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Resumo

Devido ao crescimento expectavel da populacdo mundial e alteracfes nos habitos
alimentares, os niveis de produg&o e consumo de carnes irdo aumentar drasticamente
nas proximas décadas. Isto vai provocar um agravamento dos efeitos nefastos
ambientais, econémicos e de salde que a producdo e consumo de carne apresentam
atualmente. Também é necessario ter em consideragdo que as atuais praticas agricolas
ndo serdo capazes de satisfazer a crescente procura de alimentos. Assim, sao
necessarias alternativas a este paradigma, estando a ser equacionado o uso de fontes
nutricionais alternativas que garantam a sustentabilidade ambiental, como é o caso dos
insetos. Estes sdo consumidos tradicionalmente em varias regides do mundo, sendo
historicamente marginalizados no ocidente. Para que 0 seu consumo se enraize, sera

preciso ultrapassar barreiras de seguranca alimentar e aceitagdo dos consumidores.

O projeto desenvolvido procurou aprofundar o conhecimento do potencial dos
insetos na industria alimentar, estando dividido em trés partes distintas. Na primeira, foi
desenvolvida uma revisdo sistematica sobre o perigo alergénico do consumo de insetos,
sendo identificados dois grupos de risco: individuos alérgicos a crustaceos e individuos

constantemente expostos a insetos.

Numa segunda parte, foi desenvolvido um trabalho laboratorial onde se analisou
nutricionalmente duas espécies de grilo, Acheta domesticus e Gryllodes sigillatus, e se
procurou otimizar técnicas de extragéo lipidica e proteica. A analise nutricional dos grilos
confirmou o elevado teor proteico e de micronutrientes como P, Cu, Fe e Zn. As
extracdes lipidicas foram realizadas com o método de Soxhlet testando cinco solventes
orgéanicos, sendo o etanol aquele que proporcionou melhores extragbes da fracao
lipidica (resultados confirmados pelo método de Folch). Em adi¢do, o impacto sensorial
da desengorduracéo foi avaliado com a elaboragéo de barras de cereais e frutos secos,
incorporando insetos inteiros moidos e insetos desengordurados. Na prova sensorial
realizada, utilizaram-se testes CATA (Check-All-That-Apply) e testes de aceitacdo e
intencdo de comer recorrendo a escalas hedonicas de nove valores. Os resultados
confirmaram que a desengorduracdo teve um impacto positivo nas propriedades

sensoriais dos insetos.

Por ultimo, foi realizado um projeto em parceria com a Frulact, empresa da area
alimentar, com o intuito de testar a incorporacdo de diferentes espécies de inseto em
produtos alimentares. Foram testadas duas formas diferentes de incorporagdo de

insetos: uma com farinha de larva Alphitobius diaperinus e outra com farinha de duas
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espécies de grilo A. domesticus e G. sigillatus. Os produtos elaborados consistiam em
preparados de fruta e cereais/frutos secos que seriam depois adicionados a 20% a um
iogurte Mimosa natural. Os produtos foram avaliados sensorialmente, tendo os produtos
com A. diaperinus melhores resultados, apesar da textura ter uma avaliagdo negativa.
Além disso, foram realizadas analises microbiologicas tendo tanto os insetos como 0s
preparados cargas microbiolégicas que ultrapassavam o0s limites impostos pela

empresa.

Assim, neste projeto foi possivel identificar problemas associados a seguranca
alimentar dos insetos (nomeadamente identificando grupos de risco para
desenvolvimento de reacdes alérgicas e cargas microbiologicas elevadas nos produtos
incorporando a espécie A. diaperinus) e também aprofundar o conhecimento relativo ao
desenvolvimento de produtos com incorporacdo de insetos ao verificar o impacto

sensorial positivo da desengorduragéo dos insetos.

Palavras-chave: A. diaperinus, A. domesticus, aceitacdo, alergenicidade, arginina
cinase, crustaceos, entomofagia, extracdo lipidica, insetos ediveis, G. sigillatus,

propriedades sensoriais, proteina, sabor, seguranca alimentar, tropomiosina
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Abstract

Due to the expected growth in world population and changes in dietary habits, the
levels of production and consumption of meat will rise in the next decades. This will
worsen the nefarious effects on the environment, economy and health that are already
associated with meat consumption and production. It is also necessary to have in mind
that current agricultural techniques will not be sufficient to answer to the growing need
for food. This makes it imperative to find solutions to this problem, and alternative food
sources who can guarantee nutritional requirements and environmental sustainability
(like insects) are being considered as one. Insects are traditionally consumed in several
regions of the world but are historically marginalized in the West. In order for its
consumption to gain a place in Western society it is necessary to overcome barriers

related to food security and consumer acceptance.

The goal of this project was to deepen the knowledge about the potential of insects
in the food industry, and it is divided in three distinct parts. On the first one, a systematic
review about the allergenic risks of consuming edible insects was conducted, with two
major group risks being identified: crustacean-allergic patients and people who are
constantly exposed to insects.

In the second part, the nutritional content of two cricket species (Acheta
domesticus and Gryllodes sigillatus) was evaluated, and protein and lipid extraction
processes were optimized. The nutritional analysis of the crickets confirmed their high
protein content as well as micronutrients P, Cu, Fe and Zn. The lipid extractions were
performed with the Soxhlet method with five different organic solvents being tested, and
ethanol was the one who extracted the most lipids (results confirmed by Folch method).
In addition, the sensorial impact of defatting was evaluated with the elaboration of protein
bars with incorporation of both whole ground and defatted crickets. On the sensory
analysis performed, CATA (Check-All-That-Apply) tests were utilized and acceptance
and willingness to eat were evaluated with hedonic scale of nine points. The results

confirmed that defatting had a positive impact on sensory properties of insects.

Finally, a project was carried out in partnership with Frulact, a company on the food
business, with the goal of incorporating different species of insects on food products.
Two ways of incorporating were tested: one with flour of larvae of Alphitobius diaperinus
and another with flour of two cricket species A. domesticus and G. sigillatus. The
elaborated products consisted of fruit and cereals preps, which would be added at 20%

to a natural yoghurt. The products sensory properties were evaluated, with the ones
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incorporating A. diaperinus having the better results, although texture had a negative
evaluation. Furthermore, a microbiological analysis of both insects and food products
was performed and the microbiological load surpassed the limits imposed by the
company.

Therefore, in this project it was possible to identify problems associated with food
security of insects (in particular, identifying two risk groups for the development of allergic
reactions and with the microbial counts of products incorporating Alphitobius diaperinus
being generally high) but also to deepen the knowledge about product development with

insect defatting to result in improved sensorial properties of insects.

Keywords: A. diaperinus, A. domesticus, acceptance, allergenicity, arginine kinase,
crustaceans, edible insects, entomophagy, flavour, food safety, G. sigillatus, lipid

extraction, sensorial properties, protein, tropomyosin
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1.Introducéao

1.1. Procura por novas fontes alimentares

A Food and Agricultural Organisation of the United Nations (FAO) prevé que até
2050 a populacdo mundial vai atingir a marca dos 9 mil milhées e que a producéo de
carne vai chegar aos 410 mil milhdes de kg/ano [1], o que representa um aumento de
76% face aos niveis atuais [2]. Este aumento expectavel no consumo de carne ira
também resultar em niveis mais elevados de procura e consumo de racdes ricas em
proteina [3]. Além do crescimento na populacdo mundial, também a globalizacdo é
responsavel por este aumento, pois esta leva a uma propagacéo de habitos alimentares
do Ocidente a paises em desenvolvimento [4]. O aumento nos rendimentos e
urbanizacdo nesses paises estdo a levar a que ocorra uma substituicdo de dietas

tradicionais por outras mais ricas em carne (como é o caso das dietas Ocidentais) [3, 5].

Estes indicios devem causar preocupacdes sérias porque 0s problemas
associados a produgao e consumo de carne serdo exacerbados. Especialmente, o setor
do gado tem um impacto tremendo na emissao de gases com efeito de estufa (GEE) [6]
sendo responsavel por cerca de 18% das emissdes induzidas por humanos [7]. Se
olharmos para as emissdes de amonia atmosférica, responsaveis pela eutrofizacdo de
adguas de superficie e acidificacdo de solos, estas sdo quase na totalidade da

responsabilidade do setor agricola com 2/3 a ser devido ao setor do gado [7, 8].

O aumento da producédo de carne pode também agravar muitos dos problemas
relacionados com seguranca alimentar que estéo ligados a producao e consumo de
carne. A produgdo com alta-densidade de animais pode aumentar a incidéncia de
doencas infeciosas como a gripe aviaria, encefalopatia espongiforme bovina e febre
suina [9, 10], e o consumo de carnes vermelhas estd associada a um aumento na

mortalidade, incidéncia de doencgas cardiovasculares e cancro colo-retal [11, 12].

Também deve ser considerado que a producado de carne (especialmente no caso
do gado) € extremamente ineficiente consumindo mais proteina comestivel por
humanos do que aquela que produz — por cada kg de proteina animal produzida, séo
gastos 6 kg de proteina de origem vegetal [13, 14]. A sustentabilidade econémica da
producao de carne vai também ser posta em causa num futuro préximo, pois uma subida
nos precos mundiais para as culturas agricolas mais importantes ira resultar num
aumento de mais de 30 % nos prec¢os de carne de vaca, porco e aves até 2050 [15]. A

possivel escassez em alimentos pode ainda ficar agravada pelo aumento na procura
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por biocombustiveis e decréscimo na produtividade agricola [16], sendo claro que sao

precisas alternativas a producao de carne.

Com tantas preocupacdes relacionadas com a sustentabilidade atual e futura do
consumo e producgédo de carne, é natural que haja um crescente sentimento de urgéncia
para mudar os habitos alimentares a nivel mundial para uns que sejam mais
sustentaveis de ponto de vista ambiental e econémico e que garantam um estilo de vida
saudavel para geracbes presentes e futuras [17]. Estratégias que apenas reduzam a
producdo de gado ou que apenas levem a mudancas leves nas dietas (como maior
consumo de ovos, legumes ou aves) apenas vao atenuar os problemas e ndo os vao
resolver [18]. Uma das solu¢des que tem gerado mais interesse € a possibilidade de
utilizar novas fontes alimentares (insetos, algas, lentilhas, colza) que permitam nao sé
garantir sustentabilidade econémica e ambiental, mas também que cumpram requisitos

nutricionais [19].
1.2. Consumo tradicional de insetos

O uso de insetos como alimento (entomofagia) remonta ao desenvolvimento inicial
dos seres humanos, quando insetos eram consumidos abundantemente por serem
facilmente colhidos [20]. Atualmente, a entomofagia é tradicionalmente praticada em
mais de 100 paises (principalmente na Africa, Asia e América Latina) com mais de 2000
espécies (com representantes de todos 0s grupos) a serem consumidas [21]. Além da
diversidade na quantidade de espécies que é consumida, também a fase de
desenvolvimento em que os insetos sdo consumidos é diversificada, com insetos da
ordem Coleoptera (compreende todos os insetos conhecidos popularmente como
besouros) a serem consumidos no estado larval, enquanto insetos da ordem Orthoptera
(como grilos e gafanhotos) sdo consumidos no estado adulto e insetos como o bicho da

seda podem ser consumidos no estado larval ou de pupa [21].

Os motivos que levam ao consumo de insetos nos paises onde essa pratica é
tradicional sdo variados: podem funcionar como fontes nutricionais complementares
guando outras mais habituais estdo indisponiveis [22] ou ndo preenchem todos os
requisitos nutricionais [23], podendo também ser consumidos devido ao seu sabor [24].
O seu modo de consumo é também diverso: inicialmente eram consumidos ainda vivos
[25, 26], mas comecaram a ser cozinhados [26] e em alguns paises tém um estatuto de

comida gourmet [24].

Além da vantagem nutricional que apresentam, a entomofagia também é parte

integral da economia em certos paises sendo especialmente importante como fonte de
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rendimento para pessoas que vivem na pobreza [22, 27] como na Africa do Sul, onde a

colheita da lagarta Imbrasia belina € um negdcio avaliado em 85 milhdes de doélares [5].

Usualmente, é assumido que os insetos sédo consumidos em regides cujo meio
ambiente ndo suporte técnicas de agricultura avancadas. E de facto, os insetos sao
frequentemente consumidos em regides tropicais onde a variedade no clima (hdamido,
deserto, moncdes, chuvas tropicais) pode criar areas que néo favorecam a prética de
agricultura. No entanto, o principal motivo para o consumo de insetos ocorrer nestas
regides € a sua enorme biodiversidade, garantindo que um grande nimero de espécies

de insetos esta disponivel o ano todo favorecendo assim o seu consumo [28].
1.3. Entomofagia no Ocidente

Apesar do consumo histérico de insetos no Ocidente ser muito menor que noutras
partes do mundo [21], existem relatos dos insetos serem consumidos de modo
tradicional. Talvez o melhor exemplo deste tipo de consumo, seja 0 cazu marzu, que é
um queijo de cabra tradicional da regido da Sardenha que utiliza ovos de Phiophila casei
no seu processo de amadurecimento, conferindo-lhe caracteristicas organoléticas
especificas. O modo de produzir este queijo foi aperfeicoado de forma a cumprir regras
de seguranca alimentar e esté inserido na lista de produtos tradicionais da regido da
Sardenha [29]. Além disso, 0 uso de insetos na indUstria alimentar esté ja documentado,
pois o corante carmina (E 120) é obtido a partir de cochonilhas fémeas Dactylopius

coccus [30].

No Ocidente, o reino animal esta dividido de modo ndo cientifico em animais cujo
consumo é permitido e outros (como insetos) que sao considerados pragas e cujo
consumo nao é tolerado [31]. Existem diversas razbes que ajudam a explicar a
marginalizacdo da entomofagia no Ocidente e a posi¢ao dos insetos como animais nao-
comestiveis [32]. A repugnéncia tem sido apontada como uma das principais razbes
para a rejeicdo da entomofagia no Ocidente [33], e este sentimento aparenta ser
totalmente adquirido e somente explicado por razdes psicoldgicas e nao por légica. No
entanto outros fatores tém de ser considerados, como a no¢cdo que o consumo de
insetos é um habito primitivo [34] ou que apenas ocorre durantes periodos de fome ou

escassez de alimentos [35].

Contudo, a atitude dos paises do Ocidente relativamente a entomofagia esta a
mudar, havendo ja insetos e produtos com incorporacdo de insetos a serem
comercializados nos mercados de paises Europeus e da Ameérica do Norte.

Simbolizando o crescimento da entomofagia, ha registo de mais de 250 empresas ativas
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[36] a nivel mundial que lidam com insetos para alimenta¢do humana ou animal. A maior
parte destas sdo de dimenséo reduzida, mas ja existem algumas empresas com algum
relevo no mercado, como € o caso da Proti-Farm na Holanda ou Entomo-Farms no
Canada. A maioria dos produtos que sdo comercializados envolvem o uso de farinha
dos insetos, podendo esta ser incorporada numa enorme variedade de produtos, sendo
0S mais comuns as barras proteicas ou energéticas (como nos casos da Chapul ou Exo,
ambas empresas dos E.U.A) e hamburgueres, alméndegas ou panados (Essento na
Suica ou Insecta na Bélgica).

Dado que € bastante improvavel que consumir insetos inteiros ou parte deles seja
alguma vez totalmente aceite por consumidores Ocidentais, um foco especial tem de
ser dado a técnicas de incorporacgdo de insetos em produtos. A principal alternativa que
€ usada € a sua incorporacdo na forma de farinha ou isolados proteicos, de maneira a
que os produtos ndo apresentem os insetos de modo visivel. Empresas como a Proti-
Farm, ja estéo a desenvolver purificados proteicos, lipidicos e de quitina para vender ao
publico, e na literatura cientifica esta a surgir um aumento de interesse em técnicas de
extracdo proteica [37-39], lipidica [40, 41] e até de gelatina [42] a partir de insetos

ediveis.

Devido ao seu uso ha indastria alimentar e pesquisa cientifica ja efetuada foi
possivel identificar as espécies com o maior potencial para serem usadas como alimento
humano na UE e outros paises Ocidentais: Acheta domesticus, Gryllus assimilis,
Gryllodes sigillatus, Alphitobius diaperinus, Tenebrio molitor, Zophobas atratus, Galleria

mellonella, Bombyx mori e Locusta migratoria [19, 21, 30, 43].
1.4. Vantagens do consumo de insetos

1.4.1. Valor nutricional

Devido ao impacto do tipo de espécies, sexo, dieta, ambiente, métodos analiticos
e até a preparacdo e processamento feitos antes do consumo, € complicado fazer
avaliagOes gerais sobre o valor nutricional dos insetos [21]. No entanto a maioria dos
insetos ediveis séo fontes valiosas de proteina, lipidos e até micronutrientes [21]. De
modo a poder fazer-se uma analise mais acertada sobre o valor nutricional dos insetos
com mais potencial para serem consumidos no Ocidente, uma compilacdo baseada em

informacé&o presente na literatura cientifica foi efetuada.
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Macronutrientes

Pela andlise da tabela 1, é possivel ver que a maioria dos insetos tém um teor
proteico bastante elevado, com as espécies de grilo A. domesticus e G. sigillatus a terem
teores proteicos acima de 65% MS. Para além deste alto teor proteico, algumas
espécies de insetos também contém um teor lipidico consideravel, tendo a espécie G.
mellonella um teor lipidico acima de 55% MS. E também visivel que os valores
nutricionais diferem entre as mesmas espécies, o que reflete a influéncia que as
condicbes de producao e métodos utilizados para analise tém no valor nutricional dos

insetos.

A fibra dos insetos é maioritariamente composta por quitina (N-acetil-D-
glucosamina), [21] sendo o principal componente do exosqueleto dos insetos [44] e
juntamente com o seu derivado quitosano podem ter diversas aplicacfes na industria
alimentar [45]. Como este elemento pode diminuir a digestibilidade da fracdo proteica
pois alguns aminoacidos na proteina cuticular estdo ligados a este componente
indigestivel [46, 47], até pode ser benéfico no futuro extrair a quitina como um

subproduto e assim valorizar economicamente 0s insetos.

Tabela 1. Composicao nutricional (% MS) de insetos com maior potencial para serem consumidos no Ocidente.

Espécie Proteina (%) Gordura (%) Cinza (%) Fibra (%) H.C (%)
A. diaperinus [48] 60,0 29,0
A. domesticus [49] 66,6 22,1 3,6 10,4 0,0
A. domesticus [50] 70,8 18,6 5,0 8,2 0,0
B. mori (larva) [49] 53,8 8,1 9,4 6,4 22,4
B. mori (larva) [50] 69,8 9,5 11,1 7,1 2,4
B. mori (pupa) [51] 52,5 19,2 4.8
B. mori (pupa) [52] 52,6 29,4 6,9 6,6 4,6
G. assimilis [52] 59.2 34.3 4.2 3.2
G. mellonella [49] 33,9 59,9 15 8,2
G. mellonella [50] 38,8 58,6 2,2 51
G. mellonella [52] 38,4 56,7 2,7 4,4
G. sigillatus [53] 70,0 18,3 4,7 3,7 33
L. migratoria [52] 62,2 6,4 6,4 8,3 17,7
T. molitor [52] 50,9 36,1 3,8 4,2 5,0
T. molitor [54] 57,4 25,5 47 9,8 6,1
T. molitor [51] 49,8 37,1 35 9,6
T. molitor [49] 49,1 35,2 2,4 6,6 6,8
T. molitor [53] 52,4 24,7 3,6 2,0 17,4
T. molitor [55] 46,4 32,7 29 4,6 13,4
Z. morio [52] 54,3 40,3 3,6 3,6

Z. morio [49] 46,8 42,0 2,4 6,4 2,4
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Aminoacidos

Além de se analisar o teor proteico das amostras € também importantissimo
avaliar a sua composi¢cdo em aminoacidos e digestibilidade, pois estes sdo os fatores
que definem a qualidade da fracdo proteica e consequentemente o valor nutricional [56].
Relativamente aos teores em aminoacidos (tabela 2) € possivel verificar que eles variam
entre as diferentes espécies, com a soma de aminoacidos essenciais a variar entre 320
(larva de B. mori [57]) até 480 (T. molitor [57]) mg/g proteina. Estes valores sdo muito
idénticos aos registados para soja (AAE de 438 mg/g proteina [38]), bovino (AAE de 475
mg/g proteina [58]) ou suinos (AAE de 453 mg/g proteina [58]) sendo inferiores ao teores
em aminoacidos essenciais de galinha (508 mg/g proteina [58]) e caseina (531 mg/g
proteina [38]). Na sua generalidade os insetos apresentam niveis nutricionais elevados
de todos os aminoacidos essenciais, € em certas regides 0 seu consumo suprime

deficiéncias nutricionais em lisina, triptofano, leucina e lisina [21, 59].

