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RESUMO

A producdo de insetos em larga escala esta se tornando comum em todo o mundo, gerando
uma quantidade expressiva de residuos oriundos dessas criagfes. Um exemplo, sdo 0s
exoesqueletos resultantes do crescimento inicial dos insetos (trocas) e adultos mortos no fim
do ciclo de vida. Esses residuos sdo fontes de quitina com potencial para aplicacdo
tecnoldgica e sustentavel, ainda pouco explorado. Assim, esse trabalho teve como objetivo
obter e caracterizar quitina e quitosana provenientes dos exoesqueletos (fase larval e inseto
adulto) da criacéo de trés espécimes de insetos, Tenebrio molitor, Zophobas morio e Blaptica
dubia. Os exoesqueletos foram separados, secos em estufa com circulacéo de ar (50° C/ 12h)
e conservados sob refrigeracao (-20°C) até as analises. Para extracao da quitina foi utilizado
método quimico em trés etapas: desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo. A
quitosana foi obtida a partir da desacetilacdo da quitina em solucdo de hidréxido de sédio
(60% m.v1). As amostras de quitina e quitosana obtidas foram caracterizadas mediante
técnicas de espectroscopia no Infravermelho (FTIR), analise térmica (TG/DTG), difracdo de
raios-x e Microscépia Eletronica de Varredura (MEV). A quitosana também foi analisada
quanto ao Grau de desacetilacdo (GD), solubilidade e parametros reoldgicos. O rendimento
de quitina e quitosana em percentual de massa seca dos exoesqueletos variaram de 11,21%
a 20,89% e 6,26 a 7,07%, respectivamente. A amostra com menor percentual de quitina foi
0 exoesqueleto da larva do Zophobas morio e o de maior percentual o exoesqueleto do
besouro do Zophobas morio. Os difratogramas confirmaram a obtencdo de quitina e
quitosana dos residuos dos insetos, com presenga da a- quitina. Os indices de cristalinidade
relativos (ICR) da quitina variaram de 65,9-89,2%, as curvas TG/DTG evidenciaram dois
eventos térmicos tipicos, sendo o primeiro associado a perda de umidade e o segundo a
decomposicdo térmica das amostras com Tonset de 197,70 a 427,95°C. As amostras de
quitosana apresentaram ICR de 65,3 a 80,2% e as curvas de TG/DTG apresentaram Tonset
entre 245,80 a 329,90°C. As solugbes de quitosana mostraram um comportamento
pseudopléstico com viscosidades aparentes variando de 195,96 a 249,86 mPa.s. O grau de
desacetilacdo variou 75,75 a 89,21% e a solubilidade de 69,88 a 94,39%. As micrografias
revelaram superficies variadas incluindo poros, rugosidades e formatos fibrilares,
apresentando resultados semelhantes a da quitosana comercial. De uma maneira geral, a
caracterizacdo dos biopolimeros extraidos dos residuos dos insetos evidenciou alta
similaridade em relacdo aos obtidos de fontes convencionais. Os resultados do presente
estudo reforcam a viabilidade do uso de fontes alternativas de quitina e quitosana,
proporcionando o aproveitamento dos residuos da producdo em larga escala de insetos,
contribuindo para sustentabilidade.

Palavras-chave: biopolimeros. insetos comestiveis. Zophobas morio. Tenebrio molitor.

Blaptica dubia. economia circular.



ABSTRACT

The production of insects on a large scale is becoming common all over the world, generating
a significant amount of waste from these creations. An example are the exoskeletons resulting
from the initial growth of insects (exchanges) and dead adults at the end of their life cycle.
These residues are chitin sources with potential for technological and sustainable application,
still little explored. Thus, this work aimed to obtain and characterize chitin and chitosan from
the exoskeletons (larval stage and adult insect) of the creation of three specimens of insects,
Tenebrio molitor, Zophobas morio and Blaptica dubia. The exoskeletons were separated, dried
in an oven with air circulation (50°C/12h) and kept under refrigeration (-20°C) until analysis.
For chitin extraction, a chemical method was used in three stages: demineralization,
deproteinization and depigmentation. Chitosan was obtained from chitin deacetylation in
sodium hydroxide solution (60% m.v-1). The chitin and chitosan samples were characterized
by means of infrared spectroscopy (FTIR), thermal gravimetric analysis (TGA), X-ray
diffraction (XRD) and Scanning Electron Microscopy (SEM) techniques. Chitosan was also
observed for the Degree of Deacetylation (DD), solubility and rheological parameters. The
yield of chitin and chitosan in percentage of dry mass of exoskeletons ranged from 11.21 to
20.89% and 6.26 to 7.07%, respectively. The sample with the lowest percentage of chitin was
the exoskeleton of the larva of Zophobas morio and the one with the highest percentage was
the exoskeleton of the beetle of Zophobas morio. Difractograms confirmed the obtainment of
chitin and chitosan from insect residues, with the presence of o-chitin. The relative
crystallinity indices (ICR) of chitin ranged from 65.9-89.2%, the TG/DTG curves showed two
typical thermal events, the first being associated with moisture loss and the second with
thermal decomposition of samples with Tonset from 197.70 to 427.95°C. The chitosan samples
showed ICR from 65.3 to 80.2% and the TGA curves showed Tonset between 245.80 to
329.90°C. Chitosan solutions showed a pseudoplastic behavior with apparent viscosities
ranging from 195.96 to 249.86 mPa.s. The degree of deacetylation ranged from 75.75 to
89.21% and the solubility from 69.88 to 94.39%. The micrographs revealed varied surfaces
including pores, roughness and fibrillar shapes, presenting similar results to commercial
chitosan. In general, the characterization of biopolymers extracted from insect residues
showed high similarity in relation to those obtained from conventional sources. The results of
the present study reinforce the feasibility of using alternative sources of chitin and chitosan,
providing the use of residues from the large-scale production of insects, contributing to
sustainability.

Keywords: biopolymers. edible insects. Zophobas morio. Tenebrio molitor. Blaptica dubia.

circular economy.
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1 INTRODUCAO

A quitina foi relatada pela primeira vez ha cerca de 200 anos e esta entre 0s
biopolimeros naturais mais abundantes no mundo, sendo encontrada no exoesqueleto de
crustaceos, paredes celulares de fungos e na cuticula de insetos, onde atua como elemento de
suporte (Broek; Boeriu, 2019; Lucas et al., 2021). E um polimero linear no qual a unidade
repetitiva € o dissacarideo formado por 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2- amino-2-
desoxi-D-glicopiranose unidos por ligacdo glicosidica. A desacetilagdo parcial da quitina
resulta na producdo de quitosana, cuja estrutura primaria € similar a da quitina, mas
predominando as unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (Campana-Filho et al., 2007).

A quitina e a quitosana sdo atdxicas, biodegradaveis e biocompativeis. Apesar das
excelentes propriedades funcionais, a quitina tem sido subutilizada devido a sua baixa
solubilidade na maioria dos solventes organicos e inorganicos (Huet et al., 2020). A quitosana,
no entanto, pode sofrer facilmente modificaces estruturais devido a presenca, principalmente,
do grupo amino em sua cadeia polissacaridica, sendo soltvel em solu¢des aquosas fracamente
acidas, apresentando maior aplicagdo tecnoldgica (Soon et al., 2018).

Nas ultimas décadas a quitina e a quitosana ganharam amplas aplicac6es, por exemplo,
nas induastrias téxteis, no tratamento de efluentes e remocdo de corantes (Sirajudheen et al.,
2021), alimentos (Alimi et al., 2023a; Dutta et al., 2009; Zhang et al., 2015), na biomedicina
como aceleradores de cicatrizagdo de feridas (Matica et al., 2019; Minagawa et al., 2007),
reconstituicdo éssea (Nasrin et al., 2017), atividade antimicrobiana (Jiang et al., 2013; Philibert;
Lee; Fabien, 2017) e encapsulamento de materiais (Zhong et al., 2022).

Estima-se que anualmente sdo produzidas no mundo cerca de 100 bilhdes (10*) de
toneladas de quitina, com destaque para o Japdo e Estados Unidos. Economicamente, 0
mercado global de quitosana foi avaliado em US$ 10,88 bilhdes em 2022 e prevé-se que se
expanda a uma taxa composta de crescimento anual de 20,1% de 2023 a 2030. O crescimento é
atribuido ao aumento na demanda por produtos derivados naturalmente, juntamente com sua alta
aplicabilidade em diferentes setores industriais (Market Analysisreport, 2023). Fluxos de
residuos da industria pesqueira (exoesqueleto de crustaceos e outros organismos marinhos),
sdo as principais fontes para obtencdo de quitina e quitosana comercial. No entanto, a
extracdo de fontes marinhas apresenta desafios, incluindo o suprimento instavel de matérias-
primas (disponibilidade sazonal), elevado custo da producéo e risco de contaminagdo com
metais pesados devido a origem. Assim, a busca por fontes sustentaveis que englobem a

utilizacdo de residuos, torna o processo mais atrativo e com geragdo de impactos positivos



14

nas vias econdmica, social e ambiental (MA; XIN; TAN, 2015). Recentemente, estudos estdo
sendo realizados com foco em alternativas para a obtencdo de quitina e quitosana. Nessa
perspectiva, 0s insetos se apresentam com uma op¢ao viavel para extragcdo. Estes animais nao
foram explorados comercialmente no passado em razdo da disponibilidade limitada.
Entretanto, devido ao atual incentivo ao consumo e a producédo destinada para alimentacao
humana e ra¢do animal, a producdo comercial de insetos estd sendo substancialmente
desenvolvida, tornando-os uma matéria-prima promissora, de baixo impacto ambiental,
renovavel e ndo sazonal (Hahn; Tafi; et al., 2020; Triunfo et al., 2021).

Os insetos possuem nutrientes de alta qualidade para alimentagdo, destacando o
contetido de proteinas (aminoacidos essenciais), lipidios (acidos graxos), minerais, vitaminas e
fibras (Van Huis, 2020). Entre as espécies com producdo em larga escala se destaca a larva da
farinha (Tenebrio molitor), ja aprovada para consumo humano na Unido Europeia. O parecer
cientifico (EU) 2015/228 emitido pela EFSA (Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar)
sobre a seguranga da larva da farinha como novo alimento para humanos, representou um
importante marco econdmico para o setor produtivo (Turck et al., 2021). Além disso, insetos
como as larvas da mosca soldado negro (Hermetia illucens), barata (Blaptica dubia), larvas da
mosca doméstica (Musca domestica), dentre outros, tém sido utilizados para inser¢do em racéo
animal devido ao alto teor nutricional (Kulmaet al., 2016; Meyer-Rochow et al., 2021; Yi et al.,
2013).

As criacdes de insetos geram uma grande quantidade de residuos, constituido
principalmente por exoesqueleto cuticular, que sdo substituidos (ecdises) ao longo dos
diferentes estagios de desenvolvimento e insetos adultos, que morrem durante a producdo e ndo
podem ser utilizados (Triunfo et al., 2021). O exoesqueleto cuticular ou cuticula, é o
componente que recobre a parte mais externa desses animais, mas também esta presente em
algumas partes internas. Estima-se que a cuticula possa apresentar cerca de 20 a 50% de quitina
no corpo dos insetos secos. Assim, a utilizacdo dos exoesqueletos residuais das biorrefinarias
de insetos representa uma alternativa viavel, sustentavel e de alto valor agregado, pois séo ricos
em quitina e adequados para 0 processamento e obtencdo de quitosana, em um contexto de
economia circular (Brigode et al., 2020; Lucas et al., 2021). Estudos ja descreveram a extragdo
desses biopolimeros a partir de insetos (Erdogan; Kaya, 2016; Kaya et al., 2015; Luo et al.,
2019; Shin; Kim; Shin, 2019; Zelencova et al., 2015). Entretanto, a extracdo de quitina e
quitosana a partir da cuticula de insetos foi pouco explorada.

Diante do contexto, esse trabalho teve como objetivo obter e caracterizar quitina e

quitosana provenientes dos residuos da criacdo de trés espécimes de insetos, Tenebrio molitor,
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Zophobas morio e Blaptica dubia. Uma andlise de viabilidade de utilizacdo da quitina e
quitosana obtidas de fontes alternativas foi realizada com base nos resultados, considerando a
expansdo da criacdo, processamento e comercializacdo de insetos para alimentacdo humana e
animal, a sustentabilidade da producdo e o potencial do exoesqueleto para a extracdo de

biopolimeros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v

Extrair e realizar a caracterizacdo fisico-quimica de quitina e quitosana obtidas a partir
dos residuos (exoesqueleto cuticular) de diferentes estagios de desenvolvimento dos

insetos Tenebrio molitor, Zophobas morio e Blaptica dubia.

