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A minha familia

A vida é como andar de bicicleta. Para manter o equilibrio, devemo-nos continuar a mover.
Albert Einstein
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Resumo

Com o decurso do tempo, tém-se intensificado os esforgcos no sentido da resolugao dos
desafios globais. Neste quadro, a Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) definiu um conjunto
de Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), entre os quais sobressai 0 combate a
fome. No ambito deste ODS, tém sido conduzidas diversas investigagbes, algumas com
resultados promissores do ponto de vista da aplicacao pratica, mas cuja disponibilidade no
mercado permanece limitada. E neste contexto que se insere a Agenda Mobilizadora
InsectERA.

A InsectERA visa potenciar a interligacéo entre entidades de investigacédo e desenvolvimento
(I&D) e os demais intervenientes do setor agroalimentar, de modo a fomentar a acessibilidade
a solugdes inovadoras baseadas em insetos e seus derivados. Para o efeito, foram
estabelecidas parcerias com operadores como a Auchan e a Casa Mendes Gongalves, no
dominio da distribuicido e comercializacdo, bem como com instituicdes académicas e centros
de investigacao, designadamente a Universidade Nova de Lisboa e a Universidade de Aveiro.

Até a presente data, os insetos contemplados no projeto InsectERA incluem Tenebrio molitor
(TM), Hermetia illucens (HI) e Acheta domesticus (AD). O presente estudo concentra-se na
extracao e otimizacao do 6leo de Hermetia illucens, com vista a sua incorporagdo em matrizes
alimentares humanas e animais. Estes 6leos poderao ainda no futuro ser usados na cosmética
ou até mesmo como lubrificantes ou ceras.

A Agenda Mobilizadora InsectERA contribui, assim, para reforgar a competitividade e a
resiliéncia da economia portuguesa, atraveés da colaboracao estratégica entre organizagdes
de I&D e operadores do setor.

O presente trabalho consistiu na realizacdo da extracdo solido-liquido de 6leo de larvas
desidratadas da Hermetia illucens fornecidas pela Entogreen, que também integra a Agenda
InsectERA. Foram usadas técnicas de extragao solido-liquido recorrendo a solventes verdes
para a obtencao do dleo de varias amostras de HI (0,5 g), sempre a temperatura ambiente.
Com recurso a métodos estatisticos, realizou-se a selecdo do melhor solvente verde a usar
na extracdo de Oleo a partir da farinha de inseto utilizando técnicas gravimétricas.
Selecionou-se ainda o volume e o tempo de contacto ideais para extragdes maximas,
procedendo-se depois a um scale-up laboratorial (500 g). Os extratos foram caracterizados
ao nivel da composicédo lipidica utilizando técnicas classicas. Por espetroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) foi possivel concluir que o extrato é essencialmente
composto por triacilglicerdis (TAGs). Este resultado correlaciona bem com o obtido
anteriormente para o TM. O rendimento maximo de extracao foi de cerca de 30%, também
em linha com o obtido para o TM. Este rendimento revela que se extraiu quase a totalidade
do 6leo esperado para o HI.

PALAVRAS-CHAVE: ONU, insectERA, Hermetia illucens, 6leo, extragdes solido-liquido.
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Abstract

Over time, efforts to address global challenges have intensified. In this context, the United
Nations (UN) defined a set of Sustainable Development Goals (SDGs), among which the fight
against hunger stands out. Within the scope of this SDG, several studies have been conducted,
some with promising results from a practical perspective, but their market availability remains
limited. It is within this context that the InsectERA Mobilizing Agenda fits in.

InsectERA aims to strengthen the interconnection between research and development (R&D)
entities and other actors in the agrifood sector, in order to foster accessibility to innovative
solutions based on insects and their derivatives. To this end, partnerships have been
established with operators such as Auchan and Casa Mendes Gongalves, in the field of
distribution and marketing, as well as with academic institutions and research centers,
especially the Universidade Nova de Lisboa and the Universidade de Aveiro.

To date, the insects covered by the InsectERA project include Tenebrio molitor (TM), Hermetia
illucens (HI), and Acheta domesticus (AD). This study focuses on the extraction and
optimization of Hermetia illucens oil, with a view to its incorporation into human and animal
food matrices. These oils could also be used in cosmetics or even as lubricants or waxes in
the future.

The InsectERA Mobilizing Agenda therefore contributes to strengthening the competitiveness
and resilience of the Portuguese economy through strategic collaboration between R&D
organizations and industry operators.

This work consisted of performing solid-liquid oil extraction from dehydrated larvae of Hermetia
illucens supplied by Entogreen, which is also part of the InsectERA Agenda. Solid-liquid
extraction techniques using green solvents were employed to obtain oil from several samples
of HI (0.5 g), always at room temperature. Using statistical methods, the best green solvent to
use in oil extraction from insect meal was selected using gravimetric techniques. The ideal
volume and contact time for maximum extractions were also selected, and a laboratory
scale-up (500 g) was then performed. The extracts were characterized in terms of lipid
composition using classical techniques. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
revealed that the extract is essentially composed of triacylglycerols (TAGs). This result
correlates well with that previously obtained for TM. The maximum extraction yield was
approximately 30%, also in line with that obtained for TM. This yield reveals that almost all the
oil expected for HI was extracted.