Também a digestibilidade da fracdo proteica de insetos apresenta valores
satisfatérios (entre 76 e 96% [60]), sendo ligeiramente inferiores aos valores verificados
para ovos (95%) ou carne de vaca (98%), mas sdo superiores aos valores de
digestibilidade de algumas fragdes proteicas de origem vegetal [59].

Tabela 2. Teor em aminoéacidos (MS) presente nos insetos com maior potencial para serem consumidos no Ocidente
(mg/g proteina). AAE — Soma dos aminoacidos essenciais.

A A A. B. mori B. mori G. G. G. T. T.

Aminoacido diaperinus domesticus domesticus (larva) (pupa) mellonella mellonella sigillatus molitor molitor Z. morio Z. morio

[38] [49] [38] [49] [52] [49] [52] [53] [49] [38] [49] [34]

Ala 66 88 81 45 95 67 42 58 82 70 73 68
Asp 83 84 73 66 128 95 72 73 81 80 80 82
Arg 54 61 65 42 77 50 38 47 52 54 49 54
Met* + Cys* 26 23 25 23 57 23 56 27 21 26 18 24
Gly 46 51 51 60 71 53 29 41 56 50 48 48
Glu 123 105 110 100 130 139 89 107 113 109 123 127
His* 34 23 21 26 28 23 12 17 32 29 30 31
lle* 43 46 36 32 42 45 32 27 51 43 47 46
Leu* 66 100 66 53 56 88 64 58 106 73 97 71
Lys* 61 54 53 47 7 56 38 38 55 54 52 54
Phe* + Tyr* 120 81 92 60 72 100 75 91 110 100 104 111
Pro 56 56 54 34 41 68 38 54 70 66 55 56
Ser 40 50 38 37 43 75 58 40 51 44 47 42
Thr* 39 36 35 31 26 42 23 37 42 39 40 40
Trp* 12 6 9 8 10 9 7 8 12 9 14
Val* 58 52 55 41 48 48 38 47 59 61 52 63
AAE 459 421 392 320 416 435 344 342 483 437 450 454

*Aminoacido essencial
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Acidos Gordos

E possivel verificar (tabela 3) que geralmente os insetos contém um grau de
insaturacdo de &cidos gordos elevado (superior ao que € verificado para bovinos e
suinos [61]), sendo especialmente ricos em acidos gordos polinsaturados (com excecéo
da espécie G. mellonella, o teor em PUFA é superior a 20% da matéria gorda em todas
as espécies). Apesar de este alto teor em PUFA poder ser benéfico de um ponto de
vista nutricional, € especialmente preocupante pois estes tipos de acidos gordos séo
suscetiveis a oxidacdo por radicais livres causando degradacdo lipidica durante
processos de armazenamento, cozimento ou fritura, o que pode levar ao

desenvolvimento de sabores desagradaveis [62].

Relativamente ao racio w6/w3 praticamente todas as espécies tém um valor muito
elevado (com excecéo dos valores verificados para B. mori os valores variam entre
13,82 e 38,2), algo que pode provocar varios problemas de saude aos consumidores
[63]. As excecbes encontram-se em B. mori (tanto no estado larval como de pupa) em
gue as proporcdes se aproximaram do racio ideal de 1-2:1 [63], sendo excelentes fontes
do &cido gordo essencial a-linolénico (w3), podendo assim apresentar varios beneficios

para a saude dos consumidores.

Tabela 3. Teor em Acidos Gordos (g/100 g matéria gorda) de insetos com maior potencial para serem consumidos no
Ocidente.

Espécie SFA UFA MUFA PUFA SFA/UFA w3 w6 w6/w3
A. domesticus
35,8 64,3 25,0 37,8 0,56 1,0 36,9 38,2
[49]
A. domesticus
34,4 63,6 32,2 30,7 0,54 15 29,1 18,6
[52]
A. diaperinus
[52] 35,1 64,2 39,0 24,4 0,55 1,1 23,2 20,4
B. mori (larva)
31,0 68,9 26,8 41,1 0,45 11,7 29,4 2,5
[49]
B. mori (pupa)
29,2 50,8 8,9 41,8 0,58 31,0 10,8 0,35
[52]
G. mellonella
36,4 63,5 54,1 7,1 0,57 0,48 6,6 13,8
[49]
G. mellonella
37,9 60,3 52,9 7,4 0,63 0,34 7,0 21,1
[52]
G. sigillatus
33,7 66,2 34,3 31,9 0,51 2,1 29,7 13,9
[53]
T. molitor [41] 24,2 75,7 43,7 29,2 0,32 1,1 28,0 24,8
T. molitor [49] 24,2 75,1 51,8 22,6 0,32 0,84 21,8 25,9
T. molitor [52] 25,3 74,5 43,2 31,3 0,34 1,6 29,7 18,4

Z. morio [49] 40,3 59,6 39,2 20,0 0,68 0,65 19,3 29,9




FCUP
Estudo do potencial dos insetos comestiveis para aplicagéo na inddstria alimentar 16

Minerais e vitaminas

Os insetos ediveis também podem ser excelentes fontes de alguns minerais
(tabela 4), nomeadamente de P, Fe, Zn, Cu, Mn e Se, onde o consumo de 100 g de
matéria garante os requisitos diarios recomendados destes elementos. Esta abundancia
em Fe e Zn é particularmente importante devido as deficiéncias que se verificam nestes

dois elementos em paises em desenvolvimento [64].

Tabela 4. Teor em minerais (mg/100 g MS) de insetos com maior potencial para serem consumidos no Ocidente. VDR —
Valor diario recomendado para adolescentes e adultos.

Espécie Ca P Mg Na K Fe Zn Cu Mn Se
A.
domesticus 132 958 109 435 1127 6,3 21,8 2,08 3,73 0,062
[49]
A.
domesticus 210 780 80 11,2 18,6 0,85 2,97
[65]
B. mori
102 1370 288 275 1827 9,5 17,7 2,08 2,49 0,081
(larva) [49]
B. mori
99 871 252 5,0 14,7 1,00 1,70
(pupa) [51]
G. assimilis
225 3456
[66]
G.
mellonella 59 470 76 40 533 5,0 6,1 0,92 0,31 0,027
[49]
G.
mellonella 60 1200 90 7,7 7,9 0,31 0,33
[65]
G. sigillatus
130 101 330 1190 4,2 13,9 4,79
[53]
L. migratoria
89 2852
[66]
T. molitor
120 1420 280 4,0 13,1 1,78 0,68
[65]
T. molitor
35 568 138 6,3 9,9 1,14 0,70
[51]
T. molitor
[49] 44 748 210 141 895 54 13,6 1,60 1,36 0,066
T. molitor
41 304 57 835 3,3 11,2 1,86
[53]
T. molitor
43 706 203 365 948 6,7 10,4 1,30
[55]
Z. morio [65] 42 563 118 113 751 3,9 8,8 0,86 10,21 0,033
Z. morio
120 830 180 5,0 8,8 1,39 0,15
[49]
7,5- 0,9- 0,026-
1000-1300 220-260 4700 8-11 1,8-2,3
VDR mg 700 [68] 1500 [68] 58,8 1,3 0,036
[67] [67] [68] [68] [68]

[67] [68] [67]
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Os insetos também podem funcionar como fontes de vitaminas (tabela 5), com o
consumo de 100 g de matéria seca a conseguir suprimir os valores diarios

recomendados de riboflavina, acido pantoténico, acido félico e biotina.

Tabela 5. Teor em vitaminas (MS) de insetos com maior potencial para serem consumidos no Ocidente. VDR — Valor
diario recomendado para adolescentes e adultos

A. A. G. G. T. T. Z. Z. VDR
Vitamina domesticus domesticus mellonella  mellonella  molitor molitor morio morio (67]
[49] [65] [49] [65] [49] [65] [49] [65]
Vitamina A 500
ND 24,3 ND 4,5 ND 24,3 ND 29,2
(ng/100 g) Mg
Vitamina C 45
9,7 ND 31 2,9
(mg/100 g) mg
o 1.1-
Tiamina B1
0,13 0,6 0,6 0,1 1.2
(mg/100 g)
mg
. . 1.1-
Riboflavina B2
11,1 1,8 2,1 18 1.3
(mg/100 g)
mg
Acido
pantoténico 75 4,9 6,9 4,6 5mg
(B5) (mg/100 g)
Niacina (B3) 14-16
12,5 9,0 10,7 7,7
(mg/100 g) mg
Piridoxina
0,7 0,3 2,1 0,8 1.3
(mg/100 g)
Acido félico
0,5 0,1 0,4 0,2 0,4
(B9) (mg/100 g)
Biotina (B7)
0,1 0,1 0,1 0,1 0,007
(mg/100 g)
Vitamina B12
0,017 ND 0,0 0,001 0,024
(mg/100 g)

ND — Né&o detetado

1.4.2. Impacto ambiental

Além do seu valor nutricional, a criacdo de insetos apresenta também varias
vantagens do ponto de vista da sustentabilidade ambiental: a producdo de insetos
usualmente criados para consumo humano ou ragdo de animais resulta numa menor
emissao de GEE e menor producéo de amoénia quando comparados com a producao de
carne [69]. A sua producdo também requer pouca area agricola para produzir 1 kg de
proteina [70] e leva a menores gastos de agua [47]. Os insetos também apresentam um
racio de conversdo de racdo muito mais favoravel que gado e aves, sendo isto
especialmente importante pois ird permitir racionar a quantidade de racao que é utilizada

e assim diminuir os gastos em cereais e outras ragdes ricas em proteina [47].
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Algumas espécies de insetos jA demonstraram capacidade de converter restos
organicos em produtos ricos em proteina [71]. Esta capacidade é particularmente (til
tendo em conta que praticamente 1/3 de toda a comida produzida no mundo é
desperdicada [72], algo que tem consequéncias negativas na emissdo de metano [73]
e em paises em desenvolvimento existe uma grande incapacidade em recolher e tratar

os residuos organicos [74].

Outra possivel vantagem prende-se com a diminuicdo de uso de pesticidas. Um
crescente uso de insetos para racao ou alimentacdo humana podera reduzir o uso de
pesticidas, que iria também diminuir os encargos econémicos de agricultores que tém

de garantir a seguranca das suas producgfes em relacdo a pragas como insetos [75].
1.5. Barreiras a implementacao de entomofagia

Como ja foi referido anteriormente, existem diversas barreiras a introducéo de
entomofagia no Ocidente (e especialmente na Europa), havendo trés principais
limitacdes que tém impedido o avango da entomofagia no Ocidente: incerteza quanto a
situacao legal do consumo e producao de insetos, duvidas quanto a seguranca alimentar

dos insetos como ingrediente alimentar e rejeicdo por parte dos consumidores.
1.5.1. Situacgéo legal

Uma das maiores barreiras a implementacdo da entomofagia no Ocidente € a
incerteza legal (especialmente na Unido Europeia) relativamente a utilizagdo de insetos

na alimentacado humana.

Aquando da elaboracdo das atuais regulagbes sobre seguranca alimentar os
insetos ndo eram considerados ingrediente alimentar, fazendo com que estes
existissem numa situacdo de vazio legal relativamente a sua utilizagdo na industria
alimentar. Atualmente, devido ao facto de a Unido Europeia ter considerado os insetos
como Novel Food (por ndo serem consumidos em quantidade consideravel em nenhum
estado-membro até maio de 1997), a sua utilizagdo como ingrediente alimentar é
regulado pelo Regulamento (CE) 258/1997. O processo para a sua aprovagao é
bastante complexo pois ndo é centralizado (as aplica¢des para aprovacéo de uma Novel
Food séo feitas a um estado-membro e ndo diretamente a Unido Europeia), envolve
testes de seguranca alimentar dispendiosos, ndo tem prazos limite (podendo este
processo arrastar-se durante varios anos) e a aprovacao € s6 dada ao aplicante e nao

ao produto.
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Vérios estados-membro consideraram que 0s insetos ndo se enquadravam neste
regulamento (pois apenas trata de ingredientes isolados de animais e ndo animais
inteiros como é o caso dos insetos). Assim, varios paises (como Italia e Alemanha)
decidiram esperar por uma posi¢cao definitiva por parte da Unido Europeia proibindo a
comercializacdo de insetos para alimentacdo, enquanto outros estados-membro e
outros paises Europeus toleram o uso de insetos na alimentacdo humana tendo até

elaborado regulamentos nacionais, como é o caso da Bélgica, Holanda ou Suiga.

Numa tentativa de harmonizar a situacao legal referente a entomofagia, a UE em
2015 aprovou um novo regulamento (Reg. (CE) 2283/2015, sendo aplicado a partir de
janeiro de 2018) relativo a Novel Food, clarificando que 0s insetos inteiros estao
enquadrados neste novo regulamento. Além dessa clarificagé@o, este novo regulamento
tem como objetivo simplificar os processos de aprovagao ao torna-los centralizados a
nivel da UE e introduzindo prazos limite de forma a tornar o processo mais célere. Outra
novidade introduzida pelo Reg. (CE) 2282/2015 é que existe a possibilidade de um
ingrediente alimentar ser aprovado apenas comprovando 0 seu uso seguro e continuado
durante 25 anos num pais fora da UE. No entanto, ainda persistem algumas duvidas
relativamente a este novo regulamento (que ainda estd a ser revisto), com a
possibilidade de serem pedidos testes de seguranca e de as informacdes dadas pelos
aplicantes serem confidenciais. Este ponto é particularmente preocupante, pois pode
ocorrer que empresas lideres de mercado consigam legalizar insetos, mas apenas com
certas técnicas de criacdo que ndo serdo publicas o que ira obrigar outras empresas a

terem de garantir a seguranca dos insetos com as suas técnicas.
1.5.2. Segurancga alimentar

Relativamente a presenca de substancia perigosas em insetos, existem duas
grandes fontes a considerar: producao de substancias perigosas pelos proprios insetos,
ou a contaminacgdo a partir das racdes utilizadas [19]. Devido ao perigo apresentado
pela possivel absorcao de compostos existentes na racao, ndo é permitido utilizar certos
substratos (estrume, restos alimentares provenientes de restaurantes ou produtos
alimentares contendo carne ou peixe) pois a seguranca alimentar dos insetos

produzidos com este género de ra¢gdes ndo esta ainda provada [43].

Os principais perigos para a seguranca alimentar dos insetos podem ser de duas
origens diferentes: biolégicas (bactérias, parasitas, virus, fungos, prides) e quimicos

(alergénios, metais pesados, dioxinas, pesticidas, anti nutrientes, toxinas) [30, 43].
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Bactérias

Devido ao seu alto teor em humidade e nutrientes 0s insetos apresentam um
ambiente favoravel para o crescimento microbiano. Estudos feitos com insetos ediveis
(Tenebrio molito, Acheta domesticus, Locusta migratoria, Bombyx mori) relatam niveis
altos de contagem aerdbica total, contagem anaerébica total e Enterobacteriaceae [76-
80]. Apesar de ser também possivel isolar bactérias formadoras de esporos, a
concentracdo de Bacillus cereus detetada em espécies ediveis foi sempre registada
abaixo da sua concentracdo maxima de 5 Ig UFC/g [76, 78, 79, 81, 82]. A presenca de
espécies patogénicas como L. monoytogens, C. perfrigens, Salmonella e Vibrio foi ja
estudada ndo sendo possivel fazer a sua detecdo em insetos [76, 79-82]. Apesar de
este tipo de patogénico zoondticos estarem presentes nos substratos usados como
racdo na criagdo de insetos, a sua replicagdo ativa ndo ocorre no trato intestinal dos
insetos ao contrario do que acontece com, por exemplo Salmonella em aves ou porcos
[78]. Além disso bactérias patogénicas de insetos (entomopatogénicas) sdao
consideradas inofensivas para humanos uma vez que o0s hospedeiros sao
filogeneticamente diferentes, havendo assim um grau de tropismo tecidual bastante alto
e ndo ha relatos deste género de micro-organismos terem causado danos de saude a
humanos [30].

A limpeza do trato intestinal pode mitigar os riscos microbiolégicos [57] mas nao
os elimina por completo [76, 78], mas para garantir a sua seguranga microbioldgica sera
sempre necessario padrdes relativos a produgdo (tipo de substratos usados) e

processamento pré-consumo (esterilizacao, fritura, fervura, etc) [43, 76, 78, 83, 84].

No entanto, € necessario também ter atencéo as condigcbes de armazenamento
pois estas podem introduzir perigos alimentares nos insetos, como foi visto pelos casos
de botulismo na Namibia causados pelo consumo de insetos guardados em condicdes

anaeroébias [85].

Virus

A maior parte dos virus presentes em insetos sdo especificos para a familia ou
espécie e apenas sdo patogénicos para invertebrados e ndo para humanos ou outros
vertebrados podendo apenas ter consequéncias negativas na capacidade de producéo
dos insetos [86]. Alguns virus que estdo presentes em insetos tém virus proximos
taxonomicamente em vertebrados, mas este ndo se conseguem replicar em insetos ndo
sendo transmitidos por eles a vertebrados [43]. No entanto, ainda assim existe a

possibilidade de insetos serem vetores replicativos de virus que infetam vertebrados
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(nomeadamente arbovirus), mas nao existe evidéncia para a sua ocorréncia em insetos

gque sejam usados para alimentacdo humana ou animal [43].

Parasitas

Apesar de existirem estudos que apontam para a ocorréncia de parasitas em
insetos e para a ligagdo esporadica entre doenca parasitaria humana e consumo de
insetos —como nos casos esporadicos de infecdo com Chagas apds consumo acidental
de insetos [87], ndo existe ainda informagao relativa a existéncia de parasitas em insetos
criados para consumo humano e/ou animal. Um sistema de cultivo onde as condigdes
fossem controladas néo teria nenhum dos hospedeiros necessérios para que fosse
possivel aos parasitas completarem o seu ciclo de vida. Técnicas de processamento
antes do consumo (idénticas as utilizadas para garantir seguranga microbiologica)
podem também garantir a inexisténcia de potenciais riscos parasitarios [43].
Fungos

Insetos séo portadores ou sensiveis a fungos entomopatogénicos que produzem
toxinas especificas que causam mortalidade nos insetos [43], mas estes sédo geralmente
seguros para humanos e outros vertebrados [88, 89]. H4 também registos de insetos
criados para alimentacdo humana e/ou animal serem portadores de fungos com
potencial risco para humanos e animais [77]. Em geral, qualquer risco associado a
fungos em insetos criados para consumo humano e/ou animal ou introduzido durante a
criacdo, processamento ou armazenamento podera ser diminuido com a adogdo de

medidas higiénicas durante toda a cadeia de producgéo [43].
Prides

N&o ha relatos de insetos terem genes que codifiquem prides ou proteinas
relacionadas com prides, ndo sendo por isso expectavel que os prides sejam expressos
em insetos [90, 91]. Devido a isto é também extramente pouco provavel que os insetos
funcionem como vetores bioldgicos pois os pribes de mamiferos ndo conseguem
replicar-se nos insetos. No entanto, os insetos podem funcionar como vetores
mecanicos de prides existentes nos substratos usados como racdo. Mas se a racao
utilizada for semelhantes aquela utilizada para outros animais, o risco ndo sera maior

para insetos [43].
Riscos alergénicos

A maior parte dos casos de alergias relacionadas com insetos sdo causadas por

picadas de insetos pertencentes a ordem Hymenoptera (como vespas e abelhas) [98],
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apesar de picadas de insetos sugadores de sangue, espinhos ou pelos venenosos e
secrecdes de defesa poderem também desencadear reacdes alérgicas. Adicionalmente,
insetos ou substancia volateis emanadas por eles podem também funcionar como
aeroalergénios [99-101] — baratas sdo uma das maiores fontes de alergénios caseiros
[102], e ha vérios relatos onde o contacto ocupacional com insetos que sdo usados para
racdo e alimentagcdo humana (como a larvas Tenebrio molitor [103], grilos [104] ou
gafanhotos [105]) levou a uma sensitiza¢@o especifica & espécie e desenvolvimento de

alergias inalantes.