2.2 Objetivos especificos

AN NN

Extrair quitina a partir do exoesqueleto das larvas e insetos adultos dos espécimes
Tenebrio molitor, Zophobas morio e Blaptica dubia;

Produzir quitosana por meio da desacetilacdo da quitina obtida dos residuos de insetos;
Determinar o rendimento do processo de obtencéo de quitina e quitosana a partir dos
residuos de insetos;

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de quitina e quitosana obtidas,
por meio das técnicas de espectroscopia no infravermelho (FTIR), andlise térmica
(TG/DTG), difracéo de raio-x (DRX) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);
Caracterizar a quitosana obtida dos residuos dos insetos quanto a solubilidade, grau de

desacetilacdo e parametros reoldgicos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Breve historico da quitina e quitosana

A quitina foi isolada pela primeira vez em 1811 pelo quimico e farmacéutico francés
Henri Braconnot, como fracdo de alguns fungos superiores, porém, s6 foi denominada de
quitina em 1823, quando o pesquisador Antoine Odier conseguiu isolé-la a partir da carapaca
de um inseto pertencente a Familia Scarabaeidae e Género Melolontha. Odier também
identificou a quitina como presente na carapaca desmineralizada de caranguejo e sugeriu que é
a base material dos exoesqueletos de todos os insetos e, possivelmente, dos aracnideos. Embora
tenha falhado em ndo detectar nitrogénio na composicdo, ele foi o primeiro a relatar a
semelhanca entre as substancias suportes presentes na armadura dos insetos e nos tecidos
vegetais (Roberts, 1992)

Em 1824 o pesquisador John George Children publicou uma traducéo em inglés do
artigo de Odier, juntamente com alguns resultados adicionais de seus préprios estudos sobre
quitina. Muito provavelmente Odier e Children tenham isolado a quitosana em vez de quitina a
partir da descri¢do do processo de purificacdo utilizado por eles. No entanto, a quitosana sé foi
descrita pela primeira vez em 1859 pelo professor Charles Rouget e 0 nome foi proposto em
1894 por Hoppe-Seyler, pelo fato dele observar que a nova substancia possuia quantidade de
nitrogénio igual & quitina original. (Dias et al., 2013; Roberts, 1992)

E importante ressaltar que a descoberta da quitina se deu trinta anos antes do
isolamento da celulose, mas a falta de conhecimento basico sobre suas propriedades, incluindo a
reatividade quimica, limitou severamente suas aplica¢fes industriais até o inicio dos anos 70
(Campana-Filho et al., 2007). Durante a década de 70, foi realizada a primeira conferéncia
internacional referente a quitina e quitosana a “1% International Conferenceon Chitin / chitosan
(ICCC)” que aconteceu em Boston, EUA. Esse evento permitiu que cientistas das mais diversas
areas do conhecimento que trabalhavam com pesquisas relacionadas a quitina e quitosana
pudessem se reunir e discutir os avangos e perspectivas para aplicagdo desses compostos
(Bezerra, 2015).

A quitosana foi produzida industrialmente pela primeira vez em 1971 no Japao. A
partir de entdo, o interesse progressivo na quimica de quitina resultou no desenvolvimento de
muitos estudos que visaram aumentar o conhecimento sobre as relag0es estruturas/propriedades
deste polimero e seus derivados. Desde 1993, o Japdo continua a frente das pesquisas referente

a esse biopolimero seguido pelos Estados Unidos, porém outros.
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paises também passaram a se interessar por esta area, entre eles podemos destacar a China,
Italia e Brasil (Antonino, 2007; Campana-Filho et al., 2007; Roberts, 1992).

Nos ultimos anos os estudos apontam para um crescimento exponencial de pesquisas
relacionadas a essa biopolimero, que visam tanto os aspectos fisico-quimico, quanto propor
fontes alternativas para extracdo do mesmo (Brigode et al., 2020; Huet et al., 2020; Lucas et
al., 2021; Triunfo et al., 2022). Isso tem potencializado a utilizacdo da quitina e seus derivados
pela industria, dentre elas, podemos destacar a industria alimenticia, de cosméticos e a

farmacéutica.

3.2 Aspectos fisico-quimico da quitina e quitosana
3.2.1 Quitina

Estruturalmente a quitina € um polimero de cadeia longa de N-acetilglucosamina, um
derivado da glicose no qual a unidade repetitiva é o dissacarideo formado por 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose unidos por ligacdo glicosidica
conforme apresentado na Figura 1. Dependendo de sua fonte, a quitina existe como duas formas
poliméricas principais, a-quitina e B-quitina, que sdo arranjadas de acordo com ortocélulas
rombicas e monoclinicas, respectivamente. Um terceiro alomorfo, y-quitina, também foi
descrito, porém poucos estudos foram realizados em y-quitina. Alguns pesquisadores ja
relataram a possibilidade de a y-quitina ser uma versao distorcida da a- quitina e f-quitina em

vez de ser uma terceira forma (EI Knidri et al., 2018; Kaya et al., 2017; Aranaz et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura quimica da quitina.

CH,0H _

H NHCOCH, H NHCOCH

Fonte: Adaptado de Spin-Neto (2008)



19

A a-quitina € encontrada em estruturas rigidas e resistentes, como na cuticula de
artropodes, e nesses casos, ocorre fortemente associada a proteinas, materiais inorganicos ou
ambos. As formas B-quitina ocorrem em estruturas flexiveis embora também resistentes,
ocorre mais facilmente nos gladios de lula e fibras extracelulares de diatoméaceas, sdo dispostas
em cadeias paralelas, resultando em menos estabilidade com um indice de cristalinidade de
aproximadamente 70%. A a -quitina é a forma mais abundante e € também considerada a mais
estavel, visto que a conversdo das formas B e y na a -quitina é irreversivel. Na a-quitina as
cadeias polissacaridicas sdo dispostas em cordas antiparalelas, permitindo ligagdes maximas,
resultando em fibras de quitina com alto indice de cristalinidade de aproximadamente 80%
(Campana-Filho et al., 2007).

Figura 2 - Arranjo das cadeias poliméricas nas trés formas de quitina.

SNER bR b

ARAR 10K

a-quitina B-quitina y-quitina

Fonte: Adaptado a partir de Roberts (1992).

A quitina € conhecida por ser atdxica, biodegradavel, comestivel, biocompativel,
antioxidante, antimicrobiana, termicamente estavel, anti-oncogénica e possuir superficie
nanofibrosa e porosa (Kaya et al., 2017). No entanto, € um polimero insoltvel em meio aquoso
e na maioria dos solventes organicos testados e com baixa reatividade quimica, limitando a
algumas aplicacgdes (Hahn; Tafi; et al., 2020).

A quitina presente na biomassa dos organismos estd fortemente ligada a outras
biomoléculas como as proteinas e minerais. Essas impurezas precisam ser removidas para gerar
um produto de alta pureza para serem utilizados pela industria de forma geral (Broek; Boeriu,
2019). Ela pode ser extraida quimicamente ou biologicamente via fermentacdo com

microorganismos e enzimas, sendo o ultimo método mais ecoldgico (Van Huis, 2020), porém,
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0 método quimico é o mais comum e aplicado em escala comercial. A extragdo quimica consiste
em trés etapas, desproteinizacdo por tratamento alcalino, desmineralizacdo por tratamento acido
sob alta temperatura, seguida pela etapa de descoloragdo que se concentra na remocdo de
pigmentos e lipidios (Philibert; Lee; Fabien, 2017).

As aplicacOes industriais da quitina permeiam varios ninchos tecnologicos, tais como
agricultura, onde a quitina pode ser utilizada para a inducdo de resisténcia a doencas e
promocdo do crescimento em plantas (Egusa et al., 2020; Takagi et al., 2022), alimenticio,
como embalagens para alimentos com funcionalidade antioxidante (Cabrera- Barjas et al., 2021;
Yanat; Colijn; Schroén, 2022), na engenharia de tecidos (Smirnova et al., 2019), na cosmética
(Triunfo et al., 2021), na medicina em curativo de feridas, gragas aos aspectos antimicrobianos,
coagulacao sanguinea, inchaco, adeséo celular e citocompatibilidade (Matica et al., 2019) e no
tratamento de aguas residuais e remocdo de corantes (Sirajudheen et al., 2021). A Figura 3

apresenta um esquema com as possibilidades de aplicacdo da quitina.

Figura 3 - Esquema de fontes de extracdo e aplicagfes da quitina
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3.2.2 Quitosana

O principal derivado da quitina é a quitosana, ela também ocorre naturalmente em
alguns fungos, mas sua ocorréncia é muito menos difundida (Roberts, 1992). Na quitosana ha
predominancia das unidades de 2- amino-2-deoxi-D-glicopiranose em sua estrutura, sendo
proveniente da N-desacetilacdo da quitina. A quitosana é obtida a partir da desacetilacdo da
quitina (ou seja, a remocao de grupos acetil do polimero de quitina). A quitosana resultante tem
um alto grau de grupos amino livres (NH2) que fornecem sitios ativos para muitas reacoes
quimicas, tornando a quitosana um polimero versatil que € adequado para varias modificagdes e
aplicacdes (Triunfo et al., 2021).

Propriedades como biodegradabilidade, bioatividade, biocompatibilidade, néao
toxicidade, capacidade de formar filme e miscibilidade com outros polimeros, tornam a
quitosana adequada para uso em diversos setores, como medicina, farmécia, veterinéria,
engenharia de tecidos, agricultura, protecdo ambiental, industria de alimentos e embalagens
(Broek; Boeriu, 2019).

Figura 4 - Estrutura quimica da quitosana.

CH,OH CH,OH
o) o

OH OH
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Fonte: Adaptado a partir de Singh; Shitiz; Singh (2017)

O processo quimico mais utilizado para obtencéo da quitosana é realizado através de
solugdes concentradas de hidroxido de sodio. A desacetilacdo é uma reacdo de substituicdo
nucleofilica em duas etapas (Figura 5). O primeiro passo consiste em uma adi¢do nucleofilica
de um hidréxido nos grupos carboxi enquanto na segunda etapa, uma amina é formada
(quitosana). O grupo N-acetil pode sofrer varios graus de desacetilacdo. O grau de desacetilacéo
(GD) é definido como a razéo entre 0 numero de grupos de glucosamina ao numero total de

grupos N-acetilglucosamina (GIcNAc) e glucosamina (GIcN). O percentual do GD determina
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se 0 polimero é quitina ou quitosana. O polimero é considerado quitosana se seu GD for superior
a 50%, ele pode ser definido utilizando diferentes métodos, tais como, espectroscopia de
infravermelho (FTIR), espectroscopia de infravermelho proximo (NIR), espectroscopia de UV,
titulacdo potenciométrica e ressonancia magnetica (RMN) (Broek; Boeriu, 2019; EIl Knidri et
al., 2018).

Figura 5 - Mecanismo da reacao de desacetilacdo da quitina
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Fonte: Adaptado a partir de Broek; Boeriu (2019)

Levando em consideracdo os diferentes graus de desacetilacdo, a literatura divide a
quitosana em quatro grupos: o de baixo grau de desacetilacdo (55-70%), grau médio (71- 85%),
grau alto (86-95%) e ultra-alto (96-100%). Essas diferencas no grau de desacetilagdo conferem
caracteristicas fisico quimicas diferentes, implicando diretamente na aplicacdo da mesma.
(Nuc; Dobrzycka-Krahel, 2021). Segundo Broek e Boeriu (2019) o grau de desacetilagéo e a
massa molar sdo fatores importante para determinar a atividade bioldgica, as caracteristicas
poliméricas e fisico-quimicas (solubilidade, hidrofilicidade, cristalinidade, viscosidade) e as
aplicacdes biomédicas da quitosana.

As aplicagGes da quitosana sdo mais versateis que as da quitina devido as suas
caracteristicas fisicas—quimicas, principalmente a solubilidade e as propriedades catiénicas em
solucBes &cidas. Na &rea da saude, ela tem sido estudada para utilizagcdo em implantes 6sseos
(Linetal., 2021), tratamento de infeccOes entéricas (Yan et al., 2021), na cicatrizacao de feridas

(Moeini et al., 2020), na industria alimenticia, em embalagens para frutas (Motelica et al.,
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2020), na remogdo de agrotdxicos em legumes (Craveiro; Ribeiro; Craveiro, 2019), como
estabilizador bifuncional para emulsdes de grau alimenticio e propriedade antioxidante aditiva
(Ilyasoglu; Nadzieja; Guo, 2019), em cosméticos multifuncionais para cuidados com a pele e os
cabelos (Guzmaén; Ortega; Rubio, 2022) e na area ambiental em tratamento de agua
(Keshvardoostchokami et al., 2021), e na producdo de plasticos com atividade bioldgica (Jin et

al., 2023). A Figura 6 apresenta um esquema com areas de grande potencial tecnolégico para

quitosana.

Figura 6 - Aplicacdes, formas de uso e vantagens da quitosana
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3.3 Fontes de quitina

A quitina é um dos polimero de carboidrato mais abundante da Terra. Ocorre em
animais, particularmente em crustaceos, moluscos e insetos onde € um constituinte importante
do exoesqueleto, em diatomaceas e em certos fungos onde é o principal polimero fibrilar na
parede celular (Hahn; Roth; et al., 2020; Roberts, 1992). Atualmente, a principal fonte de
extracdo em escala industrial da quitina séo os residuos da industria pesqueira (exoesqueleto de
camardo, carangueijo), que possuem um teor de quitina de 15-40% (Triunfo et al., 2022).
Porém, estas fontes de extracdo apresentam algumas limitaces, tais como, sazonalidade, uma
vez que existem temporadas especificas para pesca de crustaceos, matéria-prima restrita a
regides costeiras e, risco de desencadear alergias e contaminac@es (Ma; Xin; Tan, 2015). Com
isso surge a necessidade de fontes distintas para a extracdo do biopolimero.

A Tabela 1 apresenta a relacdo de estudos realizados com fontes alternativas de quitina
e seus respectivos rendimentos. A quantidade de quitina varia de acordo com o tipo de espécie, a
parte da biomassa considerada e estagios de crescimento. Os valores variaram de
aproxomadamente 1% a 71% (p/p) na matéria seca com base no tipo de biomassa.

Dentre as opc¢des apresentadas, 0s insetos, sendo o grupo animal com 0 maior numero
de espécies existente, com uma populacdo variando de 2,6 a 7,8 milhGes (Oghenesuvwe;
Chinwuba, 2019), tem sido a alternativa mais amplamente pesquisada e com grande potencial
para producdo em larga escala de quitina. Fatores como ser uma fonte renovavel, ndo sazonal e
sustentavel (Triunfo et al., 2022) conferem a este grupo alta vantajosidade em relacdo as demais

fontes alternativas.