KEYWORDS: UN, insectERA, Hermetia illucens, oil, solid-liquid extractions.
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Valorizagdo de biomassa de insetos através do desenvolvimento de técnicas de processamento inovadoras

1. InTRODUCAO

1.1. Ambito do Trabalho

Portugal pertence a Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) devendo por isso contribuir para
a obtencao dos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos.[1] (Figura
1) Neste trabalho terdo relevo os ODS 2 — erradicar a fome, 3 — saude de qualidade, 8 —
trabalho digno e crescimento econdémico, 9 — industria, inovagéo e infraestruturas e 12 —
producao e consumo sustentaveis.

@ OBJETIVE3S sUsTenTAVEL

ERRADICAR SAODE EDUCAGAD IGUALDADE
APOBREZA DEQUALIDADE DEGENERD

it

TRABALHODIGNO 1 0 REDUZIRAS
ECRESCIMENTO DESIGUALDADES
ECONOMICO

13 ACAD 14 Pomas 16 Pizdustca 17 PARccnuseark
CLIMATICA EINSTITUIGOES AIMPLEMENTACAD

EFICAZES DOSOBJETIVOS
¢ OBIETIVOS

DE DESENVOLVIMENTO

SUSTENTAVEL

Figura 1 - Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel. [1]

Com o aumento da populagdo mundial existe uma maior dificuldade em controlar os objetivos
2, 3 e 12. Portanto, a industria alimentar tem tentado desenvolver formas de alimentagao mais
sustentaveis e com elevado potencial proteico, mas também ricas em lipidos
(designadamente em dmegas-3, 6 e 9).[2]

Em Portugal introduziram-se recentemente insetos na alimentacdo humana, pois estes sao
na sua maioria ediveis (cerca de 80% para o Acheta domesticus [3]). Especificamente, a
quantidade de lipidos fornecidos pelos insetos depende da sua alimentacdo, do estado de
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vida, da sua espécie e, do seu género, sendo as fémeas as que fornecem um maior nimero
de lipidos e proteinas.[4]

Para conseguir manter uma boa producgao sera necessaria a criagdo de uma industria, o que
levara a criagdo de novos empregos, estando em linha com os objetivos 8 e 9. Esta area de
investigacdo esta neste momento em franca expansao e existem empresas em Portugal
dedicadas ao cultivo de insetos. Através do estabelecimento de parcerias entre estas
empresas e diversas universidades, institutos politécnicos e institutos de investigacao estéo a
ser feitos avangos nesta area, € exemplo disso o projeto InsectERA (Figura 2).[5]
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Figura 2 - Parceiros da InsectERA.

No caso da cultura ocidental existe ainda uma barreira comportamental ao consumo de
insetos [3], mas no caso da cultura oriental esta barreira esbate-se, mas existe o problema de
nem todos os insetos estarem aptos para 0 consumo humano, seja pela espécie ou por causa
da sua alimentagao (e.g. inseticidas), ou ainda por causa do seu microbioma.[6]

Os insetos possuem uma exigéncia alimentar menor do que o gado em geral, por isso a sua
criacdo acaba por ter uma emissao mais baixa de poluentes.[6] Além disso, 0s insetos tém
mais aplicacdes que ndo a alimentagao, por exemplo: sdo uma fonte de quitina, que pode ser
usada para tratamento de queimaduras [7], podendo ainda ser usados em casos de estudo
clinicos [8].

O presente trabalho insere-se no ambito da Agenda Mobilizadora (AM) InsectERA que decorre
das AMs para a Inovagao Empresarial, enquadradas no Plano de Recuperacgao e Resiliéncia
(PRR). Estas “surgiram com o objetivo de consolidar e expandir sinergias entre o tecido
empresarial e o sistema cientifico e tecnolégico em Portugal, contribuindo para o incremento
da competitividade e resiliéncia da economia portuguesa, com base em I&D, na inovagao e
na diversificagao e especializagao da estrutura produtiva”.[9]

Na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (NOVA FCT) e, na
Universidade de Aveiro, espera-se o desenvolvimento de técnicas sustentaveis de extragédo
de d6leos e proteinas, respetivamente, de insetos especificamente destinados ao uso em
alimentos. Pretende-se ainda a identificagdo dos diferentes extratos e purificagdo de 6leo e
proteina de Hermetia illucens, Tenebrio molitor e Acheta domesticus. Para a extracao seletiva,
separagao e purificagao de lipidos e proteinas, sera usada uma tecnologia sustentavel
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baseada em solventes alternativos mais verdes (ponderando a utilizagédo de liquidos iénicos
e sistemas eutécticos). Neste contexto, a selecdo adequada dos solventes e processos de
extracao sera crucial para alcangar uma valorizagao eficiente da biomassa de insetos. Esta
tecnologia sera otimizada em laboratério permitindo um aumento de escala.

1.2. Agenda Mobilizadora InsectERA

1.2.1 InsectERA

A InsectERA é uma agéncia mobilizadora criada em Portugal para promover a ligagcéo entre
o sistema de 1&D existente na area dos insetos e o mercado para dessa forma adicionar valor
ao produto que vai ser comercializado e facilitar a sua disponibilidade no mercado. A
InsectERA insere-se na utilizagdo de insetos para alimentagdo em Portugal e possivelmente
no ocidente com a possibilidade de expansao dependendo do resultado da investigagao e da
abertura das pessoas aos produtos.[9]

1.2.2 Quimica verde

O conceito de quimica verde foi introduzido no inicio dos anos 1990 e foi-se desenvolvendo
até aos dias de hoje para acompanhar as mudancas tecnoldgicas. [10]

Este trabalho foi desenvolvido tendo em conta 12 principios:
1° Prevencado — E melhor prevenir desperdicios que tratar ou limpa-los depois de formados.