Quando se estuda o potencial alergénico de novas fontes alimentares € importante
também estudar as suas relagfes taxondmicas com fontes alergénicas ja conhecidas,
de modo a poder identificar potenciais grupos de risco [106]. Em relagdo ao consumo
de insetos, o risco alergénico pode surgir devido a possiveis reacdes de reatividade
cruzada com outros artropodes, especialmente crustaceos (uma das maiores fontes de
alergia alimentar no Ocidente [107]) e acaros (uma das mais frequentes fontes de
alergénios caseiros responsaveis pelo desenvolvimento de reacdes alérgicas
respiratorias [108]). Insetos ediveis e crustaceos estdo muito mais proximos
taxonomicamente do que era assumido [109], e reatividade cruzada parece ser uma
possibilidade real. De facto, reatividade cruzada ente insetos nao-comestiveis (e.g.
baratas) e crustaceos/acaros ja foi estudada com tropomiosina e Arginina Cinase (AC)
a serem identificados com alergénios com reatividade cruzada entre artrépodes [110-
114]. Assim, o risco de pacientes alérgicos a crustaceos e acaros desenvolverem alergia

alimentares ao consumo de insetos precisa de ser aprofundado.
Outros riscos quimicos

As espécies de inseto, fase do desenvolvimento, métodos de producédo e,
especialmente o tipo de substrato escolhido como racdo podem influenciar a
acumulacdo de contaminantes em insetos [43]. De modo semelhante a outros produtos
alimentares animais, insetos podem acumular produtos quimicos perigosos, como
metais pesados [92-94], dioxinas [95] ou retardadores de chama [96], mas estes estudos
ndo foram realizados com insetos criados em condi¢cdes controladas que cumprissem

regulamentos da UE.

Um estudo realizado por Poma et al [97] com insetos criados na Europa e produtos
alimentares com incorporacgéo de insetos procurou avaliar os niveis de varios compostos
guimicos perigosos (retardadores de chamas, compostos organoclorados, dioxinas e

metais), e para todas as amostras analisadas os niveis eram geralmente iguais ou mais
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baixos que aqueles registados em produtos alimentares animais comuns (peixe, carne

e ovos), cumprindo os niveis impostos pela Unido Europeia.

Y

Relativamente a presenca de toxinas, 0s insetos podem conter compostos
naturalmente nocivos que tanto podem ser sintetizadas (producdo auténoma) ou
acumuladas a partir do substrato [43]. Existem diversos exemplos de insetos que
utilizam toxinas como uma estratégia de sobrevivéncia [43], mas de momento ndo ha
registo de algum inseto que esteja listado para consumo na UE tenha capacidade de

produzir substancias toxicas [30, 77].
1.5.3. Aceitagao do consumidor

A aceitagdo ou rejeicdo de um alimento é influenciada pelas caracteristicas do
alimento (nomeadamente as suas propriedades sensoriais), o0 ambiente onde o
consumidor esta inserido (influéncias culturais, contacto com o alimento, etc) e
caracteristicas proprias do consumidor (tragos de personalidade, estados psicologicos,
etc) [115]. Sendo os insetos uma fonte alimentar desconhecida para a maioria dos
consumidores Ocidentais € provavel que sejam atrativos para consumidores que
constantemente procuram novas aventuras alimentares, mas que sejam rejeitados por
consumidores mais conservadores nas suas escolhas alimentares [115]. Esta rejeicdo
por novas fontes alimentares (ou fontes desconhecidas para o consumidor) é definida
como neofobia alimentar [116], que pode ser influenciada por vérios fatores: nogéo que
o alimento apresenta riscos de seguranca alimentar ou que pode levar a mas

experiencias sensoriais [117] ou incerteza quanto a origem do produto [118].

De acordo com estudos feitos anteriormente, a vontade de consumidores de
paises Ocidentais comerem insetos é bastante baixa [119-121], e uma das principais
reacOes que estes apresentam a ideia de consumir insetos € repugnancia, que € dos
principais previsores da vontade de consumir insetos [33]. Este comportamento esta
associado a ingestéo de substancias que possam potencialmente colocar em perigo a
saude do consumidor [122] e os insetos sdo varias vezes associados a contaminacdes
[33, 123]. Em vez de considerarem os insetos como sendo uma valiosa fonte nutricional,
0s consumidores tratam os insetos como sendo potencialmente inseguros [33] e
culturalmente inapropriados [124]. Assim, informar os consumidores sobre as vantagens
nutricionais e ambientais dos insetos tem-se revelado insuficiente em convencé-los a
aceitarem os insetos como fonte alimentar [119, 121]. Este tipo de discurso racional ndo
se tem revelado uma tatica efetiva para causar grandes mudancas nos habitos

alimentares dos consumidores [125], e seria apenas efetiva em consumidores que ja
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tivessem predispostos a fazer mudancas nas suas dietas considerando os impactos
ambientais e de salde das suas escolhas alimentares [126]. N&o é entdo surpreendente
que num estudo [127] feito com consumidores que adquiriram produtos com
incorporacdo de insetos, a maioria deles partilhava algumas caracteristicas: preferéncia
por comida orgéanica, escolhas alimentares baseadas no impacto na sua saude e nas

consequéncias éticas (como impacto ambiental e sofrimento animal).

Outra possivel tatica para aumentar a vontade de consumir insetos pode ser dar
um foco ao consumo tradicional de insetos em varias partes do mundo, mas é bastante
improvavel que mude a percecdo dos consumidores relativamente a entomofagia pois
os habitos alimentares sdo vistos de forma muito relativista: um produto que seja
delicioso numa regido nédo significa obrigatoriamente que sera vista do mesmo modo
por consumidores noutra regido ou cultura. No entanto informar os consumidores da
enorme variedade de insetos que é consumida a nivel mundial pode ajudar a que os
consumidores entendam que existe uma enorme variedade sensorial entre 0s insetos
[125].

Outra das grandes barreiras a aceitagdo dos consumidores € que estes tém uma
expectativa negativa quanto as propriedades sensoriais dos insetos [121], associando
0 consumo destes a uma série de emog0des negativas [128]. Existem varias alternativas
que visam tornar o consumo de insetos apelativo: apresenta-los de forma processada
de forma a nado estarem visiveis no produto final [119, 128, 129], incorpora-los em
produtos associados a cozinha gourmet [125] ou associa-los a sabores [130] e pratos
[131] familiares. No entanto, € preciso ter especial atengédo ao tipo de produto que é
elaborado, pois € necesséario que este seja apropriado para a incorporagdo da nova
fonte alimentar, caso contrario serd rejeitado pelos consumidores [132, 133]. Estudos ja
realizado com insetos [128, 134] demonstraram que 0s consumidores tendem a avaliar
mais positivamente produtos que achem apropriados, mas que apenas produtos que
sejam apropriados e apresentem boas caracteristicas sensoriais serdo consumidos
regularmente. Atualmente, uma das estratégias implementadas € categorizar os insetos
como fonte proteica animal, tentando classifica-los como substituto de carne algo que
pode induzir os consumidores em erro pois esperam que este tipo de produtos tenha
caracteristicas idénticas a carne [135], algo que pode ser impossivel de alcancar com

0s insetos [136].

Uma expectativa de sabor desagradavel desempenha um grande papel na
rejeicdo de novas fontes alimentares [137], e é essencial que as primeiras experiéncias

gue os consumidores tenham com insetos sejam positivas do ponto de vista sensorial,
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pois se os produtos que inicialmente consumirem nao tiverem um bom sabor é bastante
provavel que os consumidores assumam que todos os insetos irdo ter um sabor
igualmente desagradavel [115]. E também essencial que os produtos com incorporagéo
de insetos tenham um sabor agradavel, pois este € um dos fatores-chave nas escolhas
alimentares de consumidores [138], e a maioria destes ndo estdo dispostos a abdicar
de produtos que considerem saborosos por outros produtos que apresentem vantagens
nutricionais ou ambientais [139, 140]. E evidente que para além de mitigar muitas das
emoc¢Oes negativas associadas ao consumo de insetos (repugnancia, medo,
inseguranga, etc.) & necessario que 0s consumidores associem o consumo de insetos
a emocdes positivas (como boa experiéncia sensorial) de modo a aumentar a vontade

de comer e introduzir os insetos na dieta regular [128].

Experiéncia prévia com consumo de insetos (mesmo que seja s6 conhecimento
de entomofagia) influencia positivamente o consumo de produtos com insetos [115, 119,
129], assim como o0 consumo de insetos processados resulta num aumento da vontade
de comer insetos inteiros [115]. Esta relacdo positiva entre contacto com entomofagia e
vontade de comer insetos suporta a teoria que a atitude dos consumidores perante 0s
insetos € uma questado de aversao adquirida que pode ser ultrapassado com constante
exposicao as propriedades alimentares (sabor, textura, aparéncia, aroma) dos insetos
[125]. E preciso também ter em consideracéo que vontade de experimentar consumir
insetos ndo se traduz necessariamente em disponibilidade para compra-los [141] ou
introduzi-los na dieta habitual [121, 142], devido ao consumo regular ser controlado por
aspetos mais praticos como preco ou sabor do produto e ndo apenas vontade de

experimentar um alimento incomum [127].
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2. Objetivos

Os insetos apresentam-se como uma das mais promissoras fontes alimentares
alternativas, ndo s6 devido ao seu alto valor nutricional e menor impacto ambiental, mas
também por causa de um crescente interesse por parte do publico em geral nesta
pratica. No entanto, ainda existem diversas &reas por explorar em relagédo a entomofagia
para que esta consiga estabelecer-se na cultura Ocidental. Nomeadamente, é possivel
notar que ainda ha incertezas quanto a seguranca alimentar dos insetos, qualidade
sensorial, técnicas de fracionamento e desenvolvimento de produtos. Assim, no
desenvolvimento deste projeto procurou-se estudar o potencial dos insetos na industria
alimentar tratando de vérios problemas identificados com seguranca alimentar e

desenvolvimentos de produtos inovadores.

Inicialmente, na fase inicial deste projeto procurou efetuar-se uma revisado

sistematica sobre o perigo alergénico de consumir insetos ediveis.

Foi também proposto analisar nutricionalmente duas espécies de insetos e
otimizar técnicas de extracdo lipidica e proteica avaliando o seu impacto nas

propriedades sensoriais dos insetos.

Por fim, também surgiu a oportunidade de trabalhar com uma empresa da area
alimentar (Frulact) no desenvolvimento de um projeto sobre o potencial de insetos como
alimento humano que englobasse a elaboragdo de produtos alimentares
(nomeadamente preparados de frutas ou cereais/frutos secos para posteriori

incorporacdo em iogurtes) e sua caracterizacdo sensorial e microbiolégica.
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Parte A — Revisao sistematica sobre risco

alergénico do consumo de insetos

3.Materiais e métodos

Para a realizacdo da reviséo sistematica foi efetuada uma pesquisa bibliografica,
durante o més de outubro de 2016, recorrendo a trés diferentes bases bibliograficas
digitais: PubMed/Medline, Scopus e Web of Science. Em todas as bases de pesquisa
foi utilizada a mesma query (expresséao de pesquisa): (insect OR mite* OR carmine OR
cochineal OR cockroach OR arthropod OR crustacea* OR silkworm OR locust OR
grasshopper OR cricket OR mealworm OR moth OR beetle) AND (allerg* OR
hypersensitiv* OR anaphyla* OR crossreactiv*) AND (food OR edible OR consumption
OR entomophagy OR ingesti* OR occupati* OR consum* OR eat*). N&o foram aplicadas
quaisquer restricdes baseadas na data de publicagéo ou idioma do artigo.

Adicionalmente, também foi feito uma andlise as referéncias dos estudos incluidos
e de artigos de revisdo sobre entomofagia de modo a identificar outros estudos
potencialmente relevantes que ndo estivessem presentes em nenhuma das bases

bibliograficas utilizadas.

3.1. Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos artigos originais que estudaram reatividade cruzada ou co-
sensitizag&o entre insetos, crustaceos e acaros (especialmente acaros do po de casas).
Artigos que identificaram e caracterizaram alergénios de insetos ediveis também foram
incluidos. Adicionalmente, foram também incluidos relatos de casos e séries de casos
descrevendo reacdes alérgicas ap0s o consumo de insetos, assim como estudos que
avaliaram a prevaléncia deste tipo de reacoes.

Foram excluidos artigos que se focavam na detecdo de alergénios em insetos sem
potencial para serem consumidos na Unido Europeia (como por exemplo baratas).
Também foram excluidos artigos que apenas estudaram alergias inalantes a insetos,
assim como reacdes alérgicas devido a picadas, venenos ou produtos derivados de

insetos (como mel, seda ou carmina).
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3.2. Selecé&o dos estudos e recolha de informacéao

A triagem dos artigos obtidos a partir da pesquisa bibliografica foi feita por dois
autores de modo independente, através da leitura do titulo e resumo. Os textos integrais
dos estudos selecionados foram analisados por dois autores de modo independente.
Dos estudos selecionados apés leitura do texto integral, foi recolhida informagéo sobre
0 ano de publicacdo, desenho experimental do estudo, espécies de insetos, alergénios
e reatividades cruzadas estudadas e principais conclusfes. Qualquer desacordo

existente foi resolvido por consenso.
4. Resultados

Um total de 8186 artigos foram obtidos a partir da pesquisa bibliogréfica e, depois
de os duplicados entre as diferentes bases de dados serem removidos, 4793 artigos
foram selecionados para leitura do titulo e resumo. Depois dessa analise inicial, 233
artigos foram escolhidos para leitura do seu texto integral, dos quais 24 foram incluidos
nesta revisdo sistematica. Um artigo identificado em artigos de revisdo sobre
entomofagia (que ndo estava presente em nenhuma das bases de dados utilizadas) foi

também incluido (Fig. 1).

Artigos identificados na pesquisa bibliografica (n=8186)

* PubMed/Medline (n=2638)
* Scopus (n=3570)
+ WebOfScience (n=1978)

=I Eliminagéo de duplicados (n=3393) |

| Artigos ap6s elimiagio de duplicados (n=4793) |

Artigos excluidos por anélise de titulo e resumo
(n=4560)

v

| Artigos para leitura do texto integral (n=233) |

Artigos excluidos por ndo cumprirem critérios de
mclusdo ou por aplicagio de critérios de exclusdo
(n=209)

| Artigos das bases de dados incluidos (n=24) |

< : Artigos adicionados de outras fontes(n=1) |

| Total de artigos incluidos (n=25) |

Fig. 1 - Diagrama de incluséo/excluséo dos artigos.

Dos vinte e cinco artigos analisados, oito estudaram a reatividade cruzada/co-
sensitizacdo entre insetos ediveis, crustaceos e acaros [143-150] trés identificaram e

caracterizam alergénios em insetos ediveis [151-153], dez eram relatérios de casos ou
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séries de casos de reacdes alérgicas causadas pelo consumo intencional de insetos
(oito relatérios de casos [154-161] e duas séries de casos [162, 163]), trés avaliaram a
frequéncia de reac6es anafilaticas causadas por entomofagia [164-166] e um avaliou a
prevaléncia de reacdes alérgicas em consumidores de insetos [167].

4.1. Reatividade cruzada/co-sensitizacao e detecdo de alergénios

Os resultados dos estudos que avaliaram a reatividade cruzada/co-sensitizacdo
entre alergénios em insetos ediveis e aqueles encontrados noutros artropodes
(crustaceos e acaros), ou que identificaram alergénios em insetos ediveis estdo
resumidos na tabela 6. Oito destes estudos focaram-se na reatividade cruzada/co-
sensitizagdo entre insetos com potencial para serem utilizados para consumo humano
na UE e crustaceos/acaros [143-150]. Estes estudos foram feitos com as seguintes
espécies de inseto: estado larval de diferentes besouros (Tenebrio molitor [143, 144,
149, 150], Alphitobius diaperinus [149], Zophobas atratus [149]), grilo do campo (Gryllus
bimaculatus [146, 148], Gryllus campestris [146]), grilo doméstico (Acheta domesticus
[146]), gafanhoto de Bombay (Patanga succinta [147]) e gafanhoto (Mecopoda elongata
[145]).

Tabela 6. Lista de artigos que estudaram reatividade cruzada/co-sensitizagdo entre insetos ediveis e crustaceos/acaros
ou que detetaram alergénios em insetos ediveis.

Espécie de inseto

Agentes causadores

Proteina com ligagao

Caracteristicas metodolégicas

Artigo

estudada dareacdo alérgica algE
Tenebrio molitor Crustaceos/Der p 10 Tropomiosina, AC Immunoblot; Imunoprecipitagéo; BAT; Verhoeckx, 2014
de acaros (n =7) (principais) Determinacgéo do potencial alergénico com [150]

Tenebrio molitor

Tenebrio molitor

Tenebrio molitor
Alphitobius diaperinus
Zophobas atratus

Gryllus bimaculatus

Camardo (n = 3 para
immunoblot; n = 15
para SPT; n = 12 para
BAT)

Camarao (n = 15)

Crustaceos (n=8
para dot-blote n =6
para immunoblot)
Acaros (n = 11 para
dot-blot e n = 7 para
immunoblot)

Camarao (n = 16)

a-tubulina, B-tubulina,
frutose-bifosfato
aldolase, miosina de
cadeia leve
(secundério)

Tropomiosina
AC

Tropomiosina
AC

Tropomiosina, actina
(Crustéaceos)
Paramiosina, a-
amilase, HEX1B,
cadeia pesada de
miosina muscular
(acaros)

AC (principal)
HEX1B (secundario)

Allermatch; Nano LC-MS/MS

Processamento térmico de extratos de
mealworm; SDS-PAGE; LC-MS/MS;
Immunoblot; BAT; SPT

PODCCP; SPT; ImmunoCAP; BAT; Immunoblot

Processamento (fervura, fritura ou liofilizar) e
digestao in vitro dos extratos de inseto;
Immunoblot; Dot-blot; MALDI-MS/MS;
Determinagédo do potencial alergénico com
Allermatch

SDS-PAGE; Immunoblot; LC-MS/MS

Broekman, 2015
[143]

Broekman, 2016
[144]

Van
Broekhoven,
2016 [149]

Srinroch, 2015
[148]
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Espécie de inseto Agentes causadores  Proteina com ligacdo Caracteristicas metodolégicas Artigo
estudada dareacdo alérgica algE
Patanga succinta Camarao (n = 16) AC (Sem Processamento térmico de extratos de P. Phiriyangkul,
processamento) succinta; SDS-PAGE; Immunoblot; Coloragéo de 2015 [147]
HEX1B, enolase (Sem glicoproteinas; LC-MS/MS

Mecopoda elongata

Gryllus bimaculatus
Gryllus campestris
Acheta domesticus

Larva do bicho da

seda (Bombix mori)

Pupa do bicho da
seda (Bombyx mori

Pupa do bicho da
seda (Bombyx mori)

processamento e
fritura)
GADPH, piruvato
cinase (fritura)

Camaréo (n = 9) Tropomiosina Immunoblot; Immunoblotting de inibicdo Leung, 1996
[145]

Gryllus bimaculatus EAST Inhibition com camar&o e acaro Linares, 2008
Gryllus campestris Dermatophagoide pteronyssinus. [146]

Acheta domesticus

Larva do bicho da AC Immunoblot; Immunoblot Inhibition Assay; Liu, 2009 [152]
seda (Bombix mori) (n ELISA; ELISA Inhibition Assay
=10)
Pupa do bicho da Glicoproteina de 27- Fervura do extrato proteico; Immunoblot; Anélise Jeong, 2015
seda (Bombyx mori) (n kDa protedmica; Immunoblotting de inibicdo; ELISA, [151]
= 15) ELISA inhibition
Pupa do bicho da Quitinase 2-DE; Western blot; Immunoblot; MALDI-TOF- Zhao, 2015
seda (Bombyx mori) (n Paramiosina MS; Andlise da sequéncia de aminoacidos [153]
= 4)

O papel desempenhado pela tropomiosina como um alergénio com reatividade
cruzada em artropodes foi confirmado num artigo [145]. Neste artigo, foi realizado um
immunoblotting com soro de nove individuos com historial clinico de hipersensibilidade
a camarao e extratos de insetos (incluindo o gafanhoto M. elongata) tendo sido detetada
uma banda com peso molecular de 38/40 kDa. A reatividade cruzada foi confirmada ao

realizar um immunoblot de inibicdo com tropomiosina recombinante de camaréo.