Tabela 1 - Fontes de quitina, rendimentos e tipo de biomassa utilizada para extragdo do biopolimero.
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NOME ESPECIE BIOMASSA % QUITINA* REFERENCIA
Crustéceos (filo Arthropoda)
Caranguejo azul Portunus pelagicus carapaca 20 Sagheer et al., 2009
Caranguejo marmorizado Grapsus marmoratus Corpo inteiro 10 Rhazi et al., 2000
Santola-Do-Mediterraneo Maja squinado Corpo inteiro 16 Rhazi et al., 2000
Caranguejo real Paralithodes corpo inteiro 35 Kaur; Dhillon, 2015
Camaréo Jinga Metapenaeus affinis casca 16 Sagheer et al., 2009
casca 21 Abdou; Nagy; Elsabee,
Camardo marrom Penaeus aztecus 2008
Camardo-tigre-gigante Penaeus monodon casca 10 Marei et al., 2016
Lagosta espinhosa Palinurus vulgaris 32 Rhazi et al., 2000
Lagostim Procambarus clarkii casca 20 Abdou et al., 2008
Craca Lepas anatifera carapaca 7 Rhazi et al., 2000
Insetos (Filo Arthropoda)
Gafanhoto Aiolopus simulatrix Adulto inteiro 5 Kaya; Erzdé)lg;n; etal,
Gafanhoto Duroniella laticornis Adulto inteiro 6 Kaya; Erzdé)lg;n; etal,
Gafanhoto Oedipoda miniata inseto adulto na integra 8 Kaya; Erzdé)lg;n; etal,
Besouro Calosoma rugosa Exoesqueleto cuticular 5 Marei et al., 2016
Bicho-da-seda Bombyx mori L. Exoesqueleto cuticular 36 - 62 Yuetal., 2015
Abelhas Apis mellifera Exoesqueleto cuticular 2 Marei et al., 2016
Borboleta Pieris Exoesqueleto cuticular 64 Kaur; Dhillon, 2015
Mosca Musca domestica Adultos inteiro 11 Finke, 2013
Barata Shelfordella lateralis , Ninfa inteira 6 Finke, 2013
Larva-da-farinha Tenebrio molitor Exesquelle;:)vgutlular da 70,9 Lucas et al., 2021
Larva-da-farinha Tenebrio molitor Larva inteira 4 Shin; Kim; Shin, 2019
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Besouro Tenebrio molitor Adulto ineiro 8 Shin; Kim; Shin, 2019
Besouro Zophobas morio Larva inteira 3 Shin; Kim; Shin, 2019
Moluscos (filo Mollusca)
Chocos Sepia spp Carapaca 7 Sagheer et al., 2009
Lula Loligo vulgaris Gladios 40 Rhazi et al., 2000
Sépia Sepia officinalis 20 Rhazi et al., 2000
Fungos
Cogumelo Agaricus bisporus Parede celular 43 Wu et al., 2004
Zygomycota Mucor rouxii Parede celular 50 Wau et al., 2005
Levedura Rhizopus oryzae Biomassa total 14 Zamani et al., 2008
Levedura Aspergillus niger Parede celular 42 Kaur; Dhillon, 2015
Levedura Penicillium chrysogenum Parede celular 20 Kaur; Dhillon, 2015
Levedura Penicillium notatum Parede celular 18 Kaur; Dhillon, 2015
Outros animais
. . Kaya; Baran;
Briozoarios Plumatella repens Corpo inteiro 13 Karaarslan, 2015
Coral negro Antipathella fiordensis Esqueleto (organico) 10 Holl et al., 1992
Aranha Geolycosa vultuosa Adulto inteiro 8 Kaya et al., 2014
Hogna radiata Adulto inteiro 5 Kaya et al., 2014

*Percentuais de quitina aproximados.
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3.4 Os insetos e a aplicacdo tecnoldgica

Os insetos sdo 0 grupo animal com o maior nimero de espécies existentes e estao
presentes em praticamente todos os ecossistemas, tendo participacdo em processos ecolégicos
fundamentais (Ulysséa; Hanazaki; Lopes, 2010). Atualmente, estima-se que os insetos fagcam
parte das dietas tradicionais de pelo menos 2 bilhdes de pessoas. Eles sdo considerados uma
fonte alimentar altamente nutritiva e saudavel, com alto teor de gordura, proteinas, vitaminas,
fibras e contetdo mineral. Possui um valor nutricional altamente diversificado devido a ampla
gama de espécies comestiveis, cerca de 1.900 espécies (Van Huis, 2020). A criacdo comercial
de insetos em larga escala para fins industriais € relativamente nova; a primeira planta
industrial foi inaugurada em 2015, desde entdo esse setor apresentou crescimento expressivo
(Rehman et al., 2023).

Naalimentagdo humana os insetos comestiveis tém sido o foco de varios pesquisadores
e podem ser consumidos in natura (Huang et al., 2019; Van Huis, 2020), e serem incorporados
para enriquecer produtos, como pées (Oliveira et al., 2017) e carnes (Kim et al., 2017) e serem
utilizados para extracdo de 6leos, ricos em &cidos graxos e capacidade antioxidante ( Santos
etal., 2021).

Os insetos possuem alto valor agregado para alimentacdo animal (suinos, aves e
peixes) (Lu et al., 2022). Nesta perspectiva, larvas e pré-pupas de Hermetia illucens foram
utilizadas para substituirem 25% do trigo em alimentos extrusados experimentais (Ottoboni et
al., 2018). Farinha de larva do Tenebrio molitor foi adicionada em racéo de galinhas poedeiras
com resultados promissores na qualidade e tamanho dos ovos (Braga, 2023) e o0 uso de farinha
de insetos (Hermetia illucens, Tenebrio molitor e Musca domestica) para aquicultura, foi
apresentada como uma alternativa promissora tanto em nivel técnico-produtivo quanto em
nivel de aceitacdo pelo consumidor (Llagostera et al., 2019).

Os insetos também vém sendo estudados para aplicacdes na area da salde, devido a
suas propriedades bioldgicas. Lee et al., (2021) fizeram um estudo sobre o efeito antitumoral
em cancer de pele de um peptideo derivado do inseto, Robles-Fort et al., (2021) analisaram o
potencial antimicrobiano e antiproliferativo de um peptideo derivado do besouro castenho
(tribolium castaneum) e Cho et al., (2019) as propriedades antidiabética do grilo (gryllus
bimaculatus).

As biorrefinarias de insetos tém gerado, do ponto de vista econdmico, grande

vantajosidade, pois atende a uma demanda global referente a sustentabilidade e economia
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circular, uma vez que os subprodutos dessas refinarias possuem valor agregado, podendo ser
usado por exemplo, em biofertilizantes (Bloukounon-Goubalan et al., 2021), producédo de
biopolimeros (Brigode et al., 2020) , na producgdo de biodiesel (Surendra et al., 2016) e os
insetos podem ser produzidos utilizando residuos industriais, agricolas e alimentares (Ravi et

al., 2020). A Figura 7 representa um esquema simplificado da economia circular utilizando
insetos.

Figura 7 - Esquema das aplicacGes tecnoldgicas e economia circular na producéo de insetos
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3.5 Insetos e a producdo de quitina e quitosana

Além de serem uma valiosa fonte de nutrientes, os insetos também possuem uma quantidade
consideravel de fibras, presentes na forma de quitina em seus exoesqueletos. A quitina é crucial
para o crescimento e desenvolvimento, uma vez que a quitina forma grande parte do
exoesqueleto cuticular dos animais, que é regularmente trocado e substituido por uma nova
cuticula (Lucas et al., 2020; Triunfo et al., 2022).

Eles tém certas vantagens sobre 0s crustaceos para extracdo de quitina, pois ndo séo
sazonais e podem ser facilmente criados devido a sua alta taxa de reproduc¢édo. Outra vantagem,
é que centros de criacdo de insetos estdo surgindo em todo o mundo para gerenciamento de
residuos organicos e processamento de racdo animal. Os residuos dessas fazendas, como
exoesqueleto de pré-pupa, exoesqueleto apds a muda e insetos mortos, oferecem um grande
potencial para a extracdo de quitina e obtencdo de quitosana como subproduto, sendo uma fonte
viavel desses biopolimeros, apresentando maior sustentabilidade ecoldgica e econémica
(Broek; Boeriu, 2019; Islam; Hoque; Taharat, 2023).

A quitina extraida desses organismos apresentam carcteristicas fisico-quimica
semelhantes as disponiveis comercialmente e propriedades biolGgicas promissoras, como
inferem pesquisas que tem extraido quitina/quitosana a partir de diferentes especies de insetos,
tais como, Bicho-da-seda (Bombyx mori) (Paulino et al., 2006; Zhang et al., 2000), besouro
(Holotrichia paralela, Catharsius molossus e Allomyrina dichotoma) (Liu et al., 2012; Ma; Xin;
Tan, 2015; Shin; Kim; Shin, 2019), aranha (Geolycosa vultuosa e Hogna radiata) (Kaya et al.,
2014), Centopeia-mediterrania (Scolopendra cingulata) (Zelencova et al., 2015), ténebrio
gigante (Zophobas morio) (Shin; Kim; Shin, 2019; Soon et al., 2018), ), larva-da-farinha
(Tenebrio molitor) (Lucas et al., 2021; Shin; Kim; Shin, 2019), mosca-soldado-negro (Hermetia
illucens) (Hahn et al., 2020; Triunfo et al., 2022). A Tabela 2 apresenta diferentes espécies de
insetos utilizadas para extracdo de quitina e quitosana, seus respectivos rendimentos e processo

de extragdo da quitina.



Tabela 2 - fontes de obtencdo da quitina e quitosana, rendimentos e métodos de extracao
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- % % E EXTRACAO DA -
NOME ESPECIE BIOMASSA QT* QS* %GD QUITINA REFERENCIA
Gafanhoto do deserto  Schistocerca gregaria Exoesqueleto 12 ND 98 .. .
Abelha Apis mellifera Exoesqueleto 2 ND 96 mefgmﬂ)l M. Mareietal., 2016
Besouro Calosoma rugosa Exoesqueleto 5 ND 95
Dociostaurus . .
Gafanhoto MAroccanus Ninfa na integra 12 77a 22 Quimico (HCI 2 M Erdagon e Kaya,
. ’ 2016
Dociostaurus Inseto adulto na NaOH 2 M)
. 14 8la 64
maroccanus integra
Centopeia- . Inseto adulto na Quimico (HCI2 M, Zelenconaetal.,
mediterranica Scolopendra cingulata integra 8 66 72 NaOH 2 M) 2015
65- 64- Quimico (HCI2 M,
Besouro Zophobas morio Larvas na integra 4-5 NaOH 0.5,1.0e Soonet al., 2018
75 81
2.0 M)
Larva-da-farinha Tenebrio molitor "Ii;‘;‘z‘g zgu'lrltoe?];a 4 80 7 Guimico (HCI 7%,  Shinetal., 2019
. ina di . NaOH 10%
Besouro rinoceronte  Allomyrina dichotoma integra 14 75 74 0)
: Inseto adulto na
Gafanhoto Calliptamus barbarus integra 20 & ND Quimico (HCI 1 M,
Oedaleus decorus Insetp adulto na 16 76 ND NaOH 1M) Kaya et al., 2015
integra
Hidrolise enzimatica
(enzima Alcalase na
Larva-da-farinha Tenebrio molitor Exoesqueleto 70 41 53  proporgdo de 2% (p/p;  Lucascas et al.,
enzima/sub- 2021
estrato)

*Valores aproximados, sem casas decimais. QT = Quitina, QS=quitosana, GD = Grau de desacetilagéo.
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Segundo Rehman et al., (2023) o perfil sustentavel da criacdo de insetos, a expansao
prevista do setor de insetos em um futuro préximo e as sobras da criagdo, podem constituir um
suprimento futuro altamente atraente de quitina. O autor relata que de modo geral, insetos
inteiros incluem 30 a 60% de proteina, 10 a 25% de gordura, 15 a 25% de quitina e 2 a 10% de
minerais, porém no contexto dos insetos cultivados, o conteddo de quitina pode variar

dependendo da espécie, das condi¢bes em que sdo criados e do estagio de seu ciclo de vida.

3.6 Tenebrio molitor

A larva-da-farinha (Tenebrio molitor) é da ordem Coleoptera e da familia
Tenebrionidae. A larva-da-farinha é um inseto holometabdlico, ou seja, apresenta metamorfose
completa: ovo, larva, pupa e besouro adulto. E originéria da regido mediterranea, mas hoje em
dia é cosmopolita em sua distribuicdo. A Figura 4 apresenta a imagem da larva e do besouro da

larva-da-farinha.

Figura 8 - Tenebrio molitor (larva, inseto adulto e exoesqueleto cuticular da larva).

Fonte: Galecki et al. (2020)

A criacdo dessa espécie possui baixas exigéncias, sendo simples e barata, quando
comparada com as fontes tradicionais de proteina (bovinos, suinos, aves etc.). A composi¢ao



32

nutricional das larvas da larva da farinha revelou um teor elevado de proteina e lipidios, 50%
e 30-34% em base seca, respectivamente (Mancini et al., 2019). Esses insetos também
apresentaram ser uma boa fonte de aminoécidos essenciais, vitaminas e minerais (Finke,
2015).

Em 2021, a larva da farinha tornou-se o 1° inseto a ser considerado alimento humano
pela Unido Europeia. O parecer cientifico (EU) 2015/228 emitido pela EFSA (Autoridade
Europeia de Seguranca Alimentar) sobre a seguranca da larva da farinha como novo alimento
para humanos, representou um importante marco econémico para o setor e impulsionou ainda
mais a producdo em escala industrial desse e de outros insetos comestiveis (Turck et al., 2021).
Na indUstria alimenticia, o Tenebrio molitor possui aplicagdo na producgdo de racdo animal
(Hong; Han; Kim, 2020; Shafique et al., 2021), para o consumo humano tanto in natura, como
aditivos em alimentos, como biscoitos (Zielinska; Pankiewicz, 2020), pdo (Cappelli et al.,
2020), tortas (Ma; Kim, 2021), molho com capacidade antioxidante (Aybar et al., 2023), na
extracdo de compostos com atividade bioativas, como 06leo rico em &cido graxo (Jeon et al.,
2016) e proteinas com atividade antioxidante e imunorreguladora (Dong et al., 2021).

