perfil de AG apresentou alto teor de SFA (~ 45%) com abundéancia do acido
palmitico (~36%), impactando nos indices de qualidade nutricional. Os valores de Al, T1, h/H
e n-6/n-3 evidenciaram que a FL pode servir como um ingrediente para a formulacdo das

dietas de humanos e animais desde que devidamente balanceada, mas ndo para consumo
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direto.

Em contrapartida, as avaliacBes térmicas e termo oxidativas evidenciaram a potencial
estabilidade térmica da FL comparavel e em alguns casos superior aos 6leos ediveis ja
utilizados comercialmente. Nesse estudo, nos evidenciamos de forma compreensiva a alta
estabilidade oxidativa da FL pela combinacgdo de resultados de COX e das técnicas de TG,
DSC, Rancimat e PetroOXY. A combinacédo do perfil de AG rico em SFA com a presenca de
cromoforos de acdo antioxidantes exerce acao agonista incrementando a estabilidade termo
oxidativa da FL. Além dos carotenoides reportados nesse estudo, n6s nao descartamos a
presenca de tocoferdis, tocotrienois e esterdis também antioxidantes.

Nesse estudo, também destacamos a sustentabilidade da prensagem pela concentracéo
de proteinas e carboidratos no sélido remanescente, causada pelo desengorduramento da
amostra. A prensagem utilizada nesse estudo agrega valor aos produtos obtidos e esta inserida

no conceito de economia circular.
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7.

Manuscrito: From Larvae to Oil: Physicochemical Characterization and Thermo-Oxidative
Stability of Lipids Extracted from Zophobas atratus
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RESUMO

This study characterized the physicochemical properties of the lipid fraction (LF) extracted
from Zophobas atratus larvae through mechanical pressing at 40°C. The extraction yield was
36% (w/w). Visible spectroscopy confirmed the presence of - carotene (16.75 mg/100 g) and
other carotenoids in the LF. Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated total
reflectance and proton nuclear magnetic resonance (1H NMR) analysis indicated that the LF
primarily comprised triacylglycerols esterified with fatty acids (FAs). The FA profile revealed
45.40% saturated FAs and 54.61% unsaturated FAs. The combination of an SFA-rich profile
and the presence of antioxidants contributed synergistically to enhanced thermooxidative
stability, as evidenced by differential scanning calorimetry (DSC), Rancimat, and PetroOXY
analyses. The mechanical pressing process concentrated proteins and carbohydrates in the
residual solid fraction, increasing its potential for industrial applications with sustainability

benefits.
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