Verhoeckx et al [150] demostrou num immunoblot que soro da maioria (seis de
sete) de pacientes alérgicos a crustaceos/Der p 10 (tropomiosina) de acaros teve ligagédo
através de IgE a extratos de T. molitor. Em adicdo, todos os pacientes testados (n = 5)
tiveram um BAT (teste de ativac@o de basofilos) indireto positivo em resposta a extratos
de T. molitor. De acordo com este estudo, as principais proteinas com reatividade
cruzada foram identificadas como sendo a AC e tropomiosina, apesar de outras
proteinas como a-tubulina, B-tubulina, actina, frutose-bifosfato aldolase, miosina de
cadeia leve e Troponina-T terem sido também identificadas. Adicionalmente, foi previsto
o potencial alergénico de proteinas de T. molitor usando o programa Allermatch — que
considera uma proteina como potencialmente alergénica caso mostre ter mais de 35%
de identidade com um alergénio conhecido num intervalo de 80 ou mais aminoacidos.
Proteinas de T. molitor identificadas como potencialmente alergénicas foram a a-
amilase, tripsina putativa, serina protéase putativa e alergénio de barata. Broekman e
Verhoeckx et al [144] avaliaram a significAncia clinica da reatividade cruzada entre T.

molitor e camardo. Neste estudo, 15 pacientes alérgicos a camardo ou camarao/acaros
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foram testados num ensaio PODCCP (Provocacao Oral Duplamente Cega Controlada
com Placebo) para avaliar a alergenicidade com T. molitor — todos os 15 pacientes eram
sensiveis a T. molitor (SPT positivo) e 13 (87%) tiveram um PODCCP positivo em
resposta ao consumo de T. molitor. Os autores também relataram que a maioria (14 de
15) dos pacientes reagiu quer com tropomiosina ou AC de T. molitor em immunoblot, e
gue o limite para dete¢céo de sintomas objetivos (216 mg do extrato do inseto) foi igual
ou mais baixo que a quantidade de proteina de T. molitor presente nos produtos

alimentares presentes no mercado.

A alergenicidade da espécie T. molitor foi estudada em mais dois artigos [143,
149] que confirmaram que a IgE de pacientes alérgicos a acaros ou crustaceos € capaz
de se ligar a proteinas de extratos ndo-processados de T. molitor [143, 149], Z. atratus
e A. diaperinus [149]. Estes dois estudos avaliaram também o efeito de métodos de
processamento na alergenicidade destas espécies. De acordo com Broekman et al
[143], o tratamento térmico alterou a solubilidade de alergénios de T. molitor como
tropomiosina ou AC, contudo o efeito do tratamento térmico na capacidade de ligacao a
IgE das proteinas de T. molitor ndo foi determinado, mas este método de processamento
ndo alterou a capacidade da IgE fazer ligagbes cruzadas como confirmado por SPT e
BAT. Resultados similares foram também encontrados por van Broekhoven et al [149]
que identificaram tropomiosina de T. molitor como sendo capaz de ter reatividade
cruzada com pacientes alérgicos a crustaceos. A fervura ou digestdo in vitro ndo
alteraram significativamente a capacidade da tropomiosina de se ligar a IgE, mas a
fritura eliminou-a. A andlise da tropomiosina com Allermatch confirmou o seu potencial
alergénico — todos os segmentos de 80 ou mais aminoacidos mostraram ter uma
identidade igual ou superior a 35% com tropomiosinas alergénicas. A tropomiosina de
T. molitor também teve uma grande homologia de sequéncia de aminoacidos (60-85%)
com tropomiosinas de outros artropodes. Os autores [149] também realizaram testes
com soro de pacientes alérgicos a acaros, e os métodos de processamento utilizados
(fervura, digestdo in vitro e fritura) diminuiram significativamente a capacidade das
proteinas identificadas (paramiosina prevista com longa forma, a-amilase, actina,
proteina prevista da cuticula larval, HEX1B e miosina muscular de cadeia pesada) se
ligarem a IgE. Phiriyangkul et al [147] avaliaram, também, o efeito do processamento
térmico na alergenicidade de um inseto edivel (P. succinta) ao usar amostra composita
de soro de 16 pacientes alérgicos a camardo. Como nos estudos realizados com T.
molitor [143, 149], o processamento térmico ndo eliminou a capacidade dos alergénios
identificados nos extratos de inseto em se ligarem a IgE mas alterou a intensidade e tipo

de alergénios identificados. Nos extratos ndo-processados de P. succinta, AC, HEX1B
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e enolase foram as proteinas identificadas que se ligaram a IgE. A fritura eliminou a
capacidade de AC se ligar a IgE e diminuiu a capacidade de HEX1B e enolase.
Adicionalmente, nos extratos sujeitos a fritura foi possivel identificar duas novas

proteinas com ligacédo a IgE: GADPH e piruvato cinase.

Srinroch et al [148] realizaram um estudo focado na alergenicidade do grilo G.
bimaculatus, em que usando amostra compdsita de soro de 16 pacientes alérgicos a
camarao, identificaram AC e HEX1B no extratos de G. bimaculatus como proteinas com
ligacdo a IgE. Ao analisar a intensidade das bandas das proteinas, AC foi identificada
como o principal alergénio e HEX1B como um novo alergénio secundario. No entanto,
um outro estudo [146] realizado com um paciente com alergia inalante a trés espécies
de grilos (A. domesticus, G. bimaculatus e G. campestris) néo identificou qualquer
reatividade cruzada com camardo ou com o acaro Dermatophagoides pteronyssinus

através de testes de inibicdo EAST.

Trés estudos [151-153] realizados em individuos sensiveis ao bicho-da-seda,
focaram-se na identificacdo e caracterizacdo dos alergénios responsaveis pela
alergenicidade desta espécie. Liu et al [152] ndo s6 identificou AC como o principal
alergénio, como também revelou que este alergénio tinha reatividade cruzada com AC
de baratas e uma alta homologia de sequéncia com ACs que tém sido associadas a
alergenicidade como por exemplo a AC de camardo. Zhao et al [153] identificaram
quitinase e paramiosina como sendo alergénios da pupa do bicho-da-seda, ao mesmo
tempo gque especularam se estas proteinas poderiam ter reatividade cruzada devido a
sua alta homologia de sequéncia com os seus homologos em acaros. Jeong et al [151]
focaram-se em alergénios estaveis a temperaturas altas, identificando uma
glicoproteina de 27-kDa como um componente de ligacdo a IgE termoestavel. No
entanto, IgE especifica a glicoproteina de 27-kDa recombinante apenas foi detetada em
5 dos 15 sujeitos alérgicos a pupa do bicho-da-seda. Adicionalmente, néo foi identificada
qgualquer reatividade cruzada uma vez que pacientes sensitizados a acaros nao

demonstraram qualquer reatividade a esta proteina.
4.2. Relatérios de casos, séries de casos e estudos de prevaléncia

Relativamente a relatérios de reacbBes alérgicas provocadas por ingestdo
intencional de insetos, foi possivel obter trés estudos que avaliaram a frequéncia de
anafilaxia causada por entomofagia [164-166] e um estudo de prevaléncia de alergia em
consumidores de insetos [167], oito relatorios de casos [154-161] e duas séries de casos

[162, 163] (tabela 7). As espécies identificadas como causadoras das reagfes alérgicas
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foram gafanhotos [164-166], pupa do bicho-da-seda (Bombyx mori) [156, 163, 164],
Cordyceps sinensis [162], traca (Imbrasia belina) [157-159], larva do besouro da farinha
(T. molitor) [154, 155], cigarras [160], pupa de abelha, larva de abelha, traca (Clanis
bilineata)[164] e larvas do gorgulho da palmeira (Rhynchophorus ferrugineus) [161].

4.2.1. Estudos de prevaléncia

Trés trabalhos [164-166] estudaram a prevaléncia de anafilaxia causada por
entomofagia. Numa revisdo [164] de 358 casos de choque anafilatico causado por
ingestao de alimentos publicados na literatura Chinesa, 63 (17,3%) foram causados por
consumo de insetos; tendo sido gafanhotos (14%) as espécies que causaram mais
reagOes. Outro estudo [166] realizado durante um periodo de dois anos num hospital de
cuidados terciarios na Tailandia, revelou que de 36 casos de anafilaxia induzida por
comida, sete (19,4%) foram causados por consumo de gafanhotos fritos. De relevo, ha
gue salientar que um dos pacientes com anafilaxia ao consumo de insetos fritos também
teve anafilaxia ao consumo de camardo uns meses depois. Num estudo muito similar
realizado num Hospital Universitario na Tailandia [165], de 24 casos de anafilaxia
induzida por comida, apenas um caso (4,2%) foi causado pela ingestao de insetos fritos

(de espécie ndo determinada).

Barennes et al [167] avaliaram a prevaléncia de alergia alimentar entre
consumidores de insetos. Os autores utilizaram um questionario que possibilitava a
analise das caracteristicas socioeconémicas dos participantes, tipo de insetos
consumidos, frequéncia de consumo e existéncia de efeitos secundarios. Este estudo
foi efetuado em Laos, e incluiu 1059 participantes que ja anteriormente tinham
consumido insetos, dos quais 81 (7,6%) relataram ter experienciado reacdes alérgicas
apOs o0 seu consumo, ainda que nao tenham existido relatos de anafilaxias severas ou
fatalidades devido ao consumo de insetos. As espécies que causaram as reagdes
alérgicas ndo foram identificadas, apesar de os participantes do estudo terem apontado

os percevejos e gafanhotos como sendo os possiveis agentes causadores.
4.2.2. Relatorios de casos e séries de casos

A pupa do bicho-da-seda é consumida em grande escala na China e existem
diversos relatérios de casos de alergia alimentar ao seu consumo, nao s6 na China [163]
como nos Estados Unidos da América (E.U.A.) [156]. Ji et al [163] relataram o caso de
um turista Francés com historial de rinite alergénica, que ao visitar a China teve um
choque anafilatico ao consumir bicho-da-seda pela primeira vez. O mesmo artigo faz

uma revisdo de 13 casos de reagfes de anafilaxia severa (todos na China) devido ao
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consumo da pupa de bicho-da-seda em pacientes sem historial de choques alergénicos
e que consumiram pupa do bicho-da-seda pela primeira vez. Gautreau et al [156]
relataram dois casos em simultaneo de anafilaxia ap6s o consumo de pupa do bicho-
da-seda em dois imigrantes Nepaleses nos E.U.A. Os sujeitos eram pai e filho e tinham
consumido pupa do bicho-da-seda pela primeira vez, nenhum deles com antecedentes
de doencgas alergénicas.

A espécie C. sinensis utiliza a pupa do bicho-da-seda como seu hospedeiro e pode
ser utilizada como alimento [162]. Cinco casos de alergia alimentar devido ao consumo
de C. sinensis foram registados [162], com trés pacientes a relatarem urticaria
generalizada [162]. Todos os pacientes (n = 5) tinham doencas alergénicas associadas
como alergia respiratoria (n = 4), urticaria crénica (n = 1), e alergia alimentar a marisco
(n=1). De relevo, todos o0s sujeitos estavam sensitizados a pupa do bicho-da-seda (SPT
positivo) e ap6s consumirem esta espécie desenvolveram sintomas muito semelhantes
agueles induzidos pelo consumo de C. sinensis. A reatividade cruzada entre estas duas
espécies foi confirmada por testes ELISA de inibicdo competitiva. Além destes casos,
s6 foi possivel encontrar um outro caso onde um sujeito com historial de alergia
alimentar a marisco desenvolveu alergia alimentar apés o consumo de insetos (neste

caso cigarras) [160].

Existem também relatos de trés casos de alergia alimentar devido ao consumo de
. belina, todos eles no Botswana [157-159]. Num desses casos, 0 paciente tinha historial
de atopia e tinha ingerido |. belina toda a vida sem desenvolver sintomas de alergia
alimentar [159]. Nos outros dois casos, 0s pacientes ndo so tinham historial de doencas
alergénicas (nomeadamente rinite e conjuntivite) mas estavam também sensitizados a

alergénios comuns como acaros [157, 158].

Existem trés casos [154, 155] descritos de individuos que desenvolveram alergia
alimentar a T. molitor, todos eles com exposicdo constante a essa espécie. Em dois
desses casos [154], provocagdes orais foram realizadas com camaréo e 0s sujeitos ndo
demonstraram qualquer tipo de sintoma [154]. Em todos o0s casos, 0s sujeitos estavam
sensitizados a alergénios comuns [154, 155] e em dois casos (ambos com sintomas de

alergia inalante a T. molitor), os sujeitos estavam sensitizados a acaros [154, 155].

Apesar de ndo haver relatos de fatalidades causadas por consumo de insetos &
de interesse mencionar um caso peculiar em que um paciente desenvolveu
cardiomiopatia de Takotsubo (também conhecida como doenca do coracdo partido)

ap6s uma reacao anafilatica causada pela ingestéo de R. ferrugineus.
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Tabela 7. Lista de relatérios de casos e séries de casos de alergia alimentar a insetos. Lista organizada por artigo e com
informacéo relativa as espécies, sintomas clinicos causados pela ingestéo e outras caracteristicas dos sujeitos.

Artigo Idade/Sexo/Nacionalidade Espécie Sintomas Historia pessoal Outras caracteristicas
clinicos
Freye,1996 ND/ND/Americano Tenebrio U,DeP Regularmente exposto a Zophobas SPT positivo e IgE especifica a
[155] molitor (garganta, lingua morio, Tenebrio molitor e barata Z. morio, T. molitor e barata
e palma da méo) germanica; Hipersensivel a inalagdo germanica; teste de pele
destas espécies (broncospasmo, intradérmico positivo a
conjuntivite e rinite) alergénios comuns.
Broekman, 28/M/Holandés Tenebrio AO,U Produtor doméstico de T. molitor PODCCP positiva a T. molitor;
2015 [154] molitor provocacgdo oral negativa a
camarao; sensivel (SPT e
ImmunoCAP) a T. molitor.
Broekman, 32/M/Holandés Tenebrio AO,U Produtor doméstico de T. molitor; PODCCP positiva a T. molitor;
2015 [154] molitor Alergia respiratéria a T. molitor, caros e provocacéao oral negativa a
pélen de bétula. camarao; sensivel (SPT,
ImmunoCAP e ImmunoCAP
ISAC) a T. molitor e acaros.
Ji, 2008 [163] 37/M/Francés (a visitar a Pupa de Co (boca e cara), Historial de rinite alérgica; Primeira vez
china) Bombyx N, I (cara) , DR, gue consumia pupa do bicho da seda
mori H
Ji, 2008 [163] 21/M/Chinés Pupa de P, U, I, H, Des, Sem historial de choques alergénicos;
Bombyx Inc Primeira vez que consumia pupa do
mori bicho da seda
Ji, 2008 [163] 19/M/Chinés Pupa de U, I, DC, H, DA, Sem historial de choques alergénicos;
37/E/Chings Bombyx V, Dis Primeira vez que consumia pupa do
mori bicho da seda
54/F/Chinés
Ji, 2008 [163] M/20/Chinés Pupa de P,U, I ,H, Des, Sem historial de choques alergénicos;
Bombyx N, Inc Primeira vez que consumia pupa do
mori bicho da seda
Ji, 2008 [163] 5 homens: 9-46 Pupa de P,U,lLA,DA,V,N,D Sem historial de choques alergénicos;
3 mulheres: 9-46 Bombyx Primeira vez que consumia pupa do
mori bicho da seda
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Artigo Idade/Sexo/Nacionalidade Espécie Sintomas Histéria pessoal Outras caracteristicas
clinicos
Gautreau, M/44/Nepalés (a viver nos Pupa de U, Cor, PS Primeira vez que consumia pupa do
2016 [156] E.U.A) Bombyx bicho da seda
mori
Gautreau, M/18/Nepalés (a viver nos Pupa de Cor, E (cara), U Primeira vez que consumia pupa do
2016 [156] E.U.A) Bombyx bicho da seda
mori
Choi, 2010 F/22/Coreano Cordyceps R,C,A Historial de rinite alérgica Sintomas similares ao consumo
[162] sinensis de pupa do bicho da seda
Choi, 2010 M/40/Coreano Cordyceps U Historial de rinite alérgica Sintomas similares ao consumo
[162] sinensis de pupa do bicho da seda
Choi, 2010 F/33/Coreano Cordyceps U Historial de urticaria Sintomas similares ao consumo
[162] sinensis de pupa do bicho da seda
Choi, 2010 M/39/Coreano Cordyceps P Historial de rinite alérgica e asma Sintomas similares ao consumo
[162] sinensis bronquial de pupa do bicho da seda
Choi, 2010 F/24/Coreano Cordyceps U Historial de rinite alérgica e alergia Sintomas similares ao consumo
[162] sinensis alimentar a marisco de pupa do bicho da seda
Kung, 2013 M/39/Botsuanés Imbrasia Co (garganta e Historial de conjuntivite alérgica SPT positivo a &caros e |.
[158] belina palatal), U belina.
Kung, 2011 M/15/Botsuanés Imbrasia Dis, P (palato), Historial de rinite alérgica e eczema SPT positivo a arvores, terra,
[157] belina U, | (lingua e infantil. acaros, ervas, barata e I. belina
labios), DC
Okezie, 2010 F/36/Botsuanés Imbrasia | (corpo e cara), Tinha consumido I. belina toda a sua
[159] belina Co vida sem qualquer problema
(generalizado),
N, EC, H
Yew, 2012 M/46/Chinés R. | (cara, bragos e Primeira vez que consumia R.
[161] ferrugineus corpo), DR, ferrugineus

Cardiomiopatia

de Takotsubo
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Artigo Idade/Sexo/Nacionalidade Espécie Sintomas Histéria pessoal Outras caracteristicas
clinicos
Piatt, 2005 M/45/Americano Cigarras U Alergia alimentar a marisco
[160]

F- Feminino, M- Masculino; A — Angioedema, AO — Alergia oral, C — Conjuntivite, Co — Comichao, Cor — Corado, D — Diarreia, DA — Dor
abdominal, Des — Desmaiar, Dis — Dispneia, DC — Dor de cabeca, DR — Dificuldade em respirar, E — Edema, EC — Erupgéo cutanea, H —

Hipotens&o, | — Inchago, Inc — Inconsciéncia, N — Nausea, P — Prurido, PS — Pele seca, R — Rinite, V — Vomitar, U — Urticaria

5.Discussao e conclusao

Na revisao sistematica desenvolvida foi possivel observar que todos os estudos
incluidos que avaliaram a reatividade cruzada/co-sensitizacdo entre crustaceos e
insetos ediveis identificaram ou tropomiosina ou AC (pan-alergénios de artropodes)
como alergénios com reatividade cruzada. Alguns relatérios de casos e um estudo que
realizou um ensaio de PODCCP (Provocacao Oral Duplamente Cega Controlada com
Placebo) forneceram evidéncia que suporta a hipétese que a reatividade cruzada entre
insetos ediveis e crustaceos tem significancia clinica. No entanto, ficou patente que
ainda existe falta de informac&o sobre a alergenicidade alimentar dos insetos e o

contexto clinico que favorece as reagfes alérgicas a insetos.

Como foi mencionado anteriormente, tropomiosina e AC tém sido descritos como
pan-alergénios de artropodes — estas moléculas sdo responsaveis pela reatividade
cruzada entre insetos e outros artropodes [110-114], e ambas ja foram descritas e
caracterizadas como alergénios de insetos (e.g. baratas) [168-170]. Os estudos
realizados com insetos ediveis [143-145, 147-150] confirmaram o papel da tropomiosina
e AC como alergénios com reatividade cruzada com crustaceos, apesar de outros
alergénios de artrépodes (GADPH, cadeia leve de miosina, frutose-bifosfato aldolase,
actina, a-tubulina e PB-tubulina) terem sido identificados. Hexamerina foi também
identificada como sendo um alergénio com reatividade cruzada com crustaceos em
estudos realizado com as espécies P. succinta [147] e G. bimaculatus [148]. Apesar de
a hexamerina ndo ter sido ainda caracterizada como um alergénio de crustaceos, ela
pertence & mesma superfamilia da hemocianina [171] que € um alergénio dos
crustaceos. Em adicdo, a tropomiosina de T. molitor partilha algumas caracteristicas
importantes dos alergénios alimentares [172], sendo uma proteina abundante nesta
espécie [173] que parece manter a sua atividade alergénica mesmo apoés
processamento termal e desnaturacao in vitro [143, 149]. Estas caracteristicas sao

semelhantes as das tropomiosinas presentes em crustaceos [174, 175]. Ap6s analisar
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as tropomiosinas de T. molitor com Allermatch, foi possivel confirmar o seu potencial
alergénico uma vez que que a totalidade dos segmentes da tropomiosina com 80 ou
mais aminoacidos demonstraram uma identidade igual ou superior a 35% com
tropomiosinas associadas a alergenicidade (incluindo tropomiosinas de camaréo) [149].
As tropomiosinas identificadas também tiveram uma identidade da sequéncia de
amino4cidos bastante alta (60-85%) com tropomiosinas de camarbes [149].
Tropomiosinas em &caros (78.5-81.7%), baratas (82.4%), mosquito (chi k 10- 78.5%),
parasitas (Ani s 3 — 72.9%) e peixinho-de-prata (Lep s 1 — 67.9%) também tiveram uma
identidade de sequéncia similar com tropomiosina de camardo Pen a 1 [176]. Linares et
al [146] obteve resultados que podem parecer contraditdérios uma vez que ndo detetou
qualquer reatividade cruzada entre diferentes espécies de grilos e camardo/acaro. No
entanto, isto pode-se dever ao facto deste estudo ter sido realizado com um sujeito que
apenas estava sensitizados aos insetos. Além disso, o paciente ndo apresentou IgE
especifca para a tropomiosina e no immunoblot realizado ndo apresentou qualquer
ligagdo com bandas de peso molecular semelhantes ao da tropomiosina, o que pode
explicar a falta de reatividade cruzada. Este estudo também levanta a questado se
sensitizagdo priméaria aos insetos pode levar a que haja reatividade cruzada com
crustdceos. Em adicdo a estes estudos (realizado com pacientes alérgicos a
crustaceos/acaros), trés artigos [151-153] foram incluidos nesta revisao sistematica e
que utilizaram soro de pacientes alérgicos ao bicho da seda e que caracterizaram AC,
quitinase, paramiosina e uma glicoproteina de 27-kDa termorresistente como alergénios
importantes do bicho da seda. Estes estudos sublinham a importancia de usar soro de
pacientes com alergia aos insetos em estudos de identificacdo de alergénios, pois 0s
alergénios responsaveis pela reatividade cruzada podem ser diferentes dos alergénios

responsaveis pela sensitizacdo primaria.