Além das contribuicdes na alimentacdo humana e animal, 0s insetos possuem
potenciais para aplicacbes médicas, devido as suas atividades biologicas que incluem acbes
antimicrobianos, efeitos antifingicos, antivirais, anticancer, antioxidantes, anti-inflamatorios e
imunomoduladores (KAYA; BARAN; et al., 2015; OGHENESUVWE; CHINWUBA, 2019;
SOON et al., 2018; VAN HUIS, 2020). A larvas-da-farinha também apresenta potencial como
bioconversores de lixo organico (DIENER et al., 2009; LI et al., 2011) e para producdo de
biopolimeros (quitina e quitosana) (LUCAS et al., 2021; SHIN; KIM; SHIN, 2019; SOON et
al., 2018).

3.7 Zophobas morio

O Zophobas morio pertence a ordem Coleoptera e familia Tenebrionidae, a mesma do
Tenebrio molitor. A Figura 5 apresenta os estagios de vida do inseto. Trata-se de uma espécie
de besouro holometabdlico, cujas larvas sdo conhecidas pelo nome geral de tenébrio gigante e
sdo comumente usados como alimento para animais, consumo humano e na indudstria de
proteina em pd. Possui um ciclo de vida total que dura aproximadamente 6 meses e inclui quatro
estagios: ovo, larva, pupa e adultos (Leung et al., 2012). Eles séo facilmente cultivados e tém
alta produtividade, seu cultivo pode ser feito verticalmente ndo necessitando de grandes
extensdes de terra e gua para o0 manejo (Musyaroh; Hidayat, 2018).

Este inseto pode ser aproveitado em sua totalidade, as larvas sendo utilizada para
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alimentacdo humana e animal, os exoesqueletos trocados ao longo dos ciclos de vida e o
besouro adulto podem ser utilizados para a producdo de quitina e quitosana. Porém tornasse
necessario maiores pesquisas neste sentido, pois eles ainda ndo foram suficientemente

estudados.

Figura 9 - Estagio de vida do Zophobas morio, (A) ovos, (B) larva, (C) pupa e (D)

besouro.
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Fonte: Adaptado a partir de Rumbos e Athanassiou (2021)

O potencial tecnoldgico deste inseto é promissor. Nas Ultimas décadas pesquisas
apontam para uma diversidade de aplicacBes. Entre elas, alimentagdo humana (Aradjo et al.,
2019), producdo de biodisel (Leung et al., 2012), na medicina, devido ao seu potencial
antimicrobiano (Mohtar; Yusof; Ali, 2014) como também para producdo de quitina e quitosana
(Shin; Kim; Shin, 2019; Soon et al., 2018).

As pesquisas realizadas com o intuito de obter quitina e quitosana deste espécime
apresentaram bons resultados. A quitina e quitosana ndo apresentaram toxicidade, tiveram bons

rendimentos (5,43-8,4% de quitina e 75,52-83,33% de quitosana), alto grau de pureza, além de
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apresentar potenciais antimicrobianos (Shin; Kim; Shin, 2019; Soon et al., 2018). Considerando
esse potencial para extracdo desse biopolimero, neste estudo propomos a extracdo de quitina
utilizando os residuos (exoesqueleto da larva e besouro) provenientes da criagdo desses insetos,

sendo uma proposta para a producao sustentavel.

3.8 Blaptia dubia

A Blaptia dubia, também conhecida como barata argentina, € uma espécie que
pertencente a familia Blaberidae. A Figura 10 apresenta este inseto na fase inicial (ninfa) e final
adulto macho e fémea. Sua origem esta nas regides tropicais da América Central e do Sul. S&o
insetos hemimetabolos com trés estagios de desenvolvimento (ovo, ninfa e inseto adulto), onde
as ninfas ja apresentam alguma semelhanca com os adultos. O tempo necessario para completar
o ciclo de vida varia de acordo com as condicbes ambientais, como temperatura e
disponibilidade de alimentos e podem viver até 18 meses (Alamer; Hoffmann, 2014; Rumpold;
Schliter, 2013).

Figura 10 - Barata Blaptia dubia

Fonte: Autora (2023)

A Blaptia dubia tem sido amplamente utilizada como alimento vivo para répteis,
anfibios e passaros. Acredita-se que seu alto teor de proteinas e baixo teor de gordura a tornem

uma excelente fonte nutricional para esses animais (Cerreta et al., 2022). Lam et al., (2021)
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relatou que quanto a composicao nutricional estas espécies possuem teores de umidade entre 59
e 62%, cinzas de 2 a 4%, 35 a 44% de lipideos e proteina entre 47 e 54%. Estudos apontam que
as baratas também podem ser uma boa fonte de aminoécidos ndo essenciais glicina, alanina e

essenciais como lisina e valina (Kulma et al., 2016; Yi et al., 2013).

Quanto ao percentual de quitina nesses insetos ainda sdo pouco exploradas, porém
Lam et al., 2021 em sua investigacdo da composi¢do nutricional da Blaptia dubia incluiram a
analise da quitina na fase adulta (5.58 %) e ninfas (3.83%) e apontaram ser essa uma potencial

fonte para extracéo de quitina.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

Os residuos dos insetos: exoesqueleto cuticular do besouro adulto Tenébrio molitor
(BTM), exoesqueleto cuticular da larva do Tenebrio molitor (LTM), exoesqueleto cuticular do
besouro adulto Zophobas morio (BZM), exoesqueleto cuticular da larva do Zophobas morio
(LZM), exoesqueleto cuticular do inseto adulto da Blaptica dubia (ABD), exoesqueleto cuticular
da ninfa da Blaptica dubia (NBD) foram adquiridos em produtores locais (Salvador, Brasil). A
quitosana comercial (CAS: 9012-76-4), usada como referéncia neste estudo, foi adquirida da
Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA). Os demais reagentes como os acidos cloridrico e acético,
brometo de potassio grau espectroscépio e hidroxido de sodio foram adquiridos da Merck
KGaA (Darmstadt, Alemanha).

4.2 Extragdo de quitina

A extracdo de quitina foi realizada pelo método quimico descrito por Kaya et al. (2014)
com adaptacdes. As amostras dos residuos da producdo de insetos foram secas em uma estufa
(Tecnal TE-394/1, Piracicaba, Brasil) com circulagdo de ar (50° C/ 12h), trituradas em moedor
(Cadence Di Grano — MDR302, Balneario Picarras, Brasil) e armazenadas em freezer a -20°C
até a realizacdo das analises.

A extracdo foi realizada em trés etapas, desmineralizacdo, desproteinizacdo e
despigmentacdo. Na desmineralizacdo, cinco gramas da amostra foram dispersos em 100 mL
de &cido cloridrico (1 mol/L) a 60 °C e 100 rpm por 1 hora e 30 minutos para remog¢do do
conteddo mineral. Em seguida, as amostras foram lavadas com 20 mL de NaOH (1 mol/L) e
agua destilada até a neutralizacdo. Na etapa de desproteinizacdo, as amostras foram tratadas
com 100 mL de NaOH (1 mol/L) a 100 °C e 100 rpm por 20 horas, seguida de lavagem com 20
mL de HCI (1 mol/L) e agua destilada até a neutralizacdo. Na etapa de despigmentacdo, as
amostras desmineralizadas e desproteinizadas foram tratadas com uma solu¢do de agua
destilada, etanol 95% e cloroférmio (4:2:1) sob agitacdo (200 rpm) por 2 horas para remoc¢ao
dos pigmentos. Posteriormente, foram filtradas em filtros de papel 103 (Marata, Brasil), secas
em estufa com circulacdo de ar a 50 °C por 6 h e pesadas para determinacdo do rendimento,
conforme Equacéo 1.

O processo de extracdo da quitina foi repetido por trés vezes para cada um dos trés

lotes de amostras.
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massa final da quitina

Rendimento de quitina (%):( ) x 100 Eq.1

massa do inseto

Para referenciar as quitinas de cada amostra obtida, foram utilizadas as siglas: CT-
BTM (quitina extraida do exoesqueleto cuticular do besouro adulto Tenebrio molitor), CT-
LTM (quitina extraida do exoesqueleto cuticular da larva do Tenebrio molitor ), CT-BZM
(quitina extraida do exoesqueleto cuticular do besouro adulto Zophobas morio), CT-LZM
(quitina extraida do exoesqueleto cuticular da larva do Zophobas morio), CT-ABD (quitina
extraida do exoesqueleto cuticular do inseto adulto da Blaptica dubia)e CT-NBD (quitina

extraida do exoesqueleto cuticular da ninfa da Blaptica dubia).

4.3 Obtencao da quitosana

A obtencéo da quitosana a partir das amostras de quitina foi realizada pelo método de
Lucas et al. (2021) com adaptac@es. Para tanto, 0,5 g de quitina previamente isolada e seca foi
desacetilada com 50 mL de NaOH (60%, m v) por 20 horas a 100°C e 100 rpm. Em seguida,
as amostras foram filtradas em papel filtro 103 (Marata, Brasil), lavadas com &gua destilada
até a neutralizacdo e secas em uma estufa com circulacéo de ar (50 °C, 6 h). O processo de
desacetilacdo foi repetido trés vezes para cada amostra de quitina e ap0Os calculado o

rendimento, conforme Equagdes 2-A e 2-B.

massa de quitosana

Quitosana 1 (%) = ( ) x 100 Eq. 2-A

massa do exoesqueleto do inseto.

massa de quitosana

Quitosana 2 (%) = ( ) x 100 Eq. 2-B

massa de quitina

Para referenciar as quitosanas de cada amostra obtida, foram utilizadas as siglas: CS-
BTM (quitosana do exoesqueleto cuticular do besouro adulto Tenebrio molitor), CS-LTM
(quitosana do exoesqueleto cuticular da larva do Tenebrio molitor), CS-BZM (quitosana do
exoesqueleto cuticular do besouro adulto Zophobas morio), CS-LZM (quitosana do
exoesqueleto cuticular da larva do Zophobas morio), CS-ABD (quitosana do exoesqueleto
cuticular do inseto adulto da Blaptica dubia), CS-NBD (quitosana do exoesqueleto cuticular da

ninfa da Blaptica dubia).
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4.4 Caracterizacao fisico-quimica
4.4.1 Grau de desacetilagdo da quitosana

O grau de desacetilagdo da quitosana foi determinado por titulacdo potenciométrica,
conforme Czechowska-Biskup et al., (2012) e adaptaces proposta por Lucas et al., (2021).
Para tanto, 0,1 g de quitosana seca foram dissolvidas em 25 mL de &cido cloridrico (0,1 mol/L).
Ap06s 30 minutos de agitacdo (100 rpm), foram adicionados 25mL de agua destilada e a solugéo
continuou sob constante agitacdo até completa solubilizagdo da amostra. O titulante utilizado
foi NaOH (0,1 mol/L). No decorrer da titulacdo manteve-se agitacdo lenta e constante (7 rpm)
e temperatura ambiente (25 °C). As variacdes de pH foram medidas e os dados foram coletados
ao longo da titulacdo. Os valores foram utilizados para construg@o das curvas de titulacdo de
volume de NaOH consumido x pH. O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana foi calculado

pela Equacao 3:

Ve, — V1)
[M +0,0042 x (V, — V;)]

DD (%) = 2,03 x

Onde: m é massa da amostra, V1 e V2 sdo os volumes de solucédo de hidréxido de sddio
entre os dois pontos de inflexdo, 2,03 é o coeficiente resultante da massa da unidade em
monomero de quitina e 0,0042 corresponde ao coeficiente resultante da diferenca entre as

massas moleculares de unidades monomeéricas de quitina e quitosana.

4.4.2 Solubilidade da quitosana

Para o teste de solubilidade da quitosana foi utilizado o método proposto Luo et al,
(2019), com adaptacGes. Assim, 0,05 g de quitosana foram pesados em tubo previamente tarado.
Posteriormente foram adicionados 10 mL de 4cido acético aquoso (1%, m v!) e o tubo foi
agitado por 1 h em 360rtex (Labnet, Edison, Nova Jersey — EUA) e centrifugado por 4 min.
(100 rpm). O sobrenadante foi removido e o tubo foi seco em estufa a 60 °C durante 12h. A

solubilidade foi calculada usando a Equagao 4:



39

M, — M,

o oy — (Mi— Mz
Solubilidade (%) (M1 m—

) x 100 Eq. 4

Onde, mo é massa inicial do tubo, m; € massa inicial do tubo mais amostra e Mz é

massa final da amostra mais tubo, apos a secagem.

4.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Um microscopio eletrénico de varredura (JEOL - 6390LV, Tokio — Japdo) foi usado
para avaliagdo das amostras revestidas com uma fina camada ouro. As micrografias das
amostras de quitina e quitosana foram obtidas com ampliacéo de 50 x e 500 x em uma tensao

de aceleracdo de 10 kV.

4.4.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
acoplada ao dispositivo de refletancia total atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros de infravermelho das amostras de quitina e quitosana foram obtidos
usando espectrémetro Spectrum Two (Perkin-Elmer) equipado com dispositivo de refletancia
total atenuada (ATR), contendo um cristal de seleneto de zinco. As aquisi¢Oes foram realizadas

a temperatura ambiente, acumulando 64 varreduras com uma resolugéo de 2 cm™.

4.4.5 Difratometria de raios X (DRX)

Os difratogramas da quitina e quitosana foram obtidos usando difratdmetro de raios-
X da marca Shimadzu (XRD 6000, Japdo), com radiacdo CuK,, tensdo de 40 kV, corrente de
30 mA e angulo de leitura de 26 variando de 5,0 a 45,0 graus, conforme descritos por Shin et
al., (2019) e Soon et al., 2018. Os indices de cristalinidade relativa (ICR) foram calculados

utilizando a Equagéo 5.

_ (1(110) - 1(020))
B 1(110)

x 100 Eqg. 5

Onde, l110) € l020) S0 0s valores absolutos de maxima intensidade dos picos de Bragg
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(20) 19,3 € 9,2 graus correspondentes as reflexdes dos planos (1 1 0) e (0 2 0), respectivamente.
As intensidades foram obtidas dos difratogramas ap6s a subtracdo manual de linha base com

15 pontos ligados por interpolacéo, utilizando o software OriginPro 8.5.