2° Economia atéomica — Utilizacao de métodos de sintese que maximizem a incorporagao da
matéria-prima no produto final.

3° Sintese — Sempre que possivel, métodos de sintese devem ser designados de modo a criar
nenhum ou minimo perigo para a saude do ambiente e humana.

4° Quimicos nao toxicos — devem ser usados produtos quimicos que mantenham o maximo
de eficiéncia e com a menor toxicidade.

5° Solventes ndo téxicos — As substancias auxiliares ndao devem ser usadas sempre que
possivel e quando usadas devem ser ndo téxicas.

6° Energia — Sempre que possivel os métodos de sintese devem ser realizados a temperatura
e pressao ambiente.

7° Materiais renovaveis — As matérias-primas devem ser de origem renovavel sempre que
possivel.
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8° Derivados — A derivacao desnecessaria deve ser minimizada ou evitada se possivel pois
estes passos requerem o uso de reagentes adicionais criando desperdicios.

9° Catalise — O catalisador tem de estar em maior quantidade que os reagentes
estequiométricos.

10° Biodegradagao — Os produtos quimicos devem ser desenhados de forma que no fim das
suas funcdes se quebrem de modo a n&o persistir no ambiente.

11° Analise — Desenvolvimento de técnicas que possibilitem a monitorizagdo do processo em
tempo real para poder prevenir a formacgao de substancias secundarias.

12° Prevencao de acidentes — As substancias e a forma das substancias no processo quimico
devem ser escolhidas de modo a diminuir acidentes, fugas, explosodes e fogos.

1.2.3.0leo

E a designacdo quimica de varias substancias, liquidas a temperatura ambiente, gordurosas
e inflamaveis, de origem vegetal, animal ou mineral.[11]

Oleos sdo na sua maioria constituidos por lipidos podendo ter diferencas na sua constituicdo
pela presenca de diferentes concentracbes de acidos lipidicos como de outros componentes.

1.3 Extracao solido-liquido

Na Figura 3 é possivel ver uma representagao por cores de uma extracao sélido-liquido. [12]
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Figura 3 - llustragdo de uma extragao soélido-liquido. A — Solvente; B — soluto; C - mistura/solugao; D — residuo; E
— produto desejado dissolvido no solvente; F — solvente recuperado; G — produto extraido.[12]
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A extracao continua sdlido-liquido € um método utilizado na purificacdo e separagao dos
componentes de uma mistura. A partir deste método é possivel isolar um componente a partir
de uma mistura, através da separagao deste componente dos outros constituintes.[13]

A técnica usada neste trabalho foi um conjunto do método de imersao e cristalizago.
O método de imerséo para se retirar o 6leo da farinha de HI com o solvente e 0 método de
cristalizacao para retirar o 6leo do solvente.[14]

1.3.1. Método de imerséao

E um método para dissolver fitoquimicos com solventes apropriados & temperatura ambiente
ou a baixas temperaturas (<80°C). E adequado para extrair fitoquimicos que se degradam
facilmente a altas temperaturas. Primeiramente, o pé ou pedagos da planta devem ser
colocados num recipiente adequado e, de seguida, sdo adicionados os solventes apropriados
(agua, etanol, etanol aquoso, etc.) para imersao do material durante o tempo determinado. A
agitacao intermitente durante o processo pode acelerar a taxa de dissolugdo. O método de
imersao é simples, mas pouco eficiente, e a taxa de extragdo também é baixa.

1.3.2. Método de cristalizagao

A cristalizacdo é o processo de precipitacdo de solutos a partir de uma solugdo de
componentes complexos, sendo um método eficaz para preparar substincias puras. A
cristalizagdo inicial resulta geralmente em impurezas e necessita de uma nova cristalizagao,
denominada recristalizacio. Trata-se de um método para separar compostos de uma mistura,
utilizando a diferenga de solubilidade de cada componente no solvente.

Nao é esperado que esta técnica seja a mesma usada a nivel industrial pois existem muito
mais consideracgdes a ter a esse nivel, mas € um bom principio para ter conhecimento do nivel
de extracao possivel, e as condigdes que se esta disposto a modificar para se obter um melhor
rendimento.[15]
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1.4. Hermetia illucens
Taxonomia

Na Tabela 1 apresenta-se a taxonomia da Hermetia illucens. [16]

Tabela 1 — Taxonomia da Hermetia illucens [16]

Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécies
Animalia | Arthtopoda | Insecta Diptera | Stratiomyidae | Hermetia | Hermetia
lllucens

Vida e factos

A mosca-soldado-negra (Hermetia illucens) apresenta atividade predominantemente diurna,
concentrando a reproducédo e a oviposigao no periodo de maior intensidade luminosa. Durante
a noite, os individuos permanecem inativos. A disponibilidade de luz exerce ainda forte
influéncia na sua fertilidade, sendo a capacidade reprodutiva significativamente reduzida na
sua auséncia.