A relevancia clinica da reatividade cruzada entre insetos e crustaceos é sugerida
por dois casos onde sujeitos com historial de alergia a marisco também desenvolveram
alergia alimentar apés o consumo de cigarras [160] e cha contendo Cordyceps sinensis
[162]. Apenas um estudo [144] realizou um ensaio de PODCCP (Provocacdo Oral
Duplamente Cega Controlada com Placebo) com pacientes alérgicos a camardo e
camardo/acaros, e o0s resultados demonstram que a reatividade cruzada/co-
sensitizagdo entre crustaceos e T. molitor é clinicamente relevante, uma vez que a maior
parte dos pacientes (87%) desenvolveram sintomas objetivos apds consumirem o
inseto. Esta alta percentagem (87%) de pacientes alérgicos a camardo com sintomas
apoés consumirem T. molitor é surpreendente porque para diferentes espécies de

marisco o risco relatado foi de 75% [177]. E necessario ter em conta que o relativo
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namero baixo de participantes pode dificultar a generalizacdo dos resultados deste
estudo, e mais estudos semelhantes sdo necessarios para confirmar estes resultados
iniciais. Apesar de artigos terem relatado que pacientes alérgicos a acaros tém a
capacidade de se ligarem através de IgE a extratos de insetos [149] e de alergénios
identificados no bicho da seda (quitinase e paramiosina) terem uma alta homologia de
sequéncia com alergénios de &caros [153], provocacfes orais sdo necessdrias para
determinar se esta reatividade cruzada/co-sensitizacao tem alguma significancia clinica.
Ligacéo a IgE ou reatividade cruzada com IgE néo significa necessariamente que uma
reacdo alérgica ira ocorrer- como € visto em casos entre alimentos relacionados na
familia das leguminosas [178]. Avaliar a significancia clinica da reatividade cruzada/co-
sensitizagdo entre insetos e acaros é particularmente importante pois se sujeitos
sensiveis a 4caros desenvolveram alergia alimentar aos insetos, o uso deste como
alimento pode ser diminuido devido a alta taxa de pessoas sensiveis a acaros no

mundo.

Tendo em conta que na maioria dos casos a reacdo alérgica ocorreu apés
consumir o inseto pela primeira vez, € possivel supor que estes sujeitos estariam ja
sensitizados aos insetos ou que estariam sensitizados a crustaceos ou acaros. De facto,
€ sabido que devido a reatividade cruzada entre camarao e acaros € possivel ficar co-
sensitizado a qualquer um deles sem nunca ter sido exposto [179, 180]. Reatividade
cruzada entre alergénios alimentares e outros tipos de alergénios é muito comum como
se vé pelo caso entre caracois e acaros [181-183]. Por outro lado, em trés casos [154,
155], alergia alimentar a T. molitor ocorreu em sujeitos que estavam constantemente
expostos e ficaram sensitizados a esta espécie. O perigo de pessoas que trabalham
com insetos tornarem-se hipersensiveis a eles ja se encontra estabelecido [103-105], e
apesar de haver diferencas entre alergia inalante e alimentar (esta ocorre com uma dose
muito maior), € recomendavel que se considere a hipdtese que exposi¢cao constante aos
insetos leve ao desenvolvimento de tanto alergia inalante como alergia alimentar. Ha
relatos de casos similares de sujeitos ficaram sensitizados ao alimento através de
inalacdo e sO depois desenvolveram a alergia alimentar. Estes casos foram relatados

para farinha de semente de tremoco, ovos, sementes de girassol [184] e alho [185].

Uma limitagdo do estudo dos riscos alergénicos de consumir insetos esta
relacionada com a falta de informacéo relativa aos casos de reacdes alérgicas. Esta
limitagdo acaba por estar relacionada com o facto de a entomofagia estar espalhada
principalmente na Africa e Asia. Como resultado, um ndmero substancial de reacdes

pode nem sequer ser relatado ou podem s6 ser relatadas em revistas locais. Apesar de
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as espécies que causaram o maior niumero de reacdes terem sido identificadas como a
pupa do bicho da seda ou gafanhotos isto ndo significa que estas espécies tenham uma
maior probabilidade de causar reacdes alérgicas, uma vez que o tipo de consumo
(espécies, quantidade, etc) varia enormemente entre regides e, como foi mencionado
anteriormente, muitas reagbes podem nao ser relatadas. Por exemplo, a pupa do bicho
da seda é consumida em grande quantidade na China e é estimado que cada ano mais
1000 pacientes sofram reacdes anafilaticas apds o seu consumo, com cerca de 50 a
precisarem de tratamento de emergéncia para reacfes anafilaticas severas [163]. Outra
limitacdo desta revisdo € que em alguns dos estudos ndo continham informacao
essencial para compreender o contexto das reacdes alérgicas, particularmente o

historial alergénico dos sujeitos ou sensitiza¢do a crustaceos ou acaros.

Apenas um artigo [167] estudou a frequéncia de alergia alimentar a insetos entre
consumidores destes, havendo um relato de uma aparente baixa prevaléncia (7.6%) de
reacOes alérgicas ndo correspondendo nenhuma a casos de anafilaxia severa ou
fatalidade. De salientar que esta taxa de prevaléncia pode estar inflacionada pois os
casos de alergia foram auto-relatados e poderdo ter sido causadas por picadas ou
veneno dos insetos. Apesar dos relatos que o consumo de insetos é responsavel por
17,3% [164], 19,4% [166] ou 4,2% [165] de anafilaxia induzida por comida na China e
Tailandia respetivamente, a prevaléncia de alergia a consumo insetos ndo parece ser
alta uma vez que diversos estudos realizados na Asia [186, 187] (incluindo China e
Tailandia) que avaliaram a prevaléncia de alergia alimentar ndo mencionam insetos
como agentes causadores de alergia alimentar. E também relevante mencionar que no
futuro, mais estudos que lidam com a prevaléncia de alergia ao consumo de insetos sdo
necessarios, e que deveriam avaliar se 0s pacientes tém outras alergias alimentar ou

se estdo sensitizados a crustaceos e/ou acaros.

Em conclusédo, os artigos revistos aqui parecem confirmar o risco alergénico de
consumir insetos para sujeitos com alergias a crustaceos, enquanto a significAncia
clinica da reatividade cruzada entre acaros e insetos ediveis deve ser estabelecida.
Existem também sinais que sujeitos que estdo constantemente expostos a insetos
(como produtores) podem também desenvolver alergia alimentar, algo que pode causar
preocupacao visto as perspetivas atuais de aumentar as unidades de criacéo de insetos
para producdo em massa de insetos para alimentacdo humana e racdo. Apesar de
tropomiosina e AC parecerem ser os principais alergénios com reatividade cruzada, a
sua significancia clinica deve ser avaliada e o seu papel estabelecido através de estudos

de inibi¢ao.
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Parte B — Estudo do perfil nutricional de insetos
e avaliacao de processos de extracao lipidica e

proteica

6. Material e métodos

6.1. Insetos

As espécies de insetos utilizadas neste estudo foram as espécies de grilo Acheta
domesticus e Gryllodes sigillatus. Ambas as espécies foram adquiridas a empresa

Kreca-Proti-Farm (Ermelo, Holanda), sob a forma de insetos inteiros liofilizados.

As amostras de insetos foram moidas em moinho de martelos (Retsch, Haan,
Alemanha) com crivo de 4 ou de 1 mm. As amostras moidas a 1 mm foram usadas nas
analises de composicao quimica e minerais e a 4 mm para as extracfes lipidicas e
proteicas. Todas as amostras foram armazenadas em contentores estanques, a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz, até posterior utilizacao.
6.2. Composicao quimica

A analise nutricional dos insetos compreendeu a determinacdo dos seus teores
em matéria seca, cinza, proteina bruta (PB), gordura bruta (GB) e fibra bruta (FB),
seguindo os métodos utilizados no Laboratério de Ciéncia Animal, do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto. Foi também feita uma
estimativa da composicéo de quitina presente nas duas espécies de grilo com base no

método descrito por Finke [50]. Todas as analises foram realizadas em duplicado.

Em adicdo o teor em minerais e metais das espécies de insetos foram

quantificados recorrendo a espetroscopia de emissdo e absor¢édo atomica e ICP-MS.
6.2.1. Matéria seca e cinza

O teor em matéria seca (MS) das amostras foi determinado gravimetricamente
como o residuo remanescente apds secagem, a 103 °C, em estufa de circulagéo de ar
[188].

Pesaram-se 2,5 + 0,20 g de amostra moida (P1) para uma cépsula de porcelana

previamente tarada (P2), que foi entdo colocada numa estufa de circulacdo de ar a 103



FCUP
Estudo do potencial dos insetos comestiveis para aplicagdo na indudstria alimentar 42

+ 2°C (Memmert, Schwabach, Alemanha) durante a noite. Apés a capsula ter arrefecido
até a temperatura ambiente em exsicador, o peso da capsula com o residuo de amostra

seco foi registado (P3).
O teor de matéria seca (%) foi calculado como:

P3 — P2
(P3-P2)
P1

MS (%) = 100

onde,
P1 - peso da amostra (g);
P2 - peso da capsula tarada (g);
P3 - peso da capsula com residuo de amostra seco (g).

A fracdo de cinza das amostras € obtida por incineragdo e determinada

gravimetricamente como o residuo remanescente apdés incineracao a 500°C [188].

Para a determinagéo de cinza colocaram-se as capsulas com a amostra seca
numa mufla (Vulcan, Vernon Hills, IL, E.U.A) a 500 + 20°C durante 3 horas. Apés a
incineracdo, as capsulas arrefeceram parcialmente em estufa a 103 + 2°C durante 30
minutos, tendo sido, depois, transferidas para o exsicador até arrefecerem a

temperatura ambiente e posteriormente pesadas (P4).

A percentagem de cinza bruta (CB) em % de MS foi calculada como:

(P4 — P2)
P1 x 00

onde,
P1 - peso da amostra (Q);
P2 - peso da capsula tarada (g);

P4 - peso da capsula com residuo de amostra incinerada (g);
6.2.2. Proteina bruta

O teor em azoto organico das amostras foi determinado pelo método de Kjeldahl
[189], que se baseia na digestdo do azoto (N) organico na presenca de acido sulfarico
(H2S04) e um catalisador (contendo maioritariamente sulfato de potassio) a sulfato de
amonia ((NH4)2S0,):
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A, cat.
N (organico) + H,S0, (ag) —— (NH;):S0, (3 + H,O ) +CO5 g,

A adicdo de hidréxido de sédio (NaOH) a solucao mineralizada acida converte o
(NH4)2S0O4 em amoniaco (NHs) que depois de recolhido por destilacdo nhuma solucéo de

acido baorico (HsBOs) é doseado por titulagdo com H>SO,.
(NH,);S0, i+ 2 NaHO ., ——» 2 NH; )+ Na,SO, o, +2H,0,
NH; )+ HsBO3 aqg — NHi aq)+ H2BO3 (g
H 2+ H:BO3 2y — H3BO; (g

Assumindo o pressuposto que as proteinas contém 16% de N, o teor em PB é
calculado como N x 6,25 (100/16).

Para a determinacdo do teor em N orgénico foram pesados 0,2 + 0,01 g (P1) de
amostra para um tubo de digestéo Kjeldahl de 100 mL e adicionados uma pastilha de
catalisador Kjeldahl (PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemanha) e 5 mL de H.SO4 96%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, E.U.A). Para cada série foram também utilizados um

branco (tubo sem amostra) e uma amostra de referéncia (bagacgo de soja).

ApOs agitacao (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Nova lorque, E.U.A), os tubos
foram digeridos na unidade de digestdo Kjeldahl (DT 208, FOSS, Hilleroed, Dinamarca),
acoplada a unidade scrubber (SR210, FOSS, Hilleroed, Dinamarca) para remocao dos
gases de digestéo, durante 1 h a 420 + 20°C.

Depois de realizada a digestdo das amostras e do seu arrefecimento até a
temperatura ambiente, procedeu-se a sua destilagdo (numa unidade de destilacdo
Kjeldahl semiautomética; VAPODEST, Gerhadt, Konigswinter, Alemanha) e titulacdo. A
destilacdo foi realizada com as seguintes unidades de doseamento: 25 mL de solucdo
de NaOH (VWR International, Vila Nova de Gaia, Portugal) 40% m/v, 30 mL de solucdo
de HsBOs; (Chem-Lab, Zedelgen, Bélgica) 40 % m/v (contendo verde de bromocresol
0,00001 % m/v e vermelho de metilo 0,000007 % m/v) e 40 mL de agua. Apos a
destilacdo efetuou-se a titulagdo do destilado com uma solucdo padrdo de H»SOa4

0,09964 M, até se verificar a mudanca de cor da solucéo verde para rosa.

O teor em N da amostra foi calculado como:
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[(Va —Vb) x M(H2504) x 1 x 14,007]

MS (%))
100

N (%MS) =

(P1 x 10 x

Va - volume de H,SO4 necessério para titular a amostra (mL);
Vb - volume de H,SO4 necessario para titular o branco (mL);

M (H2SO.) - concentracdo molar da solugéo padrao de H.SO4 usada na titulagéo
(i.e., 0,0964);

1 - fator do acido;
14,007 - peso molecular do N;
10 - conversado de mg/g para %;
P1 - peso da amostra (g); e
O teor em PB foi calculado como:
PB (% MS) = N (% MS) x 6,25

6.2.3. Gordura bruta

O teor em GB foi determinado gravimetricamente apds extracao a quente com éter
de petréleo [188].

Tratando-se de amostras de origem animal, procedeu-se a hidrélise da gordura
seguida da sua extragdo. Resumidamente, pesaram-se 2,5 £ 0,2 g de amostra (P1) para
gobelés de 600 mL, adicionaram-se 100 mL de solucdo de &cido cloridrico
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, E.U.A) 3 M e levou-se a fervura ligeira durante
1 h numa placa elétrica de 6 posi¢cdes com sistema de circulacdo de agua (Gerhadt,
Kdnigswinter, Alemanha). Apés arrefecimento, a mistura foi filtrada por papel de filtro
Whatman #1 (125 mm &, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, E.U.A) para um matraz e lavada
com agua até o pH do filtrado ser préximo da neutralidade. O papel de filtro com o
residuo foi seco em estufa de circulagdo de ar a 103 + 2°C durante 1:30 h. Depois de
seco, o papel de filtro com o residuo seco foi colocado num cartucho e coberto com
algodao hidréfilo isento de gordura, tendo o cartucho sido adicionado a um copo de
extracdo previamente tarado (P2), ao qual se adicionaram 140 mL de éter de petréleo
(Chem-Lab, Zedelgen, Bélgica). A extracdo foi efetuada numa unidade de extracdo
semiautomatica Soxtherm (Sox 416, Gerhadt, Kdnigswinter, Alemanha) usando o
programa de extracdo Feed, com a duracdo de 1.30 h. Terminada a extracdo, oS

cartuchos foram retirados e os copos de extracdo secos em estufa de circulacéo de ar
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a 103 £ 2°C durante 2 h. Apés arrefecimento no exsicador, o peso dos copos com a

gordura seca foi registado (P3).

O teor em GB foi entao calculado como:

(P3 - P2)
P1 x 00

onde,
P1 - peso da amostra (Q);
P2 - peso do copo de extragao (9);

P3 - peso do copo com residuo de gordura da amostra (g);
6.2.4. Fibra bruta

A FB é a porcao das amostras composta por polissacaridos estruturais como a
celulose e a hemicelulose e por lenhina, sendo determinada gravimetricamente apds

hidrélise acida e alcalina da amostra [188].

Tendo em conta os elevados teores de GB das amostras de grilo, a determinacdo
do teor em FB foi efetuado apés pré-extracdo da gordura. Assim, pesou-se 1,0+ 0,1 g
(P1) de amostra moida para um cadinho (FOSS, Hilleroed, Dinamarca) de 30 mL com
placa filtrante de 40-100 um (porosidade 2) e procedeu-se a pré-extracao da gordura
com éter de petréleo (30 mL; duas vezes). Em seguida, adicionaram-se 100 mL de
solucdo H,S04 0,15 M e a amostra foi fervida durante 30 + 1 minutos sob refluxo. Apos
filtracdo da solucdo &cida, o residuo foi lavado com agua quente (4 vezes) e acetona
(JMGS, Odivelas, Portugal) (uma vez). A hidrélise foi repetida usando agora uma
solucdo de hidroxido de potassio (VWR International, Vila Nova de Gaia, Portugal)
(KOH) 0,23 M.

No final da digestdo com H>SO4 e KOH, o cadinho foi colocado na estufa a 103 +
2 °C durante 4 h e, depois de arrefecer no exsicador, o seu peso (P2) foi registado. O
cadinho com o residuo seco foi incinerado na mufla a 500 + 2°C durante 2 horas, e
depois de arrefecer no exsicador o peso do cadinho com o residuo incinerado (P3) foi

registado.

O teor em FB foi calculado como:
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(P2 — P3)
P1 X 00

onde,
P1 - peso da amostra (Q);
P2 - peso do cadinho mais residuo apds secagem (g);

P3 - peso do cadinho mais residuo apds incineracao (g);
6.2.5. Quitina

O teor em quitina das amostras de grilos foi estimado com base teérica no método
descrito por Finke [50]. O teor em quitina de diferentes espécies de insetos foi calculado
ajustando o valor de fibra de detergente acido (ADF) tendo em conta 0 seu teor em
amino&cidos. No entanto, devido a impossibilidade de analisar o teor em aminoacidos
das amostras optou-se por fazer uma estimativa do teor em quitina recorrendo ao ADIN
(azoto insoluvel no ADF) e por associacao ao ADF-CP (proteina bruta ligada ao ADF),
um processo semelhante ao que ja foi utilizado para determinag&o de quitina em insetos
[54]

6.2.5.1 Fibra de detergente acido (ADF)

A fracdo ADF, constituida, maioritariamente, por celulose e lenhina, foi

determinada segundo o método descrito por Robertson e Van Soest [190].

Dado o teor em gordura das amostras ser superior a 10%, realizou-se uma pré-
extracdo da gordura. Assim, pesaram-se 1,0 + 0,1 g de amostra (P1) para um cadinho
previamente tarado, adicionaram-se 30 mL de acetona e filtrou-se usando vacuo

(processo repetido duas vezes).

Para a determinacdo do teor em ADF, adicionaram-se 50 mL da solucdo de
detergente acido ao cadinho contendo a amostra previamente desengordurada. Apos
fervura durante 60 + 1 min, filtrou-se e lavou-se o residuo com cerca de 30 mL de agua
fervente (processo repetido duas vezes) e acetona (repetido uma vez). O cadinho com
o residuo foi entdo seco em estufa a 103 + 2°C durante 4 h e, depois de arrefecido no

exsicador, o seu peso foi registado (P2).