4.4.6 Andlise termogravimétrica (TG)

A andlise termogravimétrica das amostras foi realizada em um analisador
termogravimétrico (Pyris 1 - Perkin Elmer, Shelton - EUA). Aproximadamente 4 mg de amostra
foram pesados em cadinho de platina. As corridas foram realizadas em atmosfera N2 (50 mL
mint), com taxa de aquecimento de 10 °C min, no intervalo de temperatura de 25 a 900 °C.
As medidas de umidade das amostras foram obtidas pela diferenca de massa da amostra entre
30.0 e 150.0 °C, enquanto as estabilidades térmicas foram obtidas das primeiras derivadas de

cada curva TG (Tonset DTG) utilizando Pyris 11 software.

4.4.7 Parametros reologicos da quitosana

A avaliacdo dos parametros reoldgicos das solugdes que quitosana foi realizada de
acordo com o0 método descrito por Silva et al. (2018). As medidas foram realizadas em um
redmetro (Haake Rheotest, Mod. 2.1, Medingen, Alemanha) com cilindros concéntricos
acoplados a um banho termostatizado (25°C) e taxa de cisalhamento entre 25 e 1000 s™*. Dados
de tens@o de cisalhamento medidos a partir das taxas de deformacdo foram usados. Para a
avaliagdo do comportamento reoldgico das solugdes de quitosana (1,0%, m v1), foi utilizado o

modelo de Ostwald de Waele segundo a Equacao 6.

u= Kyn1 Eq. 6

Onde p = viscosidade aparente (mPa.s), k = indice de consisténcia (Pa.s"), y = taxa de

cisalhamento (s), e n = indice de comportamento do fluxo.
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4.4.8 Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata (n= 3) para cada grupo experimental e 0s
resultados foram expressos em média aritmética com desvio padrdo. Os dados da quitina e
quitosana foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as diferencas foram comparadas

pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% utilizando o software Statistica 8.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracdo de quitina, obtencéo de quitosana e rendimento dos biopolimeros

Os rendimentos das quitinas extraidas dos exoesqueletos cuticulares dos insetos estéo
apresentados na Tabela 3. Os percentuais variaram de 11,21% (CT-LZM) a 20,89% (CT- BZM)
e estdo dentro da faixa média relatada (10 - 36%) para quitina de crusticeos (caranguejo e
camarao) (El Knidri et al., 2018; Hajji et al., 2014; Sagheer et al., 2009) e de acordo com o0s
percentuais relatados para quitina de insetos (4,3% Brachytrupes portentosus e 20,5%
Calliptamus barbarous) (Ibitoye et al., 2018; Kaya; Baran; et al., 2015). A literatura relata que
as quitinas extraidas de insetos podem apresentar diferencas a depender das espécies utilizadas,
do estagio de desenvolvimento e método de extracdo empregado (Kabalak; Aracagdk; Torun,
2020).

Tabela 3 — Rendimento da quitina e rendimento, grau de desacetilacdo e solubilidade das
amostras de quitosana extraidas dos residuos dos insetos.

Rendimento Rendimento
Amostras (%) * (%) ** GD (%)  Solubilidade (%)
cT cs cs
BZM  2089+014° 7.07+020° 8342+086° 8872+113%  93.64+237
LZM  1121+055° 664+017° 8136+135 8357+028% 9400 +2,68°
BTM  1513+078° 652+006° 7896+045 89,21 + 0,96° 94.41+0,95°
LTM  1325+0,63' 626+010° 7493+093 7632+026° 7169+ 0,31°
ABD  1568+020° 631+<001° 7575+045 8633+313% 9280 +047°
NBD  1923+0,60° 626+005 7507+025 7575+019% 69,88+ 1,18
Cs- ] ] 8146+120° 94,39 +0,08°
Comercial e e

Os dados sdo a média + Desvio padrdo, n=3; * Rendimento total em massa seca do exoesqueleto cuticular do
inseto; ** Rendimento total em massa seca da quitina; As médias com letras diferentes em cada coluna sao
significativamente diferentes (p<0,05) pelo teste de Tuckey; Quitosana (CS), Quitina (CT), Grau de desacetilacdo
(GD); cuticula do besouro adulto Zophobas morio (BZM), cuticula da larva do Zophobas morio (LZM), cuticula
do besouro adulto Tenébrio molitor (BTM), cuticula da larva do Tenébrio molitor (LTM), cuticula do inseto adulto
da Blaptica dubia (ABD), cuticula da ninfa da Blaptica dubia (NBD).
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Shin et al., (2019) estudaram larvas e besouros de Tenebrio molitor e larvas de
Zophobas morio e obtiveram rendimento de quitina de 4,60%, 8,40% e 3,9% respectivamente.
Os percentuais obtidos por eles foram muito inferiores aos descritos nesse estudo, utilizando o
mesmo método de extracao (solucdo alcalina). A diferenca nos rendimentos obtidos pode ser
explicada pela utilizacdo dos espécimes na integra (em base seca), diferente do presente estudo,
gue usou apenas o exoesqueleto cuticular dos insetos. Outro estudo realizou a extragdo de quitina
da cuticula das larvas de Tenebrio molitor por desproteinizacdo enzimatica. O rendimento
obtido foi de 70,9% (Lucas et al., 2021), superior aos resultados relatados no presente trabalho.
Entretanto, o método enzimético ndo € eficiente para remocao de proteinas ligadas a quitina por
ligagBes covalentes, apresentando teor proteico residual junto com a quitina, sendo necessario
tratamentos quimicos ou enzimaticos mais severos para remocao (Younes et al., 2012).

A literatura também aborda que o rendimento da quitina pode oscilar conforme o
estagio de desenvolvimento do inseto. As espécies Tenebrio molitor (13,25% CT-LTM e
15,13% CT-BTM) e Zophobas morio (11,21% CT-LZM e 20,89% CT-BZM), apresentaram
percentuais maiores de quitina na fase adulta (besouro). Esses achados estdo em conformidade
aos apresentados por Kaya et al., (2016). Os autores extrairam quitina da larva, pulpa e besouro
adulto da Vespa crabro, e observaram um aumento expressivo no percentual de quitina durante
a transicdo de larva (2,2%) para a fase adulta (10,3%). Dessa forma, foi possivel concluir que
hd um armazenamento de quitina durante os estadgios de desenvolvimento de insetos
holometabolos, que apresentam metamorfose completa com quatro estagio de vida: ovo, larva,
pupa e adultos. Esse armazenamento foi atribuido principalmente as partes do corpo
desenvolvidas como asas, pernas e extremidades das antenas.

As amostras da espécie Blaptica dubia CT-NBD e CT-ABD ndo apresentaram o
mesmo comportamento, o rendimento da quitina na fase inicial (19,23%) foi significativamente
superior ao da fase adulta (15,68%). A barata Blaptica dubia é uma espécie com
desenvolvimento hemimetabolo, onde ocorre uma metamorfose incompleta, com o primeiro
estagio de vida (ninfa) semelhante ao estagio final (adulto). Erdogan e Kaya (2016) avaliaram
os teores de quitina em gafanhoto (Dociostaurus maroccanus), um inseto hemimetabdlico
como a barata. Os autores encontraram percentuais de quitina préximos para as ninfas (12%) e
0 adulto (14%). Tais achados foram atribuidos as semelhangas morfolégicas entre os insetos
jovens e adultos. Os diferentes rendimentos de quitina obtidos nesse estudo para os estagios de
desenvolvimento da barata Blaptica dubia, podem ser atribuidos a residuos de gordura no
exoesqueleto do animal adulto. Segundo Mohan et al., (2019), o percentual de lipidios presente
no corpo do inseto pode influenciar o conteudo de quitina e afetar o rendimento da extracao,
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resultando em percentuais mais baixos. No entanto, vale ressaltar que os rendimentos de quitina
para o residuo da producdo de Blaptica dubia (CT-NBD e CT- ABD), foram superiores aos
relatados para os insetos inteiros em base seca (adulto — 5,58%; ninfa — 3,83%) (LAM et al.,
2021).

Os rendimentos obtidos para a quitina extraida dos exoesqueletos cuticular das
amostras nesse estudo demostram que essa € uma fonte alternativa vidvel para producédo do
biopolimero, apresentando percentuais proximos e até superiores aos relatados para as fontes
convencionais (crustaceos) de extracdo de quitina.

Ao analisarmos o rendimento da quitosana em relacdo a biomassa inicial dos residuos
dos insetos, os resultados obtidos estiveram entre 6,26% (CS-LTM e CS-NBD) e 7,07% (CS-
BZM) (Tabela 3). Esses rendimentos estdo de acordo aos encontrados na literatura para
quitosana produzida a partir de insetos inteiros que variam entre 2% (Acheta domesticus) a 16%
(Hermetia illucens) (Hahn et al., 2020). Segundo Triunfo et al., (2021), os crustaceos
apresentam rendimentos ligeiramente maiores, entre 4 e 15% em relag&o a massa inicial. Esses
resultados se devem aos fatores ja relatados anteriormente (espécie e método de extracdo) e
principalmente ao fato de os crustaceos possuirem menor teor de proteina e gordura
(interferentes no rendimento da quitina e quitosana) em comparagdo com o0s insetos. Os
rendimentos de quitosana variaram de 74,93% (CS-LTM) a 83,42% (CS-BZM), considerando
a massa seca de quitina (Tabela 3). Os valores estdo condizentes aos obtidos a partir de fontes
convencionais como casca e mistura de cabeca de camardo (73,11% - 90,12%) (Mahdy Samar
et al.,, 2013; Mittal et al., 2021), e aos encontrados para insetos comestiveis como larva
(80%) e besouro (78,33%) de Tenebrio molitor, larva de Zophobas morio (83,33%) e larva do
Rhinoceros beetles (83,37%). (Shin; Kim; Shin, 2019).

Em trabalho realizado com a cuticula da larva do Tenebrio molitor, o rendimento da
quitosana encontrado foi de 45,1%, inferior ao relatado neste estudo para 0 mesmo tipo de
amostra (CS- LTM 74,93%). O baixo rendimento de quitosana relatado pelos autores, pode
estar relacionado a quantidade de proteina residual na quitina, juntamente com o método de
extracdo empregado (enzimético) (Lucas et al., 2021). Assim, 0s percentuais de quitosana neste
estudo foram promissores, apontando para o potencial dos residuos da criacdo de insetos como
uma fonte alternativa para obtencéo de quitosana. No entanto, € sugerido o aprimoramento do
processo de extracdo visando maximo rendimento e determinagdes exatas livres de sub- e

superestimacao de valores por conta de interferentes.
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5.2 Grau de desacetilacdo da quitosana

O grau de desacetilacdo (GD) € uma caracteristica molecular que afeta as propriedades
da quitosana e suas aplicagdes (Zelencova et al., 2015). O GD representa a eficiéncia de
remocao do grupo N-acetil e o contetdo do grupo amino livre, o que influéncia diretamente na
solubilidade, na reatividade quimica e na biodegradabilidade da quitosana (Hajji et al., 2014;
Muley et al., 2018).

O GD das quitosanas obtidas a partir dos residuos de insetos variou de 75,75% (CS-
NBD) a 89,21% (CS-BTM), superior ao valor de 50% considerado padréo para a desacetilacéo
da quitina (Triunfo et al., 2021) (Tabela 3). A quitosana comercial foi analisada como amostra
referéncia para o0 método de desacetilacéo utilizado, apresentando um GD de 81,46%, de acordo
com a faixa apresentada na ficha cadastral do produto (75%-85%). Fontes convencionais de
quitosana como casca e cabega de camarao apresentam GD de 67,58 e 95,19%, respectivamente
(Mahdy Samar et al., 2013; Muley et al., 2018). Enquanto insetos como gafanhoto adulto,
crisalida do bicho-da-seda e cuticula de cigarra, apresentam GD de 89,7%, 84,10% e 85,5%,
respectivamente (LUO et al., 2019).

A literatura relata que espécies diferentes podem apresentar percentuais de GD
distintos e que outros fatores como tamanho da particula de quitina e parametros utilizados na
desacetilacdo (tempo, temperatura e concentracdo de NaOH) podem interferir nos valores
(Muley et al., 2018).

Shin et al., (2019) relataram GD de 75,59%, 75,63% e 75,67% para quitosana extraida
das larvas e besouros do Tenebrio molitor e larvas de Zophobas morio, respectivamente, ambos
em formas integras. Os autores utilizaram como parametros para a desacetilacdo: NaOH 55%,
90 °C por 9 h. No presente estudo, para as mesmas espécies e estagios, mas utilizando como
matéria-prima as cuticulas e exoesqueleto (residuo) e procedendo a desacetilacdo com
concentragio de NaOH (60%; m v1), temperatura (100 °C) e tempo (20 h), foram obtidos
valores superiores de GD (76,32% para larva Tenebrio molitor; 89,21% para besouro do
Tenebrio molitor e 83,57% para larva Zophobas morio), demonstrando a influéncia dos
parametros do método no GD.

As diferencas nos GD abordadas nesse estudo estdo em parte associadas as distin¢oes
entre as fontes de quitina. A quitina também é encontrada nas estruturas internas dos insetos e
a composicao entre o inseto inteiro e apenas as cuticulas das larvas e/ou ninfas e besouro séo
diferentes (Hahn; Roth; et al., 2020). Outro fator a ser avaliado, sdo 0s parametros utilizados
no método (temperatura, tempo de reacdo) para desacetilar a quitina. Mittal et al., (2021) ao

utilizarem diferentes temperaturas e tempos para desacetilar amostras de quitina de uma espécie
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de camardo, obtiveram GD maior para a temperatura mais alta e maior tempo de reagéo.
Enquanto Mahdy Samar et al., (2013) utilizaram diferentes concentra¢es de NaOH e tamanho
de particulas de quitina extraida de camardo, e alcancaram maiores percentuais (95,19%) para
a maior concentracdo de NaOH e menor particula de quitina.