Enquanto adultos, estas espécies deixam de ingerir alimento sodlido, sustentando-se
unicamente pelas reservas lipidicas acumuladas na fase larvar. Contudo, mantém um sistema
olfativo apurado, que Ihes permite detetar locais de matéria em decomposi¢cdo — o substrato
preferencial para a deposicao de ovos.

A reprodugéo da mosca-soldado-negra é mediada por estimulos ambientais visuais, tacteis e
quimicos. A presenga de luz ndo s6 regula a atividade reprodutiva, como Ihes confere a
capacidade de reconhecer outras espécies e distinguir os potenciais parceiros. Observagdes
efetuadas em areas de transi¢cao entre habitat florestal e zonas agrarias revelaram que cerca
de 91 % dos exemplares capturados junto as margens florestais eram machos, em busca de
territorio para cortejar fémeas, enquanto aproximadamente 91 % dos insetos recolhidos nas
imediacdes de exploragdes agricolas eram fémeas, procurando fendas ou cavidades para
depositar os ovos.

Do ponto de vista ecologico, a mosca-soldado-negra distingue-se de outros dipteros
detritivoros pela sua preferéncia por estadios avangados de decomposi¢cao, caracterizados
por menor teor de humidade. Para a transigdo larva—pupa, as larvas requerem abrigos
protegidos da humidade excessiva; na falta de alimento suficiente, podem suspender
prematuramente o desenvolvimento, iniciando a fase pupa antes de atingirem o tamanho
6timo.
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Este conjunto de caracteristicas torna a Hermetia illucens particularmente interessante para
aplicagdes na valorizacao de residuos organicos e na producido de biomassa de alto valor
nutricional, reforcando o seu potencial na economia circular e na sustentabilidade agricola.[17]

Fertilizante organico derivado da Hermetia illucens

E um fertilizante organico de origem, rico em matéria organica e nutrientes essenciais para o
crescimento das plantas e para a manutengao da fertilidade dos solos agricolas. A presenca
de quitina proporciona o aumento da diversidade de fungos e bactérias benéficas ao solo,
enquanto contribui para a defesa e crescimento das plantas.

Este é um fertilizante organico que vai ao encontro das melhores praticas agricolas
sustentaveis e dos principios da agricultura regenerativa. Devido a sua complexidade, existe
uma sinergia entre os nutrientes presentes no fertilizante, o solo e a planta, trazendo
beneficios e resiliéncia as culturas ao stress abidtico, como seca, salinidade e temperaturas
extremas.[18]

Proteina animal transformada

Farinha desengordurada obtida por extragao de larvas de HI proporciona um efeito benéfico
na microbiota intestinal. Farinha altamente digerivel e com bom equilibrio de aminoacidos
destinada a alimentacao de animais de aquacultura, PET food, aves de capoeira e suinos.

A farinha de inseto € uma fonte proteica alternativa de alta qualidade que se destaca pela
presenca de péptidos antimicrobianos, considerados como os antibiéticos naturais, e de
quitina, um pré-bidtico na alimentacao animal, promovendo o aumento de bactérias benéficas
e a diminuicao de outras bactérias prejudiciais para os animais.[18]
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1.5. Tenebrio molitor
Taxonomia

Na Tabela 2 apresenta-se a taxonomia do Tenebrio molitor. [19]

Tabela 2 — Taxonomia do Tenebrio molitor [19]

Reino Filo Classe Ordem Familia Género | Espécies

Animalia | Arthtopoda | Insecta | Coleoptera | Tenebrionidea | Tenebrio | Tenebrio
molitor

Factos

O Tenebrio molitor, também conhecido como Larva-da-farinha, € um inseto amplamente
utilizado na alimentagao de animais, tanto na sua forma larvar como na fase adulta. A sua
dieta é baseada principalmente em farinha, e a agua necessaria para a sua sobrevivéncia é
obtida através da ingestao de frutas e vegetais frescos. Este inseto é geralmente mais ativo
durante a noite, o que o classifica como uma espécie noturna. Entre os seus predadores
naturais, destacam-se os passaros e répteis, que frequentemente o cacam tanto em
ambientes naturais como em cativeiro. Existe também uma variante conhecida como TM
gigante, que pertence a mesma espécie do Tenebrio molitor comum. A diferenga esta no facto
de o seu crescimento ter sido forgado através da administracao de hormonas, que retardam
a sua transicdo para a fase de pupa, permitindo-lhe atingir maiores dimensdes. Uma
caracteristica notavel do Tenebrio molitor € a sua capacidade de digerir entre 30 e 39
miligramas de poliestireno por dia, o que tem despertado interesse em estudos relacionados
com o tratamento de residuos plasticos.[20]

Vida
O ciclo da vida do TM tem 4 fases: ovo, larva, pupa e forma adulta.