O cadinho com o residuo seco foi depois colocado na mufla a 500 + 20°C e
incinerado durante 2 h. Depois de arrefecido em exsicador, registou-se o peso do

cadinho com o residuo incinerado (P3).
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A percentagem de ADF na MS foi calculada como:

P2 — P3
P1 X 00

onde,
P1 — Peso da amostra (9);
P2 — Peso do cadinho mais residuo do detergente 4cido apos secagem (Q);
P3 - Peso do cadinho mais residuo do detergente acido apds incineracéao (g);
6.2.5.2 ADIN

Numa primeira fase fez-se a recolha total do residuo de ADF para um papel de
filtro. Pesou-se 1,0 £ 0,1 g de amostra (P1) para um gobelé de 600 ml e adicionou-se
100 mL de solucao de detergente acido. Apds 60 + 1 min em fervura ligeira numa placa
de aquecimento, efetuou-se a filtragdo da mistura para um matraz recorrendo a um filtro
Whatman #54 de 125 mm (@, previamente seco em estufa e pesado (P2).
Posteriormente, lavou-se o filtro duas vezes com cerca de 30 ml de agua a ferver e uma
vez com acetona e colocou-se o filtro com o residuo a secar em estufa a 103 + 2 °C
durante 3 horas. Apés arrefecimento no exsicador registou-se o peso do papel de filtro

com residuo seco (P3).

O teor em N do residuo foi determinado de acordo com o método de Kjeldahl
referido anteriormente, apenas com duas diferengas. Os brancos utilizados continham
um tubo com um papel de filtro, sem amostra, lavado com 100 mL de solugédo de
detergente acido e 60 mL de agua e acetona e os tubos utilizados eram de maior
dimensao o que alterou os doseamentos utilizados na destilacdo (51 mL de solucdo de

NaOH, 62 mL de solucéo de acido bdrico e 75 mL de agua).

A percentagem de N insollvel no detergente acido (ADIN), na MS, foi calculada

como:
[(Va—Vb) x N(H2504) x 1 x 14,007]
ADIN (%MS) = S (%)
(P1 X —1q5 )
onde,

Va - volume de H,SO4 necessério para titular a amostra (mL);

Vb - volume de H,SO4 necessario para titular o branco (mL);
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M(H2S0O.,) - concentracdo molar da solucdo padrdo de H,SO. usada na titulacdo
(i.e., 0,13047);

1 - fator do &cido;
14,007 - peso molecular do N;
P1 - peso da amostra (g);
O ADF-PB foi calculado utilizando o fator de conversao de N a PB de 6,25:
ADF — PB(%) = ADIN (%MS) X 6,25

O teor em quitina da amostra foi calculado como a fragdo de ADF que né&o se

encontra ligada a proteina:

100 — (ADF — PB (%))
100

Quitina (%MS) = ADF (%MS) x

6.2.6. Analise composi¢cdo em minerais

Para a quantificagdo do teor em minerais e alguns metais utilizaram-se trés
métodos diferentes: espetroscopia de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS), espetroscopia de absor¢cado atémica e espetroscopia de emissdo atémica. A
escolha dos métodos foi feita mediante a disponibilidade do material e adequabilidade

do método. As andlises foram feitas em triplicado.

Para a preparacdo das amostras para analise, pesaram-se cerca de 0,5 g de
amostra moida para frascos de teflon e adicionaram-se 3 mL de &cido nitrico 65%
(Fluka-Analytical, NJ, E.U.A) e 1,5 mL de perédxido de hidrogénio30% (Sigma-Aldrich,
St.Louis, Mo, E.U.A), sendo depois feita a digestdo assistida por micro-ondas (Ethos
UP,Milestone,Shelton, CT, EUA). Para além das amostras de grilos foram também
analisadas duas amostras referéncia — musculo de peixe e figado de peixe — para
utilizacdo na analise de ICP-MS. Depois de digeridas as amostras foram diluidas num
baldo volumétrico de 100 mL sendo o volume completado com agua ultrapura. Tanto as
concentracdes dos padrdes a utilizar como as eventuais diluicdes das amostras foram
feitas tendo em conta os limites de detecdo dos métodos utilizados e as concentracées
tedricas dos minerais e metais nas duas espécies de grilos (obtidas a partir de revisdo
da literatura cientifica). Com excecdo do Na, K (emissao atomica) e Ca, Fe e Zn
(absorcdo atémica) todos os outros elementos foram analisados por ICP-MS (Mg, Cu,
Mn, Se, P, Li, V, Cr, Co, Ni, Rb, Sr, Mo, Sb, Ba, Ce, Be, As, Y, Ag, Pb, Cd, U, TI).
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6.3. Extracdo da fracéo lipidica dos insetos

6.3.1 Método de Soxhlet

O método escolhido para desengordurar as amostras de grilos foi o método de
Soxhlet pois este € um método usado na industria alimentar para extracao lipidica de
fontes animais e vegetais, e a sua aplicacdo em insetos [41] resultou em rendimentos
bastante idénticos aqueles verificados com a extracao de lipidos totais pelo método de
Folch. Foram testados cinco solventes organicos (éter de petroleo, hexano, acetona,
dietil éter e etanol) para inferir qual deles permitia uma melhor extracéo da gordura. Para
cada solvente, todas as extra¢des foram realizadas em quadruplicado.

Foram pesadas 5,0 £ 0,1 g de amostra de grilo moido (P1) para um cartucho de
extracdo (previamente seco na estufa a 103 = 2°C) e colocado algoddo seco
desengordurado sobre a amostra. Os cartuchos foram colocados no extrator Soxhlet
juntamente com baldes de destilagéo previamente secos em estufa a 50°C e pesados
(P2). Apé6s a adicdo de cerca de 140 mL do solvente a testar, a extragdo decorreu
durante 6 horas em solvente em ebulicdo. No final, o cartucho com o residuo de amostra
desengordurada e algodao foi seco em estufa a 103 + 2°C e arrefecido em exsicador
até a temperatura ambiente. O residuo de amostra desengordurada foi armazenado

protegido da luz até posterior utiliza¢ao.

O solvente residual presente nos baldes (contendo o residuo de gordura da
amostra) foi evaporado recorrendo a um evaporador de corrente de azoto com placa de
aquecimento (Stuart, Staffordshire, Reino Unido) com variagdes ao nivel da temperatura

e tempo utilizados consoante o ponto de ebulicdo de cada solvente (tabela 8).

Tabela 8. Lista de solventes utilizados na extracéo lipidica com respetivas temperaturas e tempos de evaporacédo
utilizados.

Solvente Temperatura de evaporacdo (°C) Tempo de evaporacao (h)
Eter de petroleo 60 2

Hexano 60 2

Acetona 60 2

Dietil éter 45 1:30

Etanol 60 3
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Apébs evaporacao do solvente, os balGes foram arrefecidos em exsicador e 0 seu

peso registado (P3) para calculo do rendimento da extracéo:

Extrato lipidico (%MS) P3Pz 100
xtrato lipidico 0 = YT TA)
o B30

onde,
P1 - peso da amostra (g);
P2 - peso do balédo de destilacéo (g);
P3 - peso do baléo de destilacdo com residuo de gordura da amostra (g);

ApoOs analise dos resultados das extragBes com diferentes solventes e do método
de Folch (seccdo 6.3.2.), selecionou-se o solvente a ser utilizado na obtencdo de
quantidade de residuo desengordurado suficiente para incorporacdo em produtos
alimentares (cerca de 70 g). As Unicas alteracdes ao procedimento experimental
descrito anteriormente foram a quantidade de amostra e de solvente utilizadas (cerca
de 6,8 g e 190 mL, respetivamente).

6.3.2. Método de Folch

De modo a confirmar a efetividade dos solventes utilizados nas extragbes com o
método de Soxhlet, fez-se a analise do teor em lipidos totais das amostras de residuo
desengordurado (e também das amostras de grilo moido) através do método de Folch

[191]. As amostras foram analisadas em triplicado.

Pesaram-se cerca de 0,250 g de amostra (P1) para um tubo alto, adicionaram-se
2,5 mL de metanol, agitou-se a mistura no vortex durante 10 s e colocou-se em ultra-
sons durante 5 min a 30°C. De seguida foram adicionados 5 mL de diclorometano e
repetiu-se a agitagdo no vortex e colocagdo nos ultra-sons. A mistura foi entdo
centrifugada durante 15 min e retirou-se o0 maximo de solvente para um tubo (baixo)

utilizando um filtro W#1 humedecido com diclorometano:metanol (2:1).

De seguida foram adicionados 7,5 mL de uma solu¢éo de diclorometano:metanol
(2:1) ao tubo alto e os passos de agitacdo no vortex, colocagcdo em ultra-sons e
centrifugacéo foram repetidos, assim como a remogado do méaximo possivel de solvente
para o tubo baixo. Este processo foi novamente repetido, mas desta vez com a adi¢édo

de 5 mL de uma solugéo de diclorometano:metanol (2:1).
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Adicionou-se ao tubo baixo (contendo os solventes retirados apés as
centrifugacdes) 3 mL de uma solucdo de cloreto de sodio 0,8 % e, ap6s agitacdo em
vortex, estes foram centrifugados durante 15 min. A fase inferior foi transferida para um
tubo alto (previamente seco a 50 °C e pesado, P2) com o auxilio de um filtro 1PS (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo, E.U.A) humedecido com diclorometano. Este processo foi
repetido com a adi¢cdo de 4 mL de uma solugéo de diclorometano:metanol:solucédo salina
0,8 % (86:14:1). Os tubos altos contendo a fase de solvente organico foram evaporados
sob corrente de azoto a 45°C e, ap0s os tubos arrefecidos em exsicador, o seu peso
registado (P3).

O teor em lipidos totais na MS foi calculado como:

Lipidos totais (%MS) P3—P2 100
1ptaos totats 0 = T wrc o
P1 % Mio(o/o)

onde,
P1 — peso da amostra (g);
P2 — peso do tubo alto (g);

P3 — peso do tubo alto com residuo de gordura (g);
6.4. Extracao proteica

Foi também realizada uma extragcdo proteica com o objetivo de obter um isolado
proteico que pudesse ser utilizado na formulacdo de produtos alimentares. Para a
escolha do método a realizar efetuou-se uma revisdo da literatura cientifica existente
sobre extragfes proteicas em insetos e optou-se pelo método utilizado por Yi et al [37],
pois este permitiu extrair praticamente na sua totalidade a fragcdo proteica sollvel da

espécie Tenebrio molitor.

Inicialmente misturou-se, com o auxilio de uma varinha magica e liquidificador,
cerca de 50 g (P1) de amostra de grilo moido com 450 mL de uma solu¢do tampéao de
10 mM de fosfato de sédio e 0,1 M de cloreto de sddio a pH 10. A mistura foi mantida
em agitacdo durante 16 h a 4°C e durante 1 h a temperatura ambiente, sendo depois
filtrada com um peneiro de inox com uma malha de porosidade de 355 pm (VWR

International, Vila Nova de Gaia, Portugal).

O residuo (amostra néo filtrada) foi recolhido e seco. O filtrado foi centrifugado
(Sorvall LYNX 6000 Superspeed Centrifuge; ThermoFisher Scientific; Waltham, MA,;
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E.U.A) a 15000 x g durante 30 min a 4°C. A camada lipidica foi rejeitada e o
sobrenadante e pellet foram recolhidos, congelados e posteriormente liofilizados, sendo
0 peso total de cada fracao registado (P2). O teor proteico das 3 fra¢Bes (residuo ndo
filtrado, pellet e sobrenadante) foi analisado segundo o método de Kjeldahl.

Além do célculo do teor proteico de cada fracdo, foi também calculado a

percentagem de proteina total da amostra presente em cada uma das fracoes:

%PB fracdo X P2
%PB x P1

%PB total (presente na fragio) =

onde,
P1 — Peso da amostra a analisar;
P2 — Peso total da fragéo a analisar;
%PB — Teor em PB (%MS) da espécie a analisar;

%PB fracdo — Teor em PB (%MS) da fragédo a analisar.

6.5. Analise estatistica

Para efetuar a analise estatistica dos resultados utilizou-se o software GraphPad
Prism 7.03 (GraphPad Software, Inc; La Jolla,CA, E.U.A). Para comparagdo dos
resultados da composicdo quimica e minerais aplicou-se um t teste para detetar
diferencas entre as duas espécies. Para andlise dos resultados das extragdes lipidicas
foi aplicado um One-Way ANOVA seguido do teste de comparag8es multiplas de Tukey.

Foi usado um nivel de significancia de 0,05 em todos os estudos.
6.6. Analise sensorial de barras proteicas com incorporacdo de
insetos inteiros e extratos desengordurados

De forma a avaliar-se o impacto sensorial da desengorduracdo dos insetos optou-
se por fazer a sua incorpora¢cdo num produto alimentar, que neste caso foram barras a
base de cereais e frutos secos. A escolha deste produto baseou-se em dois fatores:

existéncia no mercado de produtos similares (de modo a elaborar-se um produto cuja

incorporacéo de insetos fosse apropriada) e facilidade de elaboracéo.
6.6.1 Elaboracéo das barras

A formulacao das barras foi baseada em produtos analogos desenvolvidos num

projeto anterior realizado no ambito da Licenciatura em Ciéncias de Engenharia
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Alimentar [192], com alteracBes a serem efetuadas de modo a otimizar o nivel de

incorporacdo de insetos, textura e sabor do produto.

Foi decidido elaborar-se cinco formulagbes diferentes (tabela 9) tendo como

diferencas o modo de incorporacgéo dos insetos.

Tabela 9. FormulagBes usadas para elaboracdo das barras. AD-W: A. domesticus inteiro; AD-E: A. domesticus
desengordurado; GS-W: G. sigillatus inteiro; GS-E: G. sigillatus desengordurado

Manteiga Flocos Flocos . .
Sultanas . Linhaca Sementes Améndoa Castanha Grilo Residuo
Tamaras de Azeite de de . . . L
Formulagéo pretas Mel (g) . ) . dourada | de girassol laminada do Brasil inteiro | desengordurado
(9) amendoim (9) aveia centeio
() @ @ @) ) (©)] (©)]
(C)] @ @
Controlo 10% 10% 13% 20% 7% 17% 10% 3% 3% 3% 3%
AD-W 9% 9% 12% 18% 6% 15% 9% 3% 3% 3% 3% 8%
AD-E 9% 9% 13% 19% 6% 16% 9% 3% 3% 3% 3% 6%
GS-W 9% 9% 12% 18% 6% 15% 9% 3% 3% 3% 3% 8%
GS-E 9% 9% 13% 19% 6% 16% 9% 3% 3% 3% 3% 6%

A maioria das matérias-primas utilizadas foram compradas ja na forma pretendida,
mas outras ainda necessitaram de transformacoes: as tdmaras e as sultanas pretas
foram trituradas em pasta com um picador, as castanhas do Brasil foram fatiadas e as
espécies de grilo foram finamente moidas. Todos estes processos foram realizados com

o0 auxilio de um robot de cozinha (Major Titanium; Kenwood).

A elaboragdo das barras consistiu inicialmente na pesagem e mistura das
matérias-primas foi feita com base no estado fisico dela: as tdmaras, sultanas pretas,
mel, manteiga de amendoim e azeite foram pesados juntos devido a serem matérias
viscosas/liquidas, tendo os restantes materiais (flocos de aveia, flocos de centeio,
linhaca dourada, sementes de girassol, améndoa laminada, castanha do Brasil e grilos
inteiros moidos/residuo desengordurado de grilos) uma textura mais solida e sendo
pesados juntos. Depois da pesagem, aqueceu-se 0s componentes liquidos/viscosos em
lume baixo até a mistura ter um aspeto liquefeito, altura em que se envolviam os
materiais solidos lentamente de modo a que todos os componentes ficassem
devidamente misturados. De seguida o produto obtido era amassado até ficar
uniformizado e levado ao forno a 160°C durante 16 minutos. Depois de se deixar
arrefecer, o produto foi cortado em pedacos com pesos compreendidos entre 10 e 15 g

para posterior utilizagdo na prova sensorial (Fig. 2).
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Fig. 2 - Exemplo das barras utilizadas na prova sensorial. 693 — Controlo; 839 — GS-W; 107 — GS-E; 329 — AD —W; 285
—-AD-E

6.6.2. Prova sensorial

A prova sensorial foi realizada em parceria com a empresa Sense Test (Vila Nova
de Gaia, Portugal), especializada na realizacéo de provas sensoriais.

Os testes sensoriais foram realizados por provadores recrutados na base de
dados da empresa Sense Test, entidade acreditada para a realizacdo de ensaios
sensoriais a produtos alimentares segundo a 1ISO 8589:2007, estando a protecéo e
confidencialidade dos dados assegurada pela autorizagdo 2063/2009 da Comisséo
Nacional de Protecdo de Dados. O recrutamento teve como base as respostas a
inquérito sobre o consumo de insetos [193] aplicado previamente.

CHECK-ALL-THAT-APPLY (CATA)

A metodologia do Check-All-That-Apply (CATA) baseia-se em perguntas de
escolha mdltipla, cada uma com uma lista de palavras ou frases, da qual os provadores
devem selecionar aquelas que consideram ser mais adequadas como resposta as
perguntas colocadas. A principal vantagem deste tipo de perguntas é o facto de permitir
aos provadores selecionarem mais do que uma opcao, em vez de os limitar a escolher
apenas uma resposta, ou forga-los a focarem a sua atencdo e avaliarem atributos
demasiadamente especificos [194].

Adams et al [195] prop6s a aplicacdo do CATA como um método simples que
reune informacdo acerca da percecdo dos consumidores face as caracteristicas

sensoriais dos produtos alimentares. Como esta metodologia € principalmente utilizada
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por consumidores, o0 numero de provadores necessario para realizar uma
caracterizacao sensorial, utilizando o CATA, pode variar entre 50 e 100 individuos [195,
196]. A lista de palavras ou frases nas questdes CATA pode conter exclusivamente
caracteristicas sensoriais do produto, ou também incluir termos relacionados com
caracteristicas ndo sensoriais, como a ocasido de utilizacdo, o posicionamento do

produto e até emocdes.

Embora o CATA seja uma ferramenta relativamente recente, dos métodos de
avaliagdo sensorial de alimentos, parece ter-se tornado popular na otimizacdo de
produtos onde é usado para examinar a perce¢cdo do produto por parte dos
consumidores. Nos Ultimos anos, varios estudos comprovaram a aplicacdo desta
técnica numa vasta variedade de produtos, dos quais shacks salgados [195], morango
[197], gelados [196], sobremesas lacteas [198], bebidas energéticas com sabor a laranja
[199], refrigerantes com sabores a citrinos [200] e percecao de texturas de sobremesas
lacteas [201]. Além destes, foi também utilizado como um processo adicional as
classificagbes hedonicas, procurando fornecer uma alternativa aos mapas de
preferéncia externos classicos gerados a partir de perfis sensoriais [196]. Atendendo a
alguns estudos que se dedicaram a comparar mapas sensoriais gerados por CATA e
gerados por andlise descritiva classica (QDA®), conseguiu-se reportar resultados
similares [196, 201].

Como foi referido anteriormente, cinco barras diferentes foram testadas (controlo
sem incorporacao de inseto, duas com incorporacao de grilo inteiro moido e duas com
incorporacdo de grilo desengordurado) sendo para cada barra utilizada uma ficha
sensorial (anexo 1) avaliando a aceitagdo da amostra com uma escala hedonica de 9
valores (1- desgosto extremamente, 9 — gosto extremamente), a Food Action Rating
Scale (FACT), traduzida de [202]: a vontade de comer a amostra caso estivesse
disponivel no mercado (1 — s6 se fosse forcado(a) é que comeria esta barra, 9 — comeria
esta barra sempre que tivesse oportunidade) e caracteristicas das amostras ordenadas
por dimensdo sensorial: aparéncia, odor, textura e sabor utilizando-se descritores
associados tanto a barras com esta tipologia como também produtos com incorporagéo
de insetos (teste do tipo CATA). Todos os participantes também realizaram outra ficha
de avaliacdo (anexo 2) que procurou estabelecer quais as caracteristicas (aparéncia,

odor, textura e sabor) que um produto ideal desta tipologia deveria ter [203].

As provas sensoriais foram realizadas por 70 participantes (34% do sexo

masculino e 66% do sexo feminino, apresentado uma média de idades de 32,7 £ 9,5
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anos, distribuidos entre os 20 e 56 anos) previamente informados sobre o tipo de prova
que iria ser realizada. Decorreram em cinco sessdes durante um periodo de quatro dias
nas instalacbes da Sense Test. Cada participante realizou a prova numa cabina
individualizada (Fig. 3) tendo sido as barras apresentadas em regime de apresentacao
monadica sequencial, com balanceamento da ordem de apresentacdo das amostras
entre os provadores, estando as amostras codificadas com codigos de trés digitos

selecionados aleatoriamente.