O tamanho das particulas de quitina no processo de desacetilacdo, ndo foi padronizado
no presente estudo, o que pode ter contribuido para a variacdo nos valores de GD entre 0s
residuos (cuticula da larva e besouro) da mesma espécie (Tabela 3). No entanto, os resultados
apresentados foram comparaveis aos estudos que utilizaram fontes tradicionais como o
camardo, insetos de espécies distintas e de espécies similares e em relacdo a quitosana
comercial, estando na mesma faixa relatada nesses estudos.

No geral, quatro amostras apresentaram GD acima de 83% e duas acima de 75%, estes
percentuais de desacetilacdo demonstram potencialidades dessas amostras para aplicacdo
tecnoldgica, principalmente na inddstria farmacéutica, biomédica e areas afins. A maioria das
propriedades biologicas esta relacionada a protonacdo do grupo amino da quitosana e suas
interacdes eletrostaticas em nivel molecular e celular, sendo o pardmetro com maior efeito no
GD (Aranaz et al., 2009).

5.3 Solubilidade da quitosana

O ensaio de solubilidade para as amostras de quitosana obtidas apresentou valores de
69,88% a 94,41%, conforme demonstrado na Tabela 3. A quitosana comercial foi utilizada
nessa andlise para efeitos de comparacdo de resultados, apresentando uma solubilidade de
94,39%.

O grau de desacetilacdo € um dos fatores que interfere na solubilidade da quitosana,
pois a partir da desacetilacdo, cada unidade de D-glucosamina apresenta um grupo amino livre e
esses grupos podem ser protonados, conferindo solubilidade a quitosana em solucfes &cidas
diluidas. Assim, quanto maior o GD, mais grupos amino disponivel e maior a solubilidade (El
Knidri et al., 2018).

Neste estudo, observou-se uma direta proporcionalidade entre os valores de GD e
solubilidade para as amostras QS-BTM (GD 89,21% - SL 94,41%), QS-BZM (88,72% -
93,64%), QS-ABD (86,33% - 92,80%), QS-LTM (76,32% - 71,69%) e QS-NBD (75,75% -
69,88%), onde os maiores valores de solubilidade foram correlacionados com 0s maiores graus
de desacetilacdo das amostras (Tabela 3).

As amostras QS-LZM (83,57% - 94,00%) e a amostra comercial (81,46% - 94,39%)
ndo apresentaram a tendéncia das demais relatadas acima. A literatura nos mostra que o GD é
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um pardmetro muito importante na solubilidade da quitosana, porém ndo é o Unico. Mahdy
Samar et al., (2013) analisaram a quitosana obtida da casca do camardo e observaram que além
do GD, a solubilidade foi diretamente afetada pelo tamanho das particulas de quitosana, sendo
as quitosanas com maior GD e menor tamanho de particula, as que apresentaram maior
solubilidade. Luo et al., (2019) fizeram a comparagdo das quitosanas obtidas da casca do
camardo e de diferentes espécies de insetos e relataram que o GD da quitosana do camardo foi
maior (91,2%) que os apresentados pelas quitosanas dos insetos (84,1% - 89,7%). No entanto, a
quitosana do camardo apresentou a menor solubilidade (91,5% e 94,3% - 99,3% para 0s
insetos). Os autores apontaram como possivel causa para este resultado, a massa molecular
apresentada pela quitosana obtida da casca do camardo (1,620 Da), em relacdo as dos insetos
(3,77 Da - 4,09 Da).

E importante ressaltar que a solubilidade das quitosanas obtidas a partir dos residuos
dos insetos, ainda tém sido pouco avaliadas na literatura. Em um estudo recente realizado com a
quitosana da cuticula da larva do Tenebrio molitor, a solubilidade foi de 40,3 % e GD 53,9%. A
baixa solubilidade foi associada ao grau de desacetilacdo, porém, destacam a necessidade de
mais estudos para elucidar a contribuicéo individual do GD, massa molecular e de outros fatores

que interferem na solubilidade (Lucas et al., 2021).

5.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As morfologias de superficie das amostras de quitina e quitosana podem ser
visualizadas na Figura 11 (a) e (b), respectivamente. Os resultados das quitinas obtidas dos
diferentes residuos de insetos apresentaram caracteristicas morfolégicas distintas. Marei et al.,
(2015) relatam cinco morfologias de superficie para quitina e quitosana sendo (I) morfologia
superficial rugosa e dura sem poros e nanofibras, (I1) com apenas estrutura de nanofibras, (I11)
com poros e estrutura de nanofibras, (IV) dois tipos de poros com nanofibras e (V) apenas
poros.

Nesse estudo as amostras CT-NBD, CT-BTM e CT-LTM apresentaram uma
morfologia de superficie rugosa com fibras fragmentadas e auséncia de poros, resultado
semelhante foi descrito por Triunfo et al., (2022) para quitina extraida da larva de Hermetia
illucens. Ja CT-BZM e CT-LZM apresentaram superficies mais densas, com alguns poros e

estrutura fibrilares. A CT-ABD apresentou uma morfologia lisa, sem nanofibras e poros,
conforme observado por Kaya et al., (2015) para quitinas extraidas das espécies Calliptamus

barbarus e Oedaleus decorus.
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Figura 11 - Micrografias das amostras de (a) quitina e (b) quitosana dos residuos dos insetos
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a)  Micrografias das amostras de quitina. Assiglas CT-BZM, CT-LZM, CT-BTM, CT-LTM, CT-ABD
e CT-NBD, representam amostras de quitinas do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas morio, larva
do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor, Blaptica dubia adulta e ninfa
Blaptica dubia, respectivamente.
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b) Micrografias das amostras de quitosana. As siglas CS-BZM, CS-LZM, CS-BTM, CS-LTM, CS-
ABD e CS-NBD, representam amostras de quitosana do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas
morio, larva do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor, Blaptica dubia
adulta e ninfa Blaptica dubia, respectivamente.

As micrografias de superficie das amostras de quitosana dos residuos dos insetos, de
uma forma geral, apresentaram morfologia rugosa, porém menos fibrosa em comparacdo com a
quitina. Triunfo et al., (2020) reportaram um resultado semelhante para quitosana obtida da
larva, exuvia da pupa e insetos adultos e mortos da Hermetia illucens (mosca-soldado-negro).
Segundo os autores, a desacetilacdo altera a estrutura da quitina, tornando-a mais homogénea e
menos fibrosa. As amostras CS-BTM e CS-BZM apresentaram poros em sua estrutura,

resultado semelhante foi observado por Paulino et al., (2006) e Kaya et al., (2019) para



50

quitosana obtida de crisalidas do bicho-da-seda e da espécie Hylobius abietis, respectivamente.
A CS-LZM apresentou superficie compacta, quase sem a presenca de nanofibras, com unidades
repetitivas de estrutura hexagonal e presenca de poros, estrutura similar a morfologia descrita
por Liu et al., (2019) para quitosana da crisalida do bicho-da- seda.

No presente estudo, quitina e quitosana apresentaram morfologias diferentes, mesmo
qguando obtidas da mesma espécie. De acordo com a literatura, a morfologia da quitina e
quitosana obtidas de insetos pode variar ndo apenas dependendo das diferentes espécies e
estagio de crescimento, mas do género e parte do corpo. As quitinas que apresentam estruturas
porosas podem ser usadas na adsorcdo de ions metalicos, enquanto as de formatos fibrilares
podem ser empregadas em engenharia de tecidos. Portanto, a morfologia € uma caracteristica
gue desempenha um papel importante na aplicacdo dos biopolimeros. (Zelencova et al., 2015;
Kaya et al., 2016).

5.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR € comumente utilizada para avaliar as diferencas quimicas presentes
nas estruturas da quitina e quitosana. Adicionalmente, permite acessar as cadeias
polissacaridicas de curto alcance desses biopolimeros viabilizando a obtencéo de informaces
estruturais (Sevenou et al., 2002).

A Figura 12 (a) apresenta os espectros de infravermelho das quitinas obtidas dos
residuos de inseto. Para a quitina, foram identificadas bandas em aproximadamente 3445 cm™ ¢,
que correspondem as vibragOes de estiramento axial do grupo —OH e em 3260 cm™,
caracteristico do grupo —NHa.

Também foi observado uma banda na faixa de 1551-1558 cm™ corresponde & mistura
de dois modos vibracionais, N-H no plano e o estiramento C-H, referente a amida I, bandas
de amida 111 na faixa de 1306-1309 cm™ e a banda de amida | em aproximadamente 1660 cm™ !
com desdobramento em 1622 cm™. E importante salientar que o desdobramento da banda amida
I da quitina € atribuido aos dois tipos de interacdes de hidrogénio formadas por grupos amida
no alinhamento antiparalelo presente nas regides cristalinas da a-quitina (Liu et al., 2012). A
amida tipo I é uma banda caracteristica da a-quitina, um polimorfo comumente encontrado em
estruturas rigidas e resistentes como cuticula de insetos (Campana-Filho et al., 2007).

Bandas de amida tipo | semelhantes as das quitinas extraidas dos residuos de insetos
foram descritas para Scolopendra cingulata (centopeia), em 1654 e 1620 cm™ (Zelencova et al.,

2015), larvas de Zophobas morio e Tenebrio molitor em 1620 cm™ e 1650 cm™ e 1653 cm™ e
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1636 cm?, respectivamente (Lucas et al., 2021; Soon et al., 2018) e no gafanhoto Calliptamus
barbarus em 1652 cm™ e 1621 cm™ (Kaya et al., 2015).

Bandas intensas foram identificadas nas amostras CT-ABD e CT-NBD, na regiao de
2922 e 2852 cm™ e 2915 e 2845 cm™, respectivamente. Segundo Campana Filho e Signini
(2001), a regido de 3000 cm™ - 2800 cm™ é caracteristica da deformagdo axial de C—H em
amostras de quitina. (Focher et al., (1992) relataram bandas semelhantes para a-quitina extraida
de camaréo. No entanto, na literatura avaliada, ndo foram encontrados dados que relatem a
caracterizacdo de quitina a partir da espécie Blaptica dubia, apesar de o perfil espectral

encontrado ser compativel com a quitina obtida de outras espécies de insetos.

Figura 12 - Espectros de FTIR -ATR das amostras de (a) quitina e (b) quitosana obtidas dos
residuos dos insetos
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a) Espectros de infravermelho da quitina. As siglas CT-BZM, CT-LZM, CT-BTM, CT-LTM, CT-
ABD e CT-NBD, representam amostras de quitinas do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas morio,
larva do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor, Blaptica dubia adulta e
ninfa Blaptica dubia, respectivamente.
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b) Espectros de infravermelho da quitosana. As siglas CS-BZM, CS-LZM, CS-BTM, CS- LTM, CS-
ABD e CS-NBD, representam amostras de quitosana do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas
morio, larva do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor, Blaptica dubia
adulta e ninfa Blaptica dubia, respectivamente

A Figura 12 (b) apresenta os espectros de infravermelho das quitosanas obtidas.
Embora os espectros da quitina e quitosana apresentem semelhancas, pequenas diferencas
permitem diferenciar esses biopolimeros.

As bandas caracteristicas de quitosana sdo a de deformacéo axial de C=0 da amida tipo
| (1650 cm™1), menos intensa que na quitina devido a desacetilagdo e a deformagcéo angular do
grupo n-h (1590 cm™?) (Shin; Kim; Shin, 2019; Zelencova et al., 2015).

Nesse estudo, essas bandas apareceram no intervalo de 1647 - 1650 cm™ e 1589 -1591
cm? para as amostras de quitosana dos residuos dos insetos e em 1660 cm™ e 1564 cm™ para a
quitosana comercial. Outras bandas também foram observadas nos espectros da quitosana: a
banda de estiramento axial de —OH entre 3436 e 3445 cm™, sobreposta as bandas de estiramento
N-H e deformagcéo axial de —CN de amida (proximo a 1425 cm™). Espectros de infravermelho
semelhantes foram observados para quitosanas extraidas de fontes convencionais e insetos
(Hahn; Tafi; et al., 2020; Lucas et al., 2021; Ma; Xin; Tan, 2015; Triunfo et al., 2022).
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As amostras CS-LTM e CS-NBD apresentaram duas bandas mais intensas que as
demais, na regido de 3000 cm™ - 2800 cm™, correspondente a deformacio axial de C—H.
Segundo Campana Filho e Signini, (2001) essa banda estd associada ao teor de acetamidas
presentes na estrutura da quitina, sendo assim, na quitosana, ela € menos intensa devido ao
processo de desacetilacdo. Essas duas amostras apresentaram os menores graus de desacetilacéo
(CS-LTM = 76,32% e CS-NBD = 75,75%), o que justifica a presenca das bandas associadas
aos grupos acetamida néo desacetilados.

Os resultados obtidos pela técnica de FTIR-ATR das amostras de quitina e quitosana
estdo de acordo aos apresentados na literatura. Dessa forma, confirmando a extragéo da quitina
dos residuos de insetos e que a desacetilacdo dela resultou em quitosanas similares as que sdo

comercializadas atualmente.

5.6 Difratometria de raios X (DRX)

A técnica de DRX permite acessar as estruturas de longa ordem relacionadas ao
empacotamento de cadeias lineares, identificar e quantificar fases cristalinas nas diferentes
amostras de quitina e quitosana (Sevenou et al., 2002).

A depender do organismo avaliado e a fun¢do que desempenha, a quitina pode se
apresentar em diferentes estruturas polimorficas chamadas a-, B- e y-quitina (LUCAS et al.,
2021). A o-quitina corresponde a um empacotamento denso resultante da disposicao
antiparalela das cadeias poliméricas. Em contraste, na B-quitina as cadeias dispdem-se
paralelamente e em y-quitina ocorre uma combinagao dos dois arranjos. Como consequéncia de
seus diferentes arranjos no estado sélido, os polimorfos da quitina exibem propriedades
diferentes e sendo possivel discrimina-los por meio dos perfis de difracdo tipicos para cada um
deles. A a-quitina é a mais comum e estavel, visto que é possivel a conversédo da 3 e y-quitina
em a-quitina, porém essa conversao é irreversivel (Campana- Filho et al., 2007).