As larvas do TM demoram de 3 a 9 dias a sair dos ovos e ficam nesse estado por 57 dias até
2 anos se forem submetidas a baixas temperaturas. Depois da larva entrar na fase de pupa
esta tem um tempo de 5 a 48 dias dependendo da temperatura e durante esse tempo a pupa
ndo come e desenvolve um exosqueleto mais rigido. Quando o organismo adulto emerge vive
por 2 a 3 meses. [21]
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1.6. Acheta domesticus
Taxonomia

Na Tabela 3 apresenta-se a taxonomia do Acheta domesticus. [22]

Tabela 3 — Taxonomia do Acheta domesticus [22]

Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécies
Animalia | Arthtopoda | Insecta | orthoptera Gryllidae acheta Acheta

domesticus
Factos

Entre os principais predadores do Acheta domesticus encontram-se aranhas, sapos, repteis,
aves, pequenos mamiferos e outros insetos. O seu desenvolvimento & altamente sensivel a
temperatura, sendo que mesmo pequenas variagdes podem provocar grandes diferencas no
ciclo de vida. Por exemplo, um aumento continuo de apenas 0,5 °C, de 30,5 para 31,0 £ 0,5
°C, ao longo de varias semanas, pode encurtar o ciclo de vida em cerca de 10 dias. Devido a
esta elevada suscetibilidade, o Acheta domesticus depende fortemente de condi¢des térmicas
estaveis para completar o seu desenvolvimento.[23]

Este inseto também pode causar reacoes alérgicas em pessoas sensiveis a crustaceos, uma
vez que partilha proteinas semelhantes. Além disso, a digestdo incompleta dessas proteinas
pode agravar a intensidade da reacgao alérgica.[24]

Vida

Os ovos de Acheta domesticus comeg¢am a eclodir cerca de 13 dias apds a oviposi¢cao quando
mantidos a 30,5 °C. A uma temperatura de 30 + 0,5 °C, machos e fémeas demoram
aproximadamente 45 dias desde a ecloséo até a muda final, passando geralmente por 7 a 9
instares. As fémeas adultas apresentam uma longevidade média de 70 dias, enquanto alguns
machos podem sobreviver até 90 dias. No entanto, abaixo dos 27 °C o crescimento torna-se
muito lento e a taxa de mortalidade dos grilos aumenta, por razdes ainda ndo totalmente
esclarecidas.[23]
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2 « PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e metodologia
2.1.1 Hermetia illucens

A larva Hl foi-nos fornecida pela Entogreen ja desidratada (Figura 4), na forma larvar avangada
préxima da transformacao em pupa, onde as larvas se encontram com massa maxima.

Figura 4 - Larvas desidratadas de HI fornecidas pela Entogreen (15/5/2025).

2.1.2 Solventes

A agua usada foi purificada através de um sistema de osmose inversa e tratada através de
um equipamento Diwer Tecnologies, tendo-se obtido uma condutividade de 1,35 pS.

Os solventes organicos utilizados durante o presente trabalho sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Diferentes tipos de solventes organicos utilizados na extragédo

Marca Tipo de solvente Pureza (%)
Carlo erba reagents Acetona 99,5
Carlo erba reagents Etanol 96
Honeywell Iso-propanol 99,8
Carlo erba reagents Acetato de etilo 99,5
Carlo erba reagents Metanol 99,98
Carlo erba reagents n-Hexano 95

11
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2.1.3 Equipamentos

Para a realizagdo da separacdo do 6leo do solvente foi utilizado um evaporador rotativo
(Vacuum Pump V-700, Blchi, Switzerland) com uma pressao de 70-150 mbar, com o banho
a uma temperatura de 40 °C, quando ja ndo havia mais solvente livre passou-se para uma
linha de vacuo (Bomba Edwards 8 two stages, com uma trap integrada arrefecida com azoto
liquido).

2.1.4 Preparacao da Hermetia illucens

Como a larva fornecida pela Entogreen se encontrava inteira e misturada com substrato de
crescimento (bagaco de azeitona) e alguns dejetos, foi realizada uma separagao das larvas
destas substancias através de um peneiro de 36 mm. Foi também necessario proceder a
moagem das larvas como forma de aumentar a area de contacto da larva para que se
obtivesse uma melhor extragcao (Figura 5).

Figura 5 - Procedimento da moagem apos ter sido realizada a peneiragao através do peneiro de 36 mm.

2.1.5 Selecao do solvente

Para o processo de selegao do solvente para a extracao de oleos de HI foi necessario a
realizagéo da extragao utilizando varios solventes verdes, para aferir qual promoveria melhor
rendimento de extragdo: agua ultrapura; acetona; etanol; iso-propanol; acetato de etilo;
metanol; hexano. A temperatura ambiente 20-30 °C, foi a temperatura selecionada
inicialmente para verificar se ocorria extragdo. Como ocorreu e o rendimento ficou muito

12
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préximo do maximo de éleo possivel de extrair jA ndo se equacionou a utilizacdo de
temperatura.

Para cada solvente foi preparado um vial com 0,5 g de farinha de HI desidratada onde se
juntou o solvente, seguido de uma agitacdo de 30 min, apds uma pausa de 5 min, foi realizada
uma filtragdo com filtros de PTFE hidrofébico 0,22 um, para um novo vial, onde foi feita a
evaporagao ao ar por 24 horas a temperatura ambiente, e uma secagem numa linha de vacuo.
Quando as 24h nao foram suficientes para a evaporagéo usou-se uma placa de aquecimento
a 60 °C seguida da secagem na linha.