Em cada cabine de provas, além das amostras, foi colocado a disposicado dos
provadores um tabuleiro que continha um guardanapo de papel, um copo com agua e
bolachas de agua e sal, tendo-lhes sido informado que quer a 4gua quer as bolachas
deveriam ser usadas como limpadores do palato e que, sempre que necessario,
poderiam cuspir as amostras para uma cuspideira, utensilio também a sua disposi¢ao

nas cabines.

Fig. 3 - Exemplo de cabine para realizagdo de prova sensorial.

6.6.3 Analise estatistica

Os resultados da prova sensorial foram analisados recorrendo ao software XL-
STAT (Addinsoft, Paris, Franca) e as ferramentas de analise CATA (de modo a analisar
os descritores das amostras e produto ideal) e teste de Wilcoxon para comparacéo dos

niveis de aceitacdo e vontade de comer de cada amostra.
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7. Resultados

7.1. Composicao quimica e teores em minerais

s

A composi¢do quimica das duas espécies de grilos estudadas é semelhante
(tabela 10), apenas diferindo significativamente nos teores em MS (que sdo bastante
perto de 100% devido as espécies utlizadas serem liofilizadas) e cinza que foram
superiores em A. domesticus. Ambas as espécies contém altos teores proteicos (ca.
65%, na MS) e lipidicos (ca. 24 %, na MS). Relativamente aos teores em fibra bruta e

quitina ndo houve diferencas significativas entre as duas espécies.

Tabela 10. Composi¢cdo em matéria seca (g/100 g + d.p), cinza, PB, GB, FB, ADF e quitina (9g/100 g MS + d.p) das
espécies de grilo Acheta domesticus e Gryllodes sigillatus.

Acheta domesticus  Gryllodes sigillatus

Matéria seca 97,0 £ 0,072 96,7 + 0,02
Cinza 4,9 + 0,002 4,2 +0,02b
PB 65,3+ 0,94 64,4 + 0,20
GB 23,7+0,11 23,5+ 0,07
FB 6,9+0,24 7,1+0,26
ADF 8,1+0,26 7,7 £0,17
Quitina 5,1+0,00 4,6 £0,35

Na mesma linha, letras diferentes indicam resultados significativamente diferentes.

Na tabela 11 s&o referidos os teores de minerais e metais quantificados nas duas
espécies de grilos estudadas. Os restantes elementos analisados nédo foram detetados
(Be, As, Y, Ag, Pb, Cd, U, TI). E possivel verificar que apesar de na maioria dos
elementos as diferencas serem estatisticamente significativas, os valores entre as duas
espécies acabam por ser muito semelhantes com excecéo do Na e P, onde a espécie

A. domesticus tem um teor muito mais alto que a espécie G. sigillatus.
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Tabela 11. Teor em minerais e metais (mg/100 g MS * d.p) presente nas espécies de grilo Acheta domesticus e Gryllodes

sigillatus.

Acheta domesticus

Gryllodes sigillatus

K
Na
P
Ca
Fe
Cu
Mg
zn
Mn
Se
Li
\%
Cr
Co
Ni
Rb
Sr
Mo
Ba
Ce

987,0 £ 12,772
504,6 + 4,242
1806 + 2752
103,6 £10,11

7,7+0,162
51+0,002
43,8 + 2,37
24,4 £ 0252
3,7+0,232
0,08 £ 0,017
0,007 +0,0006 2

0,009 +0,0012
0,05 + 0,006
0,07 £0,0062
0,07 £ 0,051
0,83 £0,0372
0,34 £ 0,019
0,05 £ 0,0032
0,05 + 0,007
0,008 + 0,002

870,9 + 18,55
298,1 + 18,45
782,1+86,71°
117,3+ 12,17
4,7+0,31°
4,6 +0,35°
42,7+1,84
16,8 £0,31°
2,9 £0,44"
0,09 + 0,024
0,003 + 0,0005"
0,002 + 0,0010°
0,06 + 0,009
0,004 + 0,0006°
0,07 £ 0,049
0,38 +0,018°
0,38 £ 0,018
0,06 + 0,003°
0,04 + 0,007
0,008 + 0,002

Na mesma linha, letras diferentes indicam resultados significativamente diferentes.

7.2. Extracao lipidica

O etanol foi 0 solvente que permitiu uma melhor extracao lipidica em ambas as espécies
(A. domesticus — 28.2 £ 1.6%, na MS; G. sigillatus — 28.4 + 1.1%, na MS) (Figs. 4A e

4B), sendo a diferenca estatisticamente significativa comparativamente com as

extracdes realizadas com os outros solventes (P < 0.0001) Além desta diferenca

estatisticamente significativa entre o etanol e todos 0s outros solventes, apenas se

verificou diferengas estatisticamente significativas entre a acetona e éter de petroleo,

hexano e dietil éter.
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Fig. 4 — Teor em Gordura Bruta (% MS) resultante das extrag@es lipidicas realizadas com o método de Soxhlet para a
espécie A. domesticus (A) e G.sigillatus (B).

A andlise do teor lipidico dos residuos desengordurados (Figs. 5A e 5B) revela
que o residuo desengordurado com etanol foi aquele que continha o menor teor de

lipidos (1.4 £ 0.7 % (na MS) no residuo desengordurado de A. domesticus e de 2.3 +
0.7 % (na MS) no de G. sigillatus).
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Fig. 5 — Teor em lipidos totais (% MS), resultantes das extragdes lipidicas realizadas com o método de Folch, para os
residuos desengordurados com o método de Soxhlet para as espécies A. domesticus (A) e G. sigillatus (B).

Para calcular o rendimento das extracfes lipidicas, fez-se a razdo entre o teor
lipidico dos residuos desengordurados com o teor lipidico (calculado com o método de
Folch) dos insetos inteiros (20,4 + 1,41% para A. domesticus e 18,9 £ 1,66% para G.

sigillatus.) (tabela 12). Como expectavel, as extragbes realizadas com o etanol
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permitiram uma maior extracao da fracao lipidica (93,3 + 3,60% para A. domesticus e
88,0 £ 3,40% para G. sigillatus).

Tabela 12. Rendimento das extragdes lipidicas (% de fragéo lipidica extraida).

Solvente Acheta domesticus Gryllodes sigillatus
Eter de Petréleo 79,9 + 3,23 63,4 +2,68P
Hexano 73,1+£12,12° 75,6 £ 5,43
Acetona 77,1+9,78 69,1 +10,2
Dietil Eter 78,6 £ 2,68 65,6 + 12,02°
Etanol 93,3 + 3,602 88,0 + 3,402

Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes.

7.3. Extracao proteica

Ao analisar os resultados da extragcdo proteica € possivel verificar que néo foi
realizavel a obtencdo de um extrato proteico, em qualquer uma das espécies, tendo a
maioria da proteina da amostra ficado retida no residuo néo filtrado (Fig. 6). O método
escolhido [37] teoricamente permitiria aumentar a solubilidade da fragdo proteica dos
insetos (através de altera¢des ao nivel do pH e concentragéo salina), e assim obter um
extrato rico em proteinas apés filtracao e centrifugacao. No entanto, o sobrenadante foi
a fracdo com menor teor em proteina (Fig. 7, A. domesticus - 39,3 + 0,1 % e G. sigillatus
— 32,6 £ 0,2%).

- Acheta dom esticus

80 7 G ryllodes sigillatus

60

% PB total

Fig. 6 - Proporgéo de PB total da amostra presente em cada uma das fragcdes obtidas durante o processo de extracdo
lipidica.
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Fig. 7 - Teor em PB (%MS) de cada uma das fracdes obtidas durante o processo de extracao proteica.



FCUP
Estudo do potencial dos insetos comestiveis para aplicagdo na inddstria alimentar 62

7.4. Provas sensoriais

Em termos de aceitacdo global e intencdo de comer € possivel ver que as
amostras podem ser divididas em trés grupos (Fig. 8): barras incorporando a espécie G.
sigillatus inteira a tém as piores avaliaces (aceitacdo — 4,1 £ 0,25; intencdo de comer
— 3,3 £ 0,23); seguido da barra com incorporacdo de A. domesticus inteiro (aceitagdo —
5,9 £ 0,21; intencdo de comer — 5,0 £ 0,22; e finalmente as barras com os residuos
desengordurados (G. sigillatus aceitagdo — 7,0 + 0,15; intencdo de comer — 6,2 £ 0,20;
A. domesticus aceitagdo — 7,0 £ 0,15; intencdo de comer — 6,3 £ 0,19) e controlo
(aceitacdo — 7,0 £ 0,18; intencdo de comer — 6,5 + 0,21) a terem avaliacdes positivas

muito idénticas.

9
8 CTRL (a)
7
ADE (a) ]
6 %

GSE (a)

+

FAS - Food Action Scale
(6]

. ADW (b)
3 GSW (c)
2
1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Aceitacéo global

Fig. 8 - Representacao grafica das avaliagbes de aceitagdo global e intencao de comer (Food Action Scale) dos diferentes
produtos testados. AD-W: A. domesticus inteiro; AD-E: A. domesticus desengordurado; GS-W: G. sigillatus inteiro; GS-
E: G. sigillatus desengordurado; CTRL: Controlo. a,b,c - grupos homogéneos, de acordo com o teste de Wilcoxon (95 %
confianga) aplicado a ambas as variaveis.

Ao analisar os resultados do teste de CATA (Figs. 9 e 10) é também possivel ver
gue as barras podem ser divididas em trés grupos com a barra cujas caracteristicas
mais se aproximaram do produto ideal foi a controlo (odor a mel e amendoim, sabor
agradavel, doce, a mel e amendoim, com cor dourada e textura humida). As barras com
incorporacdo de insetos desengordurados também se aproximaram do produto ideal
(tendo, no entanto, uma cor acastanhada e textura seca que as diferenciam do produto

ideal), enquanto as barras com incorporacao de grilo inteiro ficaram afastadas destes
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produtos, com varias descrices negativas a serem associadas a eles. A barra com
incorporacédo de A. domesticus foi associada a um sabor na boca prolongado enquanto
a barra com incorporacgédo de G. sigillatus foi aquela que teve mais descritores negativos,
nomeadamente ao nivel do sabor (fim de boca muito desagradavel, térreo e sabao) e
odor (ran¢o, muito desagradavel, desagradavel, armario antigo ou mofo).
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Fig. 9 - Analise de correspondéncia de frequéncia CATA para percegdes sensoriais. AD-W: A. domesticus inteiro; AD-E:
A. domesticus desengordurado; GS-W: G. sigillatus inteiro; GS-E: G. sigillatus desengordurado. Atributos a verde sdo
considerados essenciais para o produto, a amarelo provocam efeito negativo, mas que néo prejudicam o produto, a azul
ndo tém influéncia e vermelho prejudicam negativamente a avaliacao do produto.
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Fig. 10 - Andlise de correspondéncia de frequéncia CATA baseado na tabela de contingéncias, contendo apenas atributos
que influenciam significativamente os produtos, com sobreposicéo de elipses de confianca a 95% para os produtos. AD-
W: A. domesticus inteiro; AD-E: A. domesticus desengordurado; GS-W: G. sigillatus inteiro; GS-E: G. sigillatus
desengordurado.

8.Discussao

As espécies de grilo A. domesticus e G. sigillatus analisadas neste trabalho
tiveram valores praticamente idénticos na sua composi¢ao nutricional, e revelaram-se
fontes nutricionais com teores proteicos elevados (ca. 65%, na MS) tendo também um
teor lipidico consideravel (ca. 24 %, na MS) (tabela 10). Além disso, o consumo de 100
g de matéria seca destas duas espécies é suficiente para cumprir as doses diarias
recomendadas [67, 68] de P, Fe, Zn e Cu (tabela 11). A analise dos minerais e metais
também permitiu aferir a seguranga alimentar destas espécies, ndo sendo detetados
elementos potencialmente perigosos como As, Pb ou Cd, o que pode indicar que os
substratos utilizados como ra¢des ndo continham estes elementos [43]. Apesar de ser
expectavel que estas duas espécies tivessem valores nutricionais moderadamente
semelhantes (tabela 1), o facto de tanto para os macronutrientes (tabela 10) e minerais
(tabela 11) as diferencas entre as espécies ser praticamente inexistente, pode servir
como indicador da grande influéncia que as dietas dos insetos tem nos seus valores
nutricionais [21], pois estas duas espécies sdo provenientes do mesmo fornecedor

sendo as suas dietas idénticas.

O teor em quitina estimado para as duas espécies foi ligeiramente inferior do que

o teor em quitina determinado por Finke [50] (6.76% na MS), algo que é expectavel pois
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a determinacdo do teor em PB ligada ao ADF (em vez do teor em aminoacidos) ir4

sempre levar a uma subestimativa dos niveis de quitina.

A andlise aos resultados das extracdes lipidicas (Figs. 4 e 5 e tabela 12), permitiu
escolher o etanol como o solvente que garante as melhores extracdes lipidicas, pois no
método de Soxhlet (Fig. 4) a utilizacdo de etanol como solvente permitiu as maiores
extracBes da fracdo lipidica, resultados que foram confirmados pela andlise dos
residuos desengordurados com método de Folch (Fig. 5 e tabela 12). No entanto € de
salientar que a quantidade de lipidos extraidos com este solvente (Fig. 4) foi superior ao
teor de GB calculado para ambas as espécies (tabela 10), o que indica que a extracao
com etanol extraiu outros elementos para além da fragéo lipidica. Esta escolha do etanol
como solvente para desengorduragéo de insetos foi j& utilizada noutros artigos [39] que

estudaram a utilizacdo de insetos na inddstria alimentar.

Além da obtencéo do extrato desengordurado, também se efetuou uma extracdo
proteica com o objetivo de obter um extrato proteico passivel de incorporacdo em
produtos alimentares. O método escolhido [37] baseava-se huma extragdo aquosa com
condicbes de pH e de sal que aumentassem a solubilidade da fracdo proteica,
permitindo assim obter um sobrenadante apds centrifugagéo que contivesse a totalidade
da fragdo proteica do inseto. No entanto, a replicagdo desse método com as especies
em estudo foi um fracasso, com o sobrenadante a ter uma quantidade minima da fragéo
proteica total dos insetos (Fig. 6) e a ter um teor proteico bastante baixo (Fig. 7). A
principal razdo que pode ter influenciado estes resultados é que no método seguido [37]
foi utilizada a espécie T. molitor ndo-liofilizada. Ou seja, além de haver uma diferenca
nas espécies utilizadas havia também uma diferenga ao nivel da quantidade de agua
nas amostras. Apesar de terem sido efetuadas alteragBes para corrigir esta diferenca
na quantidade de agua dos insetos, elas ndo foram suficientes e porventura para

espécies liofilizadas terdo de ser considerados outras técnicas de extragédo.

Quanto a prova sensorial efetuada € claro que a desengorduracdo dos insetos
teve um efeito positivo na avaliacdo sensorial feita as barras com incorporacdo de
insetos. Tanto a aceitacdo global como a intencdo de comprar (Fig. 8) das barras com
incorporacao de grilos desengordurados foram bastantes idénticas ao produto controlo,
sendo estas marcadamente diferentes das barras com incorporacéo de grilos inteiros
moidos que tiveram avalia¢cdes consideravelmente mais negativas (especialmente as
barras com utilizagdo de G. sigillatus). Esta diferenca ao nivel de aceitacao e intencéo
de comer parece dever-se principalmente as diferentes caracteristicas sensoriais (odor

e sabor) que a desengorduracéo confere aos insetos (Figs. 9 e 10). Enquanto as barras
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com incorporacao de grilos inteiros moidos tiveram descricbes negativas sobre o sabor
(fim de boca desagradavel, térreo, sabdo) e odor (muito desagradavel, mofo, ranco,
armario antigo, desagradavel), as barras com grilos desengordurados ndo foram
associadas a esse tipo de descritores, estando muito mais proximas da barra controlo.
E também significante que as diferencas registadas entre as barras com A. domesticus
inteiro e G. sigillatus inteiro (tanto nos niveis de aceitagdo e intengdo de comer como no
teste CATA) desapareceram por completo apos a desengorduracao. Estes resultados
parecem indicar que a fracao lipidica é responsavel pelo sabor forte, desagradavel e
caracteristico que é associado aos grilos. Esta hip6tese tem fundamento teorico, visto
que as espécies de grilo usualmente tém niveis elevados de &cidos gordos
polinsaturados havendo assim possibilidade de sofrerem oxidagéo lipidica que confere
sabores desagradaveis [62]. No entanto estes resultados parecem contradizer a
assungcdo que as propriedades sensoriais dos insetos sdo afetadas pelas suas

feromonas [59].

Estes resultados sdo bastante promissores para o desenvolvimento de produtos
alimentares com a incorporacéo de grilos, pois o sabor desagradavel destes produtos é
um dos fatores responséaveis pela compra destes ndo se repetirem [127]. Ao utilizar uma
fracdo de grilo que ndo confira o sabor desagradavel serd possivel ultrapassar esta
possivel barreira sensorial, melhorando assim a qualidade geral destes produtos e

passando uma imagem positiva sobre a entomofagia.

Mesmo assim, mais estudos sdo necessarios sobre as propriedades sensoriais
dos insetos, nomeadamente inferir quais os compostos da fracéo lipidica responsaveis
pelos sabores desagradaveis detetados, se a desengorduracdo noutras espécies vai ter
0os mesmos efeitos nas propriedades sensoriais e qual a influéncia das dietas dos

insetos nessas mesmas propriedades.
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Parte C — Projeto desenvolvido em parceria com
a FRULACT sobre o potencial da aplicacao de

iInsetos na industria alimentar.

9. Material e métodos

9.1. Elaboracéo de preparados de fruta e cereais/frutos secos com

incorporacao de farinha de insetos

Os produtos elaborados foram preparados de fruta e cereais/frutos secos que
possibilitassem o uso dos insetos como fonte proteica. O nivel de incorporacdo dos
insetos nestes preparados foi calculado de modo a que o preparado tivesse um teor
proteico de 10%. Para a elaboracdo de provas sensoriais, os preparados elaborados
foram incorporados a 20% numa base que consistia em logurte Mimosa Natural
(suplementado com 6% de agucar).

Para a elaboragdo dos preparados de fruta e cereais/frutos secos com
incorporacao de insetos decidiu estudar-se a inclusdo de trés espécies diferentes: grilos
Acheta domesticus e Gryllodes sigillatus (mesma matéria-prima que foi utilizada na parte
B) e larvas de besouro Alphitobius diaperinus (adquirida também a empresa Kreca/Proti-
Farm). Os grilos foram finamente moidos utilizando um moinho de café (DeLonghi;
Treviso, Italia) enquanto a Alphitobius diaperinus foi obtida ja na forma de farinha.
Saliente-se que nos produtos com incorporacao de grilos optou-se por usar uma mistura
1:1 das duas espécies, pois ndo havia quantidade suficiente para fazer os produtos

apenas com a incorporacao de uma espécie.

ApoGs a elaboragédo dos preparados foram monitorizados o pH (potenciometro,
Consort C860), grau Brix (refratometro, Bellingham + Stanley Ltd.) e viscosidade
(utilizac@o de consistometro). O controlo destes parametros foi feito em dois momentos
distintos: imediatamente ap6s a sua producao e 24 h apés a producao, sendo procurado
que os parametros cumprissem os limites impostos pela FRULACT (o que motivou
vérias alteracdes nas formulacdes dos preparados, ao nivel do teor de acucar,

elementos espessantes e reguladores de acidez):

-Brix = 50 (£2);
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-pH <4,5;

-Viscosidade > 4,5 (na medicao feita 24 h ap6s a producao).
9.2. Provas sensoriais

De forma a avaliar os produtos elaborados efetuaram-se duas provas sensoriais
na FRULACT. As fichas de avaliacdo (anexo 3) utilizadas seguiram as metodologias
usualmente adotadas em testes similares na FRULACT, procurando analisar-se as
caracteristicas gerais das amostras (cor, aroma, textura na boca, sabor, apreciacdo
geral) recorrendo a uma escala heddnica com valores entre um (desgostei
extremamente) e cinco (gostei extremamente) .O nivel de dogura das amostras foi
analisado recorrendo a uma escala JAR (Just About Right) com pontuacdes a variar
entre um (extremamente menos doce que o ideal) e cinco (extremamente mais doce
que o ideal). Também foi avaliada a atitude de compra face ao consumo (Food Action
Rating Scale), utilizando uma escala com cinco pontos (um — certamente ndo compraria,;

cinco — certamente compraria).