A B- e y-quitina sdo encontradas em estruturas flexiveis (gladio de lula e casulo de
insetos)(KAYA et al., 2017), no entanto a-quitina é encontrada em exoesqueleto de insetos e
crustaceos (estruturas rigidas), devido a disposi¢do antiparalela das cadeias poliméricas em
diferentes lamelas ou folhas, o que favorece a existéncia de numerosas ligagfes hidrogénio
inter- e intra-cadeias da mesma lamela e de lamelas vizinhas resultando em um empacotamento
denso das cadeias polissacaridicas (Campana-Filho et al., 2007; Wei; Fu; Guo, 2021), o que
também confere a ela maior indice de cristalinidade em comparagdo com B-quitina que possui
ICR de aproximadamente 72%(Battisti; Campana-Filho, 2008) e vy-quitina que é de

aproximadamente 68% (Kaya et al., 2017). Porém existem outros fatores que podem influenciar
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no indice de cristalinidade que devem ser considerados na identificacdo do polimorfismo da
quitina.

A Figura 13 (a) e Tabela 4 apresentam os resultados dos difratogramas das amostras de
quitina. Foram observadas duas reflexdes intensas em aproximadamente 9,2° e 19,3° e cinco
menos intensas em aproximadamente 12°, 22°, 26°, 32°e 35°. As duas reflexdes agudas em
torno de 9,2° e 19,3° sdo referentes aos planos de difracdo (020) e (110) da estrutura cristalina
ortorrdmbica e demais reflexdes menos intensas (SOON et al., 2018).

As reflexdes mais intensas observadas nesse estudo estdo de acordo com resultados
previamente reportados para a-quitinas extraidas de camardo, com picos intensos em 9,1° e
19,1° (Mittal et al., 2021), larva do Zophobas morio (9,2° e 19,3°) (SOON et al., 2018),
gafanhoto Calliptamus barbarus (9.2° e 19.2°), Oedaleus decorus (9.4° e 19.4°), (Kaya et al.,
2015) e centopéia Scolopendra cingulata (9,3° e 19,3°) (Zelencova et al., 2015). As reflexdes
de menor intensidade também estdo em conformidade com a literatura para a-quitina,
apresentando uma variabilidade de distribuicdo na faixa de 12° a 38,7°. Kaya et. al., (2015)
reportaram picos menos intensos entre 21.2°- 31.7° e 21.1°- 26.6 para os espécimes Calliptamus
barbarus e Oedaleus decorus respectivamente e Soon et al., (2018) observaram picos menos
intensos variando de 21.0°- 27.9° para a espécie Zophobas morio. Esses picos nos permitem

inferir que a a-quitina foi o polimorfo obtido dos residuos dos insetos no presente estudo.
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Figura 13 - Perfis de difracdo de raios-X das amostras de (a) quitina e (b) quitosana obtidas dos residuos dos insetos.
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a) Perfis de difracdo das amostras de quitina. As siglas CT-BZM, CT-LZM,
CT-BTM, CT-LTM, CT-ABD e CT-NBD, representam amostras de quitinas
do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas morio, larva do Zophobas morio,
besouro Tenébrio molitor, larva do Tenébrio molitor, Blaptica dubia adulta e
ninfa Blaptica dubia, respectivamente.

20 graus

b) Perfis de difracdo das amostras de quitosana. As siglas CS-BZM, CS-
LZM, CS-BTM, CS-LTM, CS-ABD e CS-NBD, representam amostras de
quitosana do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas morio, larva do
Zophobas morio, besouro Tenébrio molitor, larva do Tenébrio molitor,
Blaptica dubia adulta e ninfa Blaptica dubia, respectivamente.
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Tabela 4 - Picos do difratograma, tipo de polimorfo e indices de cristalinidade relativos (ICR) das amostras de quitina e quitosana obtidas

dos residuos de insetos.

Picos 20 graus Tipo ICR ICR
(CT) (CT) (CS)
Amostras cT CS
BZM 9,3 12,5 19,4 23,0 26,1 35,1 38,7 10,3 19,7 o 89,2 80,2
LZM 91 12,5 19,0 22,6 26,3 32,2 35,3 111 19,4 o 68,0 66,3
BTM 9,1 12,8 19,0 22,6 26,9 34,2 38,5 10,3 19,9 o 73,3 67,6
LTM 9,3 12,8 19,4 22,8 26,3 31,6 349 10,3 19,9 o 71,7 65,3
ABD 9,3 12,8 19,2 22,8 26,1 32,0 349 10,8 19,7 o 86,8 73,9
NBD 9,3 12,3 19,4 23,5 26,3 315 38,7 10,8 19,7 o 80,9 66,6
CS Comercial - - - - - - - 10,8 19,9 - - 65,9

CT — quitina, CS — quitosana, IC — indice de Cristalinidade, cuticula do besouro adulto Zophobas morio (BZM), cuticula da larva do Zophobas morio (LZM), cuticula
do besouro adulto Tenebrio molitor (BTM), cuticula da larva do Tenebrio molitor (LTM), cuticula do inseto adulto da Blaptica dubia (ABD), cuticula da ninfa da Blaptica

dubia (NBD).
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As amostras CT-BTM e CT-NBD apresentaram picos menos intensos entre 12,8°-
38,5° e 12,3-38,7°, respectivamente. Resultados semelhantes foram relatados por Luo et al.
(2019) para quitina extraida da larva da farinha (Tenebrio molitor), (12,7°-39,0°), e por Saenz-
Mendoza et al., (2019), em estudo com a mesma espécie (12,8°- 39,3°).

O indice de cristalinidade (IC) é uma propriedade de grande importancia sendo
altamente relevante para as aplicagdes da quitina e principalmente da quitosana. Por exemplo,
a menor cristalinidade da quitosana facilita sua solubilidade em solugfes &cidas, aumenta sua
capacidade de sorcdo e aumenta a acessibilidade dos grupos amino livres primarios da
quitosana (Hahn; Tafi; et al., 2020).

Os indices de cristalinidade relativo (ICR) das quitinas variaram de 68,07% (CT-LTM)
a 89,23% (CT-BZM). Os valores obtidos se apresentaram em concordancia com outros
previamente reportados para casca de camardo (89,17%) e besouro Holotrichia parallela
(88,5%) (Liu et al., 2012). Estudos anteriores relatam que essa variacdo no indice de
cristalinidade é esperado e pode ser influenciado por varios fatores, tais como a natureza do
organismo do qual a quitina foi extraida e as condi¢cBes empregadas na extracdo do polimero
(Kaya et al., 2015; Campana-Filho et al., 2007; Lucas et al., 2021).

Zhang et al., (2000) reportaram ICRs para pupas (47%) e cuticula da larva de Bombyx
mori (56%) inferiores aos determinados no presente trabalho. As diferencas nos valores de
ICR foram atribuidas as catecolaminas presentes na esclerotizacdo (endurecimento) das
cuticulas dos insetos, que nao foram removidas no processo de desmineralizacéo, devido as
condicdes reacionais empregadas (temperatura e concentracao do acido). Os autores explicam
que a presencga desses compostos na quitina interfere em sua estrutura e, portanto, na sua
estrutura semicristalina.

Observou-se que entre os residuos das espécies de insetos holometabolos (CT-BZM
89,23% e CT LZM 86,81% / CT-BTM 73,36% e CT-LTM 68,07%), o indice de cristalinidade
foi maior para a quitina extraida do estagio adulto. Esse resultado também foi observado por
Triunfo et al., (2022), que relataram que a cristalinidade da quitina extraida do inseto adulto
Hermetia illucens (96%) foi maior do que a extraida da larva (90%). Kaya et al., (2014)
também reportaram variagcbes dos valores do ICR das quitinas extraidas de diferentes
invertebrados a depender da rigidez dos seus exoesqueletos. Nesse estudo os autores avaliaram
seis espécies (1 crustaceo e 5 insetos) sendo que a espécie do crustaceo possuia 0 exoesqueleto
externo mais flexivel que o dos insetos e apresentou ICR mais baixo. Portanto, é possivel

inferir que o ICR da quitina aumenta gradativamente nas diferentes fases de vida do inseto e
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que esta associada a rigidez de suas cuticulas.

As amostras da barata (hemimetabolo) apresentaram diferentes resultados de ICR, de
maneira que a fase adulta apresentou valor inferior (CT-ABD, 71,78%) ao da ninfa (CT - NBD,
80,94%). Para o gafanhoto Dociostaurus maroccanus, inseto hemimetabolo, a fase adulta
também apresentou 1IC menor (71%) do que a fase de ninfa (74%), porém, como a diferenca
entre os ICR foi pequena, os autores concluiram que a cristalinidade das quitinas ndo alterou
entre os diferentes estagios de desenvolvimento.

Os perfis de difracdo também podem ser utilizados para distinguir a quitina da
quitosana. Os picos caracteristicos de quitosana estdo centrados em 10,0° e 20,0°
correspondendo aos planos cristalograficos (002) e (101) (Antonino et al., 2017). Neste estudo,
o padrdo observado estd relatado na Figura 13 (b), onde os picos em 20 graus foram em
aproximadamente 10,3 - 11,1° e 19,4-19,9°. Esses resultados estdo condizentes com os da
quitosana comercial (10,8° e 19,9°) e ao relatado em outro estudo para a quitosana obtida a partir
de casca de camario, que apresentaram picos em 10,0°¢ 20,0° (Shin; Kim; Shin, 2019). Outro
fator a ser observado nos difratogramas da quitosana para inferir que a desacetilagéo da quitina
ocorreu € a intensidade dos picos. A forma hidratada da quitosana produzida pela hidrolise
alcalina dos grupos acetamido da quitina resulta em amorfizacdo de cadeias. A amorfizacao
pode ser claramente reconhecida nos difratogramas, por reflexdes menos intensas e mais
alargadas quando comparadas as da quitina (LUCAS et al., 2021), conforme observado no
presente estudo (Figura 13b).

Os ICR das quitosanas dos residuos de insetos variaram entre 65,33% (CS-ABD) e
80,24% (CS-BZM) e a quitosana comercial apresentou IC de 65,92%. Observou-se que em
todas as amostras o ICR diminuiu em comparacao ao da quitina, sendo este resultado esperado,
pois a cristalinidade da quitina é reduzida apos a reacéo de desacetilacdo (Sagneer et al., 2009).
A diminuicdo do indice de cristalinidade da quitosana em relacdo a quitina indica que houve
alteracéo estrutural induzida pela desacetilagdo, resultando em regi6es amorfas (Mittal et al.,
2021). As mesmas tendéncias foram observadas para quitina e quitosana obtida de cascas de
camarao (64,1% para 31,9%) e caranguejo (67,8% para 35,2%) (Hajji et al., 2014) e para cigarra
(82,1% para 64,8%), crisélida do bicho-da-seda (59,21% para 32,9%), larva-da-farinha (81,11
% para 51,9%) e gafanhoto (83,4% para 50,1%) (Luo et al., 2019).

O ICR da quitosana comercial foi inferior a das amostras CS-BZM, CS-LZM, CS-
BTM, CS-ABD, CS-NBD. Battisti e Campana-Filho, (2008) atribuem esse resultado ao

processo de purificacdo que algumas quitosanas comerciais sdo submetidas. Os autores
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relataram que uma vez que a quitosana passe pela purificacdo por dissolucdo seguida de
precipitacdo por neutralizacdo, as cadeias adotam uma nova organizacdo, diferente daquela
adotada por quitosanas que ndo foram solubilizadas e que preservam parcialmente a
organizacao estrutural de quitina, levando as amostras purificadas possuirem ICR mais baixos.
As variagdes observadas nos ICR entre as espécies estudadas, podem estar associadas
a outros fatores que ndo o método de purificacdo, tais como a fonte de quitina, tempo de
desacetilacdo e caracteristicas fisico-quimicas da quitosana, como o grau de desacetilacdo
(Muley et al., 2018). Hahn et al., (2020) enfatizam que existe uma clara necessidade de
determinar a contribuicdo de cada um dos fatores que afetam a cristalinidade de quitina e

quitosana obtidas de insetos, por meio de investigacGes baseadas nas técnicas de raios-X.

5.7 Analise termogravimétrica (TGA) da quitina e quitosana

As curvas TG e DTG das quitinas obtidas a partir dos residuos dos insetos, estdo
apresentadas nas Figura 14 (a) e (b) e Tabela 5. O primeiro evento térmico observado nas
amostras (30-150 °C) esta associado a evaporagdo da dgua com perda de massa variando de
2,94 a 7,95%. Como pode ser visto na Tabela 5, foram observadas Tonset DTG do segundo
evento de decomposi¢do causada pela despolimerizagcdo/decomposicdo das unidades acetiladas
do polimero entre 360,0 e 427,9 (Kaya et al., 2014). Segundo Poerio et al., (2020) a temperatura
maxima de decomposicao da a-quitina é geralmente superior a 350 °C. O resultado obtido neste
estudo corrobora com os relatados por este autor e estd dentro da variacdo sugerida pela
literatura para decomposicdo das unidades acetiladas da quitina (Paulino et al., 2006).

Os residuos da pirdlise dessas amostras variaram de 0,34 a 25,00% (Tabela 5)
provenientes de impurezas na amostra. Segundo Huet et al., (2020) os percentuais de impurezas
estdo associados as fontes de extragéo e sdo principalmente minerais que ndo foram totalmente
retirados no processo de desmineralizagdo. Esses autores relataram que as quitinas extraidas da
larva do Bombyx eri apresentaram percentuais de impurezas/residuos de 21,7 e 30,3%, sendo 0
segundo valor superior ao maior indice relatado nesta pesquisa.