Para o calculo do rendimento de extracéo (Y%) e da solubilidade (mghi/gsoivente) da farinha de
HI usaram-se as expressodes indicadas em seguida:

Vo ( massa do 6leo extraido

= i - ) * 100
massa da farinha de HI desidratada

massa do 6leo extraido * 1000)

solubilidade = (
massa do solvente

2.1.6 Otimizacao da extragao do 6leo da Hi

Para realizar a otimizacdo da quantidade de extrato obtido usou-se a analise fatorial. Sdo
recorrentemente usados 3 fatores e 2 niveis, mas neste trabalho foram usados 2' (2 fatores e
1 nivel), pois apenas foi estudado o efeito da variagdo do volume de solvente e do tempo de
contacto com a farinha, visto que apenas se usou a temperatura ambiente e esta ndo entrou
como fator. Apés a selecado do solvente foi necessario otimizar a extracao para diminuir os
desperdicios e aumentar a eficiéncia da extracao para respeitar os padrdes da quimica verde.
Assim, foi realizada a extragdo com iso-propanol mudando os parametros tempo de contacto
e volume de solvente de forma a otimizar a extragao.

Para isso foram feitas mais 11 extragbes com o solvente selecionado mudando outras
variaveis como tempo de contacto, e volume de solvente de acordo com dados fornecidos
pelo programa “ESTATISTICA 12 — STATSOFT” (Tabela 5).

13
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Tabela 5 - Tabela de otimizag&o tedrica

Tempo 15 45 15 45 48 | 55,2 30 30 30 30 30
(min)

Vsowente | 5 5 15 | 15 | 10 | 10 | 1,6 | 184 | 10 | 10 | 10
(mL)

2.1.7 Extracdo do 6leo da HI em pequena escala

A extracao do 6leo de Hermetia illucens (HI) foi realizada a temperatura ambiente, utilizando
0 solvente mais adequado, numa proporgdo de 20 g de farinha da larva para 363 mL de
solvente. A extracdo foi conduzida através de um funil de placa filtrante de vidro de 1 L,
porosidade 5 (Witeg). Posteriormente, o solvente presente no extrato foi removido num
evaporador rotativo (Vacuum Pump V-700, Blchi, Switzerland), seguido de uma etapa de
secagem adicional com o auxilio de uma linha de vacuo, até a obtencao do peso final.

2.1.8 Processo de scale-up laboratorial da extracado do 6leo de HI

A extracao do 6leo de HiI foi realizada a temperatura ambiente com o solvente mais apropriado
com 2 L de solvente para 544 g de farinha da larva de HI com extragdo para evitar gastos
muito elevados de solvente. A extracao foi realizada através de um funil de placa filtrante de
vidro de 1 L porosidade 5 (Witeg), de seguida seco com um evaporador rotativo (Vacum Pump
V-700, Blchi Switzerland) com auxilio da linha de vacuo, de modo a permitir a obtengéo do
peso final.

2.1.9 Analise do 6leo

Ap6s a realizagao da extragao do 6leo foi realizada uma analise ao mesmo para se entender
melhor a sua composigao.

O Oleo da larva desidratada da Hermetia illucens apresentou-se amarelo, com cheiro
caracteristico e foi caracterizado como '"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 5,27 (3 H, m, -HC=CH—
), 6 519 (1 H, m, —CHOgy—), 6 4,15 (4 H, dd dd, CH.Oay—), & 2,70 (1 H, t,
—HC=CH—CH—CH=CH—), 6 2,24 (6 H, t, —CH2COO), & 1,95 (5 H, m, Allylic CH;), 6 1,54 (6
H, m, —CH,COO—CH>—(CH),), 6 1,23(12 H, s, —(CH2)—CH>—CHzs), & 1,19 (44 H, s,
—(CH2),—), 6 0,81( 9 H, m, —CHs) ppm.

14
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2.1.10 RMN

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica ndo destrutiva extremamente
importante para a obtencao de informacao estrutural, fisico-quimica e eletrénica no estado
solido ou liquido. Para além de informacao acerca da estrutura molecular esta técnica permite
também obter informagédo acerca de dindmica molecular.[25] Em quimica, € amplamente
utiizada para analises qualitativas e quantitativas, para monitorizar reacgdes, identificar
estruturas e avaliar a pureza.

2111 FTIR

A Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) € uma técnica analitica utilizada para obter um espetro de
absorgao quando se analisa uma amostra, que pode ser sdlida, liquida ou gasosa. O FTIR é
um teste nao destrutivo, pois mede simplesmente a quantidade de luz absorvida por uma
amostra, dependendo do comprimento de onda da luz infravermelha incidente.[26]

15
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3. ANALISE DE RESULTADOS

3.1 Selegao do solvente

Como referido anteriormente para a realizacédo da selecao dos solventes foi necessario retirar
uma pequena amostra da farinha e fazer a extragdo dessa amostra com cada um dos
solventes e registar os resultados (Tabela 6).

Tabela 6 - Selegado do solvente

Agua Acetona | Etanol Iso- Acetato | Metanol
ultrapura propanol de etilo
Extracao (%) 5,75 27,24 12,92 27,04 27,78 6,35
Solubilidade 5,77 34,74 16,30 34,55 30,96 8,02
(mgsolutolgsolvente)

Dos solventes selecionados é possivel verificar que o acetato de etilo mostrou a melhor
capacidade de extracao (27,78%), mas como nao possui o valor mais elevado de solubilidade
(30,96 MQsoluto/Tsoivente) ifia ser necessario um maior volume quando se avangasse para um
scale-up. A acetona, apesar de ter a segunda melhor capacidade de extragao (27,24%) e uma
boa solubilidade (34,74 MQsoluto/Jsovente) NAO € tA0 estavel a temperatura ambiente (¢ mais
volatil e inflamavel libertando vapores que sao prejudiciais a saude) como o iso-propanol
(terceiro na capacidade de extracao 27,04% e com uma solubilidade ao nivel da acetona). Por
iSso e, porque a acetona nao € considerada segura para fins alimentares, foi escolhido o iso-
propanol.