Apbs uma andlise aos resultados da 12 prova sensorial decidiu fazer-se uma nova
prova utilizando fichas sensoriais idénticas, com produtos analogos (com a Unica
diferenca de ndo terem incorporagéo de insetos) aqueles que obtiveram os melhores

resultados sensoriais na 12 prova.
9.3. Analise Microbiolégica

Tanto para as amostras de matéria-prima como para as amostras de preparados
as andlises microbioldgicas efetuadas foram as mesmas. A quantificacdo de mesofilos
totais (1ISO 4833-1:2013) e fungos filamentosos e leveduras (ISO 21527:2008) fizeram-
se de acordo com normas I1SO, enquanto as quantificagcdes de bactérias formadoras de
esporos, mesofilos aerdbios, mesdfilos anaerdbios, termofilos aerdbios e termdfilos

anaerobios foram feitas de acordo com um método interno.
9.3.1. Matérias primas

As matérias primas analisadas foram a farinha de larva Alphitobius diaperinus,
farinhas de grilo das espécies Acheta domesticus e Gryllodes sigillatus (analisadas
individualmente), assim como uma mistura 1:1 das farinhas de grilo (de forma a
mimetizar o modo de aplicacdo da farinha de grilo nos preparados). Os meios diluentes
e meios de cultura utilizados foram preparados na FRULACT, segundo as instru¢des do

fornecedor.
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9.3.1.1. Quantificacdo de mesdfilos totais e fungos filamentosos

Trabalhando a chama do bico de Bunsen (para se obter um ambiente estéril)
transferiu-se 10 g da amostra a analisar para um frasco com 90 mL de meio suspenséao
Buffered Peptone Water (BPW) (Merck, Germany) (diluicdo 101), homogeneizando o
mesmo atraves de agitacdo manual. Apds cerca de 30 minutos procedeu-se a realiza¢éo
das diluigbes sucessivas na camara de fluxo laminar (Aura Mini, Bioair), comegando por
retirar 10 mL das suspensdo-mée (10*?) para um frasco com 90 mL de meio BPW,
fazendo-se a agitacdo manualmente. Repetiu-se este passo até se obterem as diluicées
pretendidas (que neste caso iam até 10%). Para a contagem de mesoéfilos totais
utilizaram-se todas as diluicbes enquanto para a quantificacéo de fungos apenas foram
utilizadas as diluicGes até 103. Para a quantificacdo de mesdfilos totais aplicou-se a
técnica de incorporacédo. Para isso, colocou-se 1 mL de in6culo em placas de Petri, a
partir das solucdes preparadas, em quadruplicado, seguido da adicdo do meio PCA
(aproximadamente 20 mL) (VWR Chemicals, Belgium). Por fim, as placas foram

incubadas na estufa a 30 + 1°C durante 72 + 3 h.

Para a quantificacéo de fungos filamentosos e leveduras utilizou-se o meio DG-18
(Merck, Germany), pipetando-se 0,2 mL do indculo, pela técnica por espalhamento. As
placas foram depois incubadas numa estufa a 25 + 1°C durante 5 dias.

9.3.1.2. Quantificacdo de bactérias formadoras de esporos

Inicialmente fez-se a primeira diluicdo (10) pesando-se 50 g de matéria prima
para um frasco com 450 mL de BPW homogeneizando-se manualmente. Transferiu-se
40 mL de cada uma das solugfes para 2 tubos Falcon de 50 mL. Juntamente com um
tubo controlo (tubo Falcon contendo 40 mL de agua para controlo de temperatura) as
amostras foram entdo sujeitas a um tratamento térmico, colocando-as num banho
térmico a 80°C, durante 10 minutos. Apés o final do tratamento térmico aplicou-se um
choque térmico as amostras através de arrefecimento em agua fria (cerca de 26°C). De
seguida fez-se a segunda diluicdo (107?) transferindo-se 1 mL de cada um dos tubos

Falcon para um tubo Falcon contendo 9 mL de BPW.

De seguida, aplicou-se a técnica por incorporacdo com PCA e colocou-se as
placas a 30 + 1°C durante 72 + 3 h (para quantificacdo de mesdéfilos aerébios) e a 55 +
1°C durante 48 + 2 h (para quantificacdo de terméfilos aerdbios), em quadruplicado para
cada uma das diluicbes. Para andlise de bactérias formadoras de esporos anaerébios,
aplicou-se a mesma técnica, mas utilizando o meio Reinforced Clostridial Agar (RCA)

(Merck, Germany) sendo duas placas incubadas a 30 = 1°C durante 72 + 3 h (para
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gquantificacdo de mesofilos anaerébios) e outras duas a 55 + 1°C durante 48 + 3 h (para
guantificacao de termofilos anaerdbios). Para cada uma das incubacoes as placas foram
colocadas em jarras de anaerobiose juntamente com geradores de anaerobiose

(Anaerocult, Sigma-Aldrich) e o respetivo indicador.
9.3.2 Preparados

As andlises microbioldgicas feitas aos preparados produzidos na FRULACT
(descritos anteriormente) seguiram 0s procedimentos apresentados para as analises

microbiologicas feitas as matérias primas.
9.4 Andlise estatistica

Para efetuar a analise estatistica dos resultados das provas sensoriais utilizou-se
o software GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software, Inc; La Jolla, CA, E.U.A) sendo
aplicado um One-Way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey.
Foi usado um nivel de significancia de 0,05 em todos os estudos. Também foi utilizado
o software XLSTAT (Addinsoft, Paris, Franca), correndo o programa de Penalty Analysis
para avaliar a dogura das amostras.

10. Resultados

10.1. Elaboracéo de produtos

Os preparados desenvolvidos na FRULACT (com informagéo relativa as matérias-
primas e aromatizag6es utilizadas) assim como os valores dos seus parametros fisico-

quimicos encontram-se listados nas tabelas 13 e 14, respetivamente.

Tabela 13. Lista dos preparados elaborados no projeto desenvolvido em parceria com a Frulact.

Cdédigo Preparado Aromatizagbes
A Aveld Avela e Caramelo
) . 1 - Banana, caramelo e biscoito
B Banana, bolacha micronizada e bolacha )
2 - Banana e baunilha
C Coc6 e sumo de lima Cocb, limao e caramelo
1- Framboesa, morango e agucar
D Framboesa .
2- Frutos silvestres
Café e Chocolate negro Caramelo e cacau
F Mel e noz Mel e noz

Os preparados desenvolvidos no seguimento deste projeto tiveram como base

formulacdes usadas pela FRULACT no ambito de outros projetos, tendo sido escolhidos
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preparados que utilizassem matérias-primas com sabores fortes e que pudessem
combinar com a incorporacgao de insetos tanto a nivel sensorial como a nivel visual (por
exemplo a utilizac&do de pedacos de avelad ou noz nos preparados A e F respetivamente).
Foi também tido em considerardo os produtos existentes no mercado que incorporam
insetos (nomeadamente barras energéticas) e os sabores utilizados, sendo escolhidos
preparados com sabores idénticos a alguns desses produtos (como por exemplo o
preparado C — Coco e sumo de lima).

Para ambas as espécies as concentracdes de matérias-primas e aromas foram
iguais, havendo sé diferencas ao nivel de reguladores de acidez, agua, acucar ou amido
de modo a controlar os parametros fisico-quimicos (tabela 14). No resto deste
documento cada preparado € mencionado pelo cédigo descrito na tabela 13, juntamente
com a letra L (no caso de ter incorporacao de farinha de larva de A. diaperinus) ou G
(no caso de ter incorporacao das farinhas das duas espécies de grilo A. domesticus e
G. sigillatus). Nos casos necessarios (para os preparados A e D) a especificagdo da
aromatizacdo usada é feita recorrendo ao nimero 1 ou 2, conforme descrito na tabela
13.

Como foi referido anteriormente, o produto final consistiu huma aplicacdo de 20% do
preparado numa base, que neste caso foi logurte Mimosa Natural (suplementada com

6% de acgucar).

Tabela 14. Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos dos preparados elaborados no projeto desenvolvido em parceria
com a Frulact

Preparado Brix pH Cenco
Producdo  24H depois Producao 24H depois Producdo  24H depois
A G 51 49,5 4,24 4,5 11,5 1
L 49,5 51,7 4,31 4,51 8 3
5 G 47,6 45,4 4,36 4,28 3,5 0
L 47,3 48 4,5 4,46 9 5
c G 53,1 49,6 4,45 4,33 10,5 3,5
L 49,5 47,8 4,64 4,45 11 55
D G 48,4 47,9 4,59 4,44 12 55
L 48,5 51,7 4,46 4,45 9,5 6,5
E G 49,5 49,1 4,37 4,41 6,5 0
L 50,4 48 4,63 4,52 12 4,5
F G 50,2 51,4 4,34 4,31 9,5 4
L 50,2 49,8 4,24 4,22 12,5 6
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10.2. Avaliacéo sensorial dos produtos com incorporacéo de insetos

Os produtos elaborados foram testados por um ndmero dispar de provadores
entre si, havendo varios produtos que tiveram um numero bastante reduzido de

provadores (tabela 15).

Tabela 15. Informacéo relativa ao nimero de provadores de cada produto.

Preparado NUmero de provadores
G 12
A
20
1-G 14
1-L 22
B
2-G 7
2-L 7
G 9
C
18
1-G 9
1-L 18
D
2-G 14
2-L 14
G 7
E
L 7
G 12
F
L 12

10.2.1 Aparéncia

Ao nivel da aparéncia néo se verificaram diferengas estatisticamente significativas
entre os diferentes produtos, tendo os produtos uma avaliagdo globalmente positiva
(entre 2,7 £0,8 € 3,9+£0,9).
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Fig. 11 — Avaliacao da aparéncia dos produtos com incorporacéo de inseto.

10.2.2 Aroma

Ao nivel do aroma ja se registaram diferencas significativas entre os produtos com
incorporacdo de farinha de A. diaperinus e incorporacdo de farinha de grilo, com os
primeiros a terem uma avaliagdo mais positiva. Os produtos com avaliagdo mais positive
foram o A-L (Aveld-Caramelo com incorporacgéo de farinha de A. diaperinus — 4,0 £ 0,8),

e C-L (Coc6-Lima e Caramelo com incorporagao de farinha de A. diaperinus — 3,9 £ 0,7).

Arom a

Arom a
w

Produto

Fig. 12 - Avaliagdo do aroma dos produtos com incorporacao de inseto.
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10.2.3 Sabor

Ao nivel do sabor é evidente que os produtos com incorporacdo de farinha de A.
diaperinus tiveram avaliacbes muito mais positivas (praticamente sempre com
diferencas estatisticamente significativas) em comparacdo com 0s produtos com
incorporacédo de farinha de grilo (com excecao do preparado F-L). Os preparados com
incorporacdo de grilo tiveram avaliagbes bastante negativas, com a avaliagdo mais
positiva a ser do preparado F-G (Mel-Noz, 2,4 £ 0,9). Os preparados com avaliacdo mais
positiva foram o A-L (Avela-Caramelo, 4,0 £ 1,0) e D2-L (Framboesa-Frutos Silvestres,
3,7 £ 0,6), e entre os preparados com incorporacdo de farinha de A. diaperinus apenas
tiveram diferengas significativa para o preparado F-L (Mel-Noz).

Sabor

Sabor
w
1

y PRI

A I N S VA < RN R CRN O O R O
L I TR S R N R VU A
@ ® O 9 PP o

Produto

Fig. 13 - Avaliagdo do sabor dos produtos com incorporagéo de inseto.
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10.2.4 Textura

A textura foi a caracteristica com piores avaliacGes gerais. Nao se registaram
diferencas significativas entre os diferentes produtos, sendo as avaliacdes geralmente

negativas com a mais positiva a ser de apenas 3,1 + 1,1 (A-L).

Textura

Textura
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Produto

Fig. 14 - Avaliagcéo da textura dos produtos com incorporacao de inseto.

10.2.5. Apreciacgao global

A apreciacao global dos produtos seguiu uma tendéncia semelhante a verificada
para a avaliagdo do sabor, com os produtos com incorporagdo de A. diaperinus a terem
avaliagcbes mais positivas que os produtos com incorporacgéo de farinha de grilos (com
excecdo do preparado F-L). O produto com a avaliagdo mais positiva foi o A-L (Avela-
Caramelo, 3,8 + 0,8), que foi o Unico que teve diferencas estatisticamente significativas
para todos os produtos com incorporacgao de farinhas de grilo e também F-L (Mel-Noz
com incorporacao de farinha de A. diaperinus).
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Fig. 15 - Avaliagdo da apreciagao global dos produtos com incorporagdo de inseto.

10.2.6. Atitude de compra

Quanto a atitude de compra, todos os produtos com incorporagéo de farinha de A.
diaperinus tiveram avaliacbes mais positivas que os produtos com incorporacdo de
farinha de grilo (cuja avaliagdo mais positiva foi de apenas 1,9 £ 1,1, ao preparado D2-
G). No entanto, apenas o preparado A-L (3,8 + 1,2) teve uma avaliacdo com diferencas

significativas para os produtos com incorporagéo de farinha de grilo.
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Fig. 16 - Avaliagdo da atitude de compra dos produtos com incorporacao de inseto

10.2.7. Dogura

A andlise a docgura foi apenas efetuada para os 4 produtos que apresentaram
avaliacdes sensoriais mais positivas (A-L, B1-L, C-L e D1-L), pois este tipo de analise
requer um namero minimo de cerca de 20 provadores (algo que nado se verificou para a
esmagadora maioria dos produtos — tabela 15) e estes sdo os produtos onde a

caracterizagdo completa é mais Gtil para a FRULACT.

Nos quatro produtos analisados, nenhum apresentou resultados estatisticamente
significativos, sugerindo que a docura dos produtos ndo teve grande influéncia na

avaliacdo dos mesmos.

10.3. Comparacdo sensorial entre produtos com incorporacao de

insetos e produtos analogos sem incorporagao de insetos

Apos analise dos resultados da prova sensorial realizada com os produtos com
incorporacdo de insetos, escolheu-se 0s quatro preparados que tiveram avaliacdes
gerais mais positivas (tabela 16) e fez-se nova prova com produtos analogos (cada um
com 17 provadores) sem incorporacdo de inseto de forma a poder comparar o efeito

sensorial dos insetos nos produtos.
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Tabela 16. Avaliagdes sensoriais dos produtos com incorporacéo de insetos que tiveram resultados mais positivos

Preparado Aparéncia Cheiro Sabor Textura Ap. Global  Atitude Compra
A-L 39+0,9 4,0+0,8 40+1,0 31+1,2 38+0,8 38+12
B1-L 3710 3,6+0,7 33+0,8 2711 3,3+0,7 26+1,1
C-L 3,7+0,8 3,8+0,8 33+1,0 2611 3,2+x1,0 29+11
D1-L 36+1,0 3,6+0,9 32+1,0 28+1,1 32+0,8 2,8+0,9

Para todos os produtos testados a unica caracteristica cuja avaliagdo teve uma
diferenca significativa foi a textura, com os produtos sem inseto a terem avaliacdes mais
positivas que os produtos andlogos com incorporacdo de inseto. Em todas as outras
carateristicas (incluindo sabor e atitude de compra) os valores foram bastantes
semelhantes para os produtos testados.

A - Avela e Caramelo

Agaréncia
4
3 ™
Apreciacéo Global > N Aroma
1
Textura*™ Sabor
Sem inseto Com inseto

Fig. 17 - Comparacé&o sensorial entre preparado A-L e produto analogo sem incorporagdo de inseto. **Diferenca
estatisticamente significativa (P = 0,0052).

B1 - Banana e Biscoito-Caramelo

Agaréncia
4
Apreciacédo Global > Aroma
1
Textura™* Sabor
Sem inseto Com inseto

Fig.18 — Comparagao sensorial entre preparado B1-L e produto analogo sem incorporagéo de inseto. *Diferenga
estatisticamente significativa (P = 0,0050).
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C - CocoO-Lima e Caramelo
Agaréncia

4

Apreciacéo Global Aroma

Textura™* Sabor

Sem inseto Com inseto

Fig.19 — Comparagao sensorial entre preparado C-L e produto analogo sem incorporagao de inseto. ***Diferenga
estatisticamente significativa (P < 0,0001).

D1 - Framboesa e Morango-Acgucar

Agaréncia
4
Apreciacdo Global Aroma
Textura™* Sabor
Sem inseto ——— Com inseto

Fig. 20 - Comparacéao sensorial entre preparado D1-L e produto analogo sem incorporagéo de inseto. **Diferenca
estatisticamente significativa (P = 0,0022).



FCUP
Estudo do potencial dos insetos comestiveis para aplicagéo na industria alimentar 80
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Fig. 21 - Comparacao da atitude de compra entre produtos analogos com e sem inseto.

10.4. Analise microbiol6gica

10.4.1 Matérias-primas

As figuras 22 e 23 representam graficamente a carga microbiol6gica das
diferentes espécies de insetos utilizadas durante este projeto na elaboracdo de
produtos. E importante salientar que ndo foi possivel obter resultados da carga
microbioldgica de mesofilos totais e bactérias formadoras de esporos aerdbias mesdfilas
e termofilas para a espécie A. diaperinus pois em todas as diluicdes utilizadas as placas

estavam incontaveis.

A gquantificacdo de mesdfilos totais (Fig. 22) para as amostras de grilos, revelou
que estas se encontram contaminadas: Acheta domesticus (4,0 £ 0,2 Ig(UFC/Qg)),
Gryllodes sigillatus (3,2 £ 0,2 Ig(UFC/g)) e mistura de farinhas de grilo AD/GS (3,7 £ 0,2
lg(UFC/g)). Quantificacbes semelhantes verificaram-se para bactérias formadoras de
esporos aerébias termofilas. De relevo, na quantificacdo de bactérias formadoras de
esporos aeroObias termofilas (Fig. 22) tanto para Acheta domesticus, como para
Gryllodes sigillatus, ndo foi possivel fazer qualquer quantificacdo, enquanto que na
mistura das farinhas ja foi possivel fazer uma quantificacéo (3,0 + 0,1 Ig(UFC/g)). Para
a quantificacao de bactérias formadoras de esporos anaerébias terméfilas (Fig. 22), ndo
houve quantificacdo em nenhuma das farinhas de grilo analisadas, enquanto para A.

diaperinus a quantificacéo ficou abaixo do limite de detecdo. No entanto, para as
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mesotfilas (Fig. 22) ja houve detecdo para todas as amostras, com a espécie A.

diaperinus a apresentar-se claramente mais contaminado (4,0 £ 0,0 Ig(UFC/qg)).

Y

Relativamente a analise de fungos filamentosos (Fig. 23), estes ndo foram
guantificados na espécie A. diaperinus enquanto para as espécies de grilos nenhuma
das quantificagdes encontrou-se acima do limite de detegéo (2,0 Ig (UFC/Qg)).
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Fig. 22 - Carga microbioldgica das matérias-primas (espécies de inseto). MT — Mesdfilos totais; EspAer30 — Bactérias
formadoras de esporos aerdbias mesofilas; EspAer55 - Bactérias formadoras de esporos aerdbias termofilas; EspAna30
- Bactérias formadoras de esporos anaerébias mesdfila; EspAna55 - Bactérias formadoras de esporos anaerobias
termdfilas; LD — Limite de detecao 1 Ig (UFC/g)
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M atéria prim a

Fig. 23 - Carga microbiol6gica das diferentes matérias-primas em termos de fungos filamentosos. LD — limite de detecéo

2 Ig (UFCI/g)

10.4.2 Preparados

Analisando o gréafico da figura 24, é possivel ver que todos os preparados

analisados se apresentavam contaminados ao nivel de mesofilos totais, e que o

preparado E-L (café-chocolate com incorporacao de farinha de A. diaperinus - 4,4 + 0,2

lg(UFC/g)) é aquele que tem uma maior quantificacdo de mesdfilos totais.

Carga microbiolégica (lg (UFC/g))

Fig. 24 - Carga microbiol6gica dos diferentes preparados elaborados em termos de mesdfilos totais. LD — limite de

detecéo 1 Ig (UFC/g)
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Todos os produtos analisados estavam contaminados com bactérias formadoras
de esporos aerbbias mesodfilas (Fig. 25), apesar de a maioria dos produtos com
incorporacdo de farinha de AD/GS apresentar niveis de contaminagdo bastante
inferiores aos produtos com incorporagao de farinha de A. diaperinus. De