Trés amostras apresentaram trés eventos térmicos, o primeiro entre 50° e 110°C e dois
Tonset DTG, CT-BTM (312° e 427°C), CT-ABD (197° e 373°C) e CT-|BZM (320° e 382°C).
Abdel-Rahman et al., (2015) reportaram um resultado semelhante para a quitina comercial.
Segundo os autores, o primeiro evento entre 50-100 °C é referente a evaporagdo da agua, o
segundo por volta 230 °C corresponde aos residuos de proteinas e pigmentos presentes nas

cadeias de quitina e o terceiro por volta de 300 °C, esta relacionado a degradacdo do polimero.
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Figura 14 - Curvas (a) TG e (b) DTG das amostras de quitina obtidas dos residuos dos
insetos.
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a) Perfis TG das quitinas obtidas dos residuos dos insetos. As siglas CT-BZM, CT-LZM, CT-BTM,
CT-LTM, CT-ABD e CT-NBD,representam amostras de quitinas do exoesqueleto cutilar do Besouro
Zophobas morio, larva do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor,
Blaptica dubia adulta e ninfa Blaptica dubia, respectivamente.
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b) Perfis DTG das quitinas obtidas dos residuos dos insetos. As siglas CS-BZM, CS-LZM, CS-BTM,
CS-LTM, CS-ABD e CS-NBD, representam amostras de quitosana do exoesqueleto cutilar do Besouro

Zophobas morio, larva do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor,
Blaptica dubia adulta e ninfa Blaptica dubia, respectivamente.
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Os perfis TG e DTG das quitosanas obtidas dos residuos dos insetos e a comercial
podem ser visualizados na Figura 15 (a) e (b), respectivamente. Elas apresentaram dois eventos
térmicos tipicos para esse biopolimero. O primeiro evento (30-150 °C) esta relacionado a
evaporacdo das moléculas de agua com perda de massa variando de 6,89 a 9,80% (Tabela 5).
Ma, Xin e Tan (2015) em sua pesquisa com quitosana oriunda do residuo de Catharsius
molossus reportaram perdas de massa com percentuais superiores aos encontrados nesse estudo
(13,37 e 13,88%) e inferiram que essas taxas relativamente grandes, poderiam indicar uma
grande quantidade de -NH2 associando-se as moléculas de agua por meio de ligagdes de
hidrogénio.

No segundo evento térmico, foram observados Tonset DTG variando de 245° a 329°C
(Tabela 5), associado a decomposicdo de glucosamina e acetil glucosamina residuais das
cadeias, seguidos pela decomposicdo térmica da quitosana propriamente dita (Abdel- Rahman
et al., 2015; Kaya et al., 2015). Os resultados obtidos no presente estudo sdo comparaveis aos
descritos em trabalhos anteriores que relataram dois eventos térmicos para a quitosana de
invertebrados, apresentando diferentes temperaturas de estabilidade térmica (Tonset DTG) e
percentuais de decomposicdo da quitosana, a depender da espécie analisada: Catharsius
molossus (400°C e 45,76%) (Ma; Xin; Tan, 2015), Calliptamus barbarus (296°C e 61%),
Oedaleus decorus (305°C e 57%) (Kaya et al., 2015) e Scolopendra cingulata (300°C e
61,97%) (Zelencova et al., 2015).

Foram observados (Tabela 5) percentuais de residuos que variaram entre 0,77% (CS-
NBD) e 33,02% (CS-BZM). A literatura relata que para ideal das quitosanas purificadas é teor
residual <1% (Almeida et al., 2019), que corrobora com o percentual apresentado pela amostra
da quitosana comercial (0,04%) e apenas a amostra CS-NBD ficou dentro desse padrdo. Hong
et al., (2007), fizeram uma andlise dos eventos térmicos de quitosana extraida da casca do
camarao e observou que a massa residual foi de 27,84%. Pereira et al., (2012) analisou uma
quitosana comercial que apresentou uma massa residual de 25%, segundo esses autores nem
toda a quitosana € decomposta em até 700 C a essa temperatura ha a degradacao térmica de uma
nova reticulagdo formada pela decomposicao térmica do grupo amino funcional resultante de
reacOes dos subprodutos formados na primeira degradagédo onde ocorre a decomposicdo de
glucosamina e acetil glucosamina residuais das cadeias.

Observou-se que 0 Tonset DTG das amostras de quitosana foram menores que o da
quitina. Os resultados obtidos seguem a tendéncia relatada por Kaya et al. (2014), que em seu

estudo, apos comparar as temperaturas de degradacdo (Tpeax DTG) de quitina e quitosana
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obtidas de seis espécies de invertebrados, observaram que as quitinas foram degradadas em
temperaturas mais altas do que as quitosana. Soon et al., (2018) também observou que a
estabilidade térmica da quitina foi maior que a quitosana e ambos os autores atribuiram esse
resultado principalmente ao arranjo no estado sélido da o-quitina que possui um
empacotamento denso das suas estruturas, resultante da disposi¢do antiparalela das cadeias
poliméricas o que favorece a existéncia de numerosas ligac6es hidrogénio inter- e intra-cadeia,

formando estruturas com alto indice de cristalinidade e maior estabilidade.

Figura 15 - Curvas (a) TG e (b) DTG das amostras de quitina obtidas dos residuos dos insetos
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a) Curvas TG das amostras de quitina. As siglas CT-BZM, CT-LZM, CT-BTM, CT-LTM, CT-ABD e
CT-NBD, representam amostras de quitinas do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas morio, larva
do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor, Blaptica dubia adulta e ninfa
Blaptica dubia, respectivamente.
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b) Curvas DTG das amostras de quitosana. As siglas CS-BZM, CS-LZM, CS-BTM, CS-LTM, CS-ABD
e CS-NBD, representam amostras de quitosana do exoesqueleto cutilar do Besouro Zophobas morio,
larva do Zophobas morio, besouro Tenebrio molitor, larva do Tenebrio molitor, Blaptica dubia adulta e
ninfa Blaptica dubia, respectivamente.

Observou-se também que as amostras CS-BZM, CS-LZM, CS-BTM e CS-ABD,
apresentaram maior estabilidade térmica que a amostra de quitosana comercial. Ma, Xin e Tan
(2015) também observaram que a estabilidade térmica da quitosana obtida dos residuos de
Catharsius molossus foi maior que a da quitosana comercial. Os autores associaram esse dado
ao indice de cristalinidade, indicando que as amostras que possuem maior indice de
cristalinidade, apresentam maiores temperaturas de decomposi¢éo térmica e por consequéncia
maior estabilidade térmica. A mesma tendéncia de direta proporcionalidade entre os ICR e
estabilidade térmica também foi observada no presente estudo (Figura 15 e Tabela 5).

Os perfis e as medidas das curvas TG das amostras de quitina e quitosana extraidas
dos residuos dos insetos se apresentaram compardveis com 0s respectivos biopolimeros
extraidos de outras fontes, como espécimes marinhas e outros insetos. Portanto, corroborando as

similaridades em nivel molecular e estrutural entre esses biopolimeros.
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Tabela 5 - Medidas termogravimétricas. Umidade, temperatura de estabilidade térmica

(TonsetDTG) e residuo das amostras de quitina e quitosana obtidas dos residuos dos insetos.

Tonset DTG (OC)

Amostras Umidade (%) Residuo (%)
| 1

CT-ABD 2,94 197,70 373,93 11,67
CT-BTM 6,66 312,50 427,95 25,00
CT-NBD 4,32 368,00 18,28
CT-LTM 3,60 - 360,00 12,50
CT-LZM 4,56 - 365,02 7,13
CT-BzM 7,95 320,50 382,68 0,34
CS-ABD 6,93 310,60 - 20,59
CS-BTM 6,89 326,80 - 30,91
CS-NBD 9,99 256,00 - 0,77
CS-LT™M 7,05 245,80 - 4,14
CS-LZM 7,94 329,90 - 31,79
CS-BZM 8,61 328,20 - 33,02
CS-Comercial 9,80 301,50 - 0,04

CT-BZM (quitina da cuticula do besouro Zophobas morio), CT- LZM (quitina da cuticula da larva do Zophobas
morio), CT- BTM (quitina da cuticula do besouro Tenebrio molitor), CT- LTM (quitina da cuticula da larva do
Tenebrio molitor), CT-ABD (quitina da cuticula do inseto da Blaptica dubia), CT-NBD (quitina da cuticula da
ninfa da Blaptica dubia).

5.8 Parametros reol6gicos da quitosana

A Figura 16 e Tabela 6 mostram os resultados para a viscosidade aparente das
quitosanas (1%, m v) em solucdo aquosa de acido acético (1%, v v1) com taxa de
cisalhamento na faixa de 10-1000 s a 25°C. As quitosanas dos residuos de inseto
apresentaram valores variando de 195,96 a 235,87 mPa.s. Para todas as amostras avaliadas,
0s resultados foram menores em comparagdo a quitosana comercial (249,86 mPa.s) (p<0,05),
sendo a quitosana CS-LZM (235,87 mPa.s), a que mais se aproximou. Esses resultados podem
estar relacionados com as respectivas massas moleculares das amostras, uma vez que as
quitosanas que apresentam maior distribuicdo de massa molecular, apresentam maior
viscosidade (Hahn et al., 2020). Muito embora a correlagdo entre massa molecular e
viscosidade ja seja conhecida, as massas moleculares medias das quitosanas ndo foram

determinadas no presente trabalho.
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Todas as amostras apresentaram redugdes nos valores de viscosidade aparente com o
aumento da taxa de cisalhamento. Esse comportamento é provavelmente devido ao alinhamento
das cadeias poliméricas na direcdo do fluxo, indicando ser um fluido pseudopléastico (Silva-

Weiss et al., 2013).

O comportamento reoldgico da quitosana como fluido ndo newtoniano foi relatado por
Luo et al., (2019), ao avaliarem quitosanas obtidas a partir da casca do camarao e de quatro
espécies de insetos. Os autores observaram que para a quitosana da casca de camardo, a
viscosidade diminuiu drasticamente a medida que a taxa de cisalhamento aumentava. Nas
amostras dos insetos, a viscosidade também diminuiu a medida que a taxa de cisalhamento

aumentou, no entanto, de forma mais gradual.

Figura 16 - Viscosidades aparentes das amostras de quitosana obtidas dos residuos dos insetos.
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do Zophobas morio), CS- BTM (quitosana da cuticula do besouro Tenebrio molitor), CS- LTM
(quitosana da cuticula da larva do Tenebrio molitor), CS-ABD (quitosana da cuticula do inseto da
Blaptica dubia), CS-NBD (quitosana da cuticula da ninfa da Blaptica dubia) e CS-SA = quitosana
comercial.
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Tabela 6 - Pardmetros reoldgicos de suspensao das diferentes amostras de quitosana.

Viscosidade aparente

Amostras (MPa.s) K (Pa.s") n R2

CS-BZM 195,96 + 2,972 581,81 + 8,84" 0,53+0,00¢ 0,99
CS-LZM 235,87 + 6,16¢ 576,43 + 16,32 ° 0,61+0,00° 0,99
CS-BTM 216,68 + 2,43 669,02 £ 9,50 © 0,51 +0,00 ¢ 0,99
CS-LTM 215,72 + 4,39 ¢ 749,07 + 9,36 ¢ 0,46 £0,00° 0,99
CS-ABD 212,35+1,06° 588,84 +0,16° 0,56 £ 0,00 ¢ 0,99
CS-NBD 224,71+ 4,38 ° 890,00+ 9,11 ¢ 0,40+0,00 0,96
CS-Comercial 249,86+ 0,18 ¢ 507,45+ 1,162 0,69 +0,00 ¢ 0,99

* Solugdo de quitosana 1,0% (m v1), 25°C, 10 s*. CS-BZM quitosana do exoesqueleto cuticular do besouro
Zophobas morio, CS-LZM quitosana do exoesqueleto cuticular da larva Zophobas morio, CS-BTM quitosana do
exoesqueleto cuticular do besouro Tenebrio molitor, CS-LTM quitosana do exoesqueleto cuticular da larva
Tenebrio molitor, CS-ABD quitosana do exoesqueleto cuticular da barata adulta e CS-NBD quitosana do
exoesqueleto cuticular da ninfa da barata.

O comportamento do fluxo foi ajustado ao modelo Ostwald de Waelle (R?>0,96) para
todas as amostras, conforme demonstrado na Tabela 6, sendo o valor do indice de
comportamento do escoamento (n) menor que 1 para todas as amostras, como esperado para
fluidos pseudopléasticos (Saenz-Mendoza et al., 2020).

E de suma importancia conhecer as propriedades reoldgicas das quitosanas em
solugéo. De acordo com Silva-Weiss et al., (2013) as solugdes com viscosidades mais baixas
sd0 mais interessantes ao processamento durante operacdes de alto cisalhamento, como
bombeamento, enchimento e aplicacdes de pulverizacdo. Por outro lado, as solucdes de alta
viscosidade aparente em baixas taxas de cisalhamento, apresentam textura agradavel
proporcionando uma sensacdo na boca desejavel durante a mastigacdo, para aplicacdes em
alimentos. Além disso, também sdo interessantes na preparacdo de solucbes formadoras de

filmes por imerséo.

6 CONCLUSAO

Quitina e quitosana foram obtidas a partir dos residuos de criacdo de Tenéebrio molitor,
Zophobas morio e Blaptica dubia e caracterizadas com sucesso. Os resultados obtidos
demonstram que esses residuos possuem teores de quitina comparaveis aos relatados para as

fontes convencionais, como a casca de camardo ecaranguejo. A quitosana apresentou altos
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graus de desacetilagdo, solubilidade e demais caracteristicas fisico-quimicas similares ao da
quitosana comercial. 1sso prenuncia seu potencial nas mesmas aplicacdes ja consolidadas para
quitina e quitosana de crustaceos, mas como uma fonte alternativa desses biopolimeros.

E importante ressaltar que esse € um estudo preliminar que buscou avaliar os
potenciais dos residuos oriundos da criacdo de insetos em larga escala como fonte de quitina.
Apesar dos resultados obtidos, estudos adicionais para o desenvolvimento de procedimentos
que otimizem a extracdo da quitina e quitosana sem alterar suas caracteristicas quimicas

intrinsecas ainda sdo necessarios.
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