Como verificagdo do método de extragao utilizado e, para garantir que estava a extrair o
maximo possivel, foi realizada uma extragdo com o n-hexano, um solvente nao verde. (Tabela
7)
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Tabela 7 - Resultados da extragéo realizada com n-hexano

n-hexano
Extragao (%) 28,96
Solubilidade 43,956
(mgsolutolgsolvente)

Assim foi possivel concluir que o solvente iso-propanol € um bom solvente para este método.

No fim, como se destina a um produto com objetivo final o0 consumo humano, foi necessario
fazer uma analise de ressondncia magnética nuclear para saber quais os acidos gordos
associados ao 6leo, como também garantir que com este tipo de técnica n&o existe solvente
no produto final.

3.2 Otimizagao da extragao

Apos a identificacdo do solvente com maior extragdo e potencial para ser usado no mercado,
foi necessario realizar um estudo de modo a se perceber qual € o melhor racio entre as
variaveis soluto, solvente, tempo para que houvesse a maior extragao possivel. Seguindo as
instrucdes dadas pelo programa “ESTATISTICA 12 — STATSOFT”: com o seguinte resultado
(Tabela 8).

Tabela 8 - Tabela de otimizagao pratica

Tempo (min) Vsolvente (ML) Extracao (%)
1 15 5,07 22,94
2 45 4,94 25,56
3 15 14,95 29,30
4 45 14,92 27,89
6 4,8 10,09 21,40
7 55,2 9,89 28,46
8 30 1,64 7,16
9 30 18,17 30,30
10 30 10,00 27,78
11 30 9,92 27,91
12 30 9,90 26,79

De acordo com a estudo realizado é possivel verificar que o ponto 9 € o ponto no qual se
obteve a maior extracao (Tabela 8) e que, no ponto 3 com menos solvente e metade do tempo,
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€ possivel ter uma extragdo proxima da desejada. Por isso escolheu-se o ponto 9, pois assim
€ possivel ter certeza que a extragdo efetuada € sempre maxima. Através do programa
“ESTATISTICA 12 — STATSOFT” foi possivel criar um gréafico da Tabela 8 onde se pode verificar
que os pontos mais elevados do gréafico correspondem aos pontos 3 e 9 (Figura 6).

Fitted Surface; Variable: Extraction (%)
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=16.24909
DV: Extraction (%)

[N Y

B > 30
<27
<22
< 17
Cl<12
<7
<2
<3

Figura 6 - Representacdo do rendimento de extrac&o vs. volume de solvente vs. tempo pelo programa
ESTATISTICA — STATSOFT.

Como se pretendeu enviar amostras em maior escala para a empresa Mendes Gongalves
poder formular molhos usando como base o 6leo de Hl extraido, o ultimo passo deste trabalho
consistiu em fazer extragao dos 6leos a uma escala intermédia para garantir que nao haveria
uma perda muito grande da percentagem de extragao.

3.3 Extracao e Scale-up laboratorial

Durante o scale-up laboratorial p6de-se verificar uma diminuicdo da eficiéncia na primeira
extracdo (Tabela 9), apesar de nao ter sido uma diminuicdo muito significativa é possivel
estimar que sera necessario mais de uma extragcao para se obter uma percentagem proxima
a pequena escala.
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Tabela 9 - Extragdo laboratorial (20 g)

12 extragio | 22 extragdo
Massa inicial — copo de 169,67
precipitacao (g)
Tempo de contacto (min) 30
Massa da farinha de Hl 20,44
desidratada (g)
Volume de Iso-Propanol 363,4
(mL)
Massa do baldo (g) 180,3 55,34
Massa do baldo + farinha 185,63 56,37
seca (g)
Oleo (9) 5,33 1,03
Extracéo (%) 26,08 5,04
Total extraido (%) 31,12

Para a continuagao do trabalho foi feita ainda mais um aumento na escala (Tabela 10) para
se poder perceber melhor as mudangas na eficiéncia da extracao.

Tabela 10 - Scale-up laboratorial (544 g)

12 extracio | 22 extracgio
Massa inicial — copo de 169,67
precipitacao (g)
Tempo de contacto (h) 1
Massa da farinha de Hl 544 4
desidratada (g)
Volume de Iso-Propanol (L) 2 1®
Massa do baldo (g) 390,19 306,68
Massa do baldo + farinha 480,16 361,15
seca (g)
Oleo (9) 89,97 58,52
Extracdo (%) 16,53 10,75
Total extraido (%) 27,28
® - Reutilizado.

Para o segundo aumento de escala houve uma perda significativa na extragao, por isso foi
feita uma segunda extragdo com o solvente recuperado através de um evaporador rotativo
obtendo-se uma extragéo de 27,28% dos 30% pretendidos. Com uma extragao de 27% foi
possivel verificar que a nivel industrial iria ser necessario um sistema de recirculagao pois de
outra forma os gastos seriam muito altos. Para além da perda significativa na eficiéncia na
extragao também foi possivel verificar a formagdo de camadas de depdsitos brancos nas
paredes dos baldes usados aquando da extracao. Estes depdsitos foram separados, lavados
com iso-propanol, secos e depois analisados por 1H RMN resultando num espetro igual ao
dos restantes extratos. Os espetros revelam ressonéancias tipicas de moléculas de
triacilglicerol, sendo que os depdésitos podem conter mais moléculas saturadas do que
insaturadas, que tém maior propensao para solidificar a temperatura ambiente. Os acidos
gordos que compdem as cadeias laterais do triacilglicerol podem ser saturados,
monoinsaturados e diinsaturados, sendo que estes dois ultimos podem dobrar-se no espago
(ttm maior dinAmica molecular) gracas as insaturagdes o que os leva a manterem-se mais
liquidos a temperatura ambiente.
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Foi feita ainda uma tentativa de cristalizagao dos extratos que resultaram a baixa temperatura
(=15 °C). Infelizmente nao foi possivel fazer a leitura dos cristais obtidos, por difracao de
raios-X de cristal Unico, porque o equipamento se encontrava com a linha de transferéncia de
azoto liquido avariada e, sem esta ndo era possivel manter a temperatura baixa para
conservacgao dos cristais.

3.4 RMN

E uma técnica ndo destrutiva que possibilita a leitura da estrutura da molécula em trabalho,
como também ¢é possivel descobrir contaminagdes no trabalho através da presenca de
elementos estranhos a molécula.

As atribui¢des de picos de RMN sao baseadas na integracédo e multiplicidade de picos.

Os espetros de RMN de 'H utilizados para a caracterizagao foram registados num Bruker
Avance II+ 400 (1H a 400,13 MHz) com o espetrometro a uma temperatura de sonda de 293
+ 2 K. Os desvios quimicos (0) sdo apresentados em partes por milhdo em relagdo ao
tetrametilsilano (TMS) utilizado como referéncia interna para os espetros de RMN de 'H em
CDCls. (Figura 7).
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Figura 7 — Espetro de 'H-RMN do extrato isolado usando iso-propanol como solvente.

Apos o estudo do Espetro de 'H-RMN (Figura 7) foi realizada uma ilustragdo com os valores
apresentados para que fosse claro a molécula em estudo. (Figura 8)
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Figura 8 — Atribuicdo dos picos de RMN numa molécula de triacilglicerol.
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3.5FTIR

Para a realizacdo da analise FTIR foi retirada uma pequena fracdo do extrato de HI que foi
colocada no aparelho de ATF-FTIR (Figura 9). Foi feito para ficar com a “fingerprint” do extrato.
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Figura 9 - Analise FTIR.
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Tabela 11 - Atribuicdo dos numeros de onda observados aos grupos funcionais

NiUmeros de onda Grupo funcional
429,188 -
718,280 -
890,587 -
1111,860 -C-O0
1173,777 -C-O0
1204,980 -C-O
1238,220 -C-0
1264,593 -C-0
1377,647 -H-O -
1416,798 -H-O
1465,338 -C-H
1739,074 -C-O Aldeido
2342,239 -0=C=0
2359,681 -0=C=0
2850,498 -C-H
2916,792 -C-H

24



Valorizagdo de biomassa de insetos através do desenvolvimento de técnicas de processamento inovadoras

4. CONCLUSAO

Com o aumento da consciencializacdo social relativamente a pobreza e a fome,
especialmente face ao crescimento das noticias de conflitos armados, tornou-se necessaria
uma expansao na industria ocidental de forma a garantir um melhor acolhimento das
populacgées, evitando a escassez de alimentos. Para tal, foi essencial investigar e desenvolver
novas fontes alimentares capazes de fornecer nutrientes adequados. Os insetos, pela sua
elevada disponibilidade e diversidade, surgiram como uma alternativa promissora e
sustentavel para a nutrigdo humana e animal.

O presente trabalho tem como objetivo a exploragcao de alguns beneficios que os insetos
podem oferecer, nomeadamente a Hermetia illucens através da extracdo de 6leos. Para isso,
foi avaliada a viabilidade do método de extracao sélido-liquido, utilizando solventes verdes e
operando a temperatura ambiente (293 £ 5 K), aplicado ao 6leo de Hermetia illucens a partir
de larvas desidratadas. Os resultados demonstraram que é possivel obter uma taxa de
extragao maxima de cerca de 30 %, com elevado grau de pureza, confirmado por analises de
RMN e FTIR. O déleo extraido por Iso-propanol apresenta uma coloracdo amarelada a
esverdeada e é constituido maioritariamente por triacilglicerois, quando realizada a extragcao
em maior escala ha que ter em consideragdo a diminuicdo da percentagem de extracao,
como também a possibilidade da formacao de ceras.
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Anexo

PROGRAMA

- ESTATISTICA. — STATSOFT

NOVA

- MESTRENOVA — MESTRE LAB RESEARCH

EQUIPAMENTO

LINHA DE VACUO

Figura 10 - Imagem da linha de vécuo.

EVAPORADOR ROTATIVO

Figura 11 - Evaporador rotativo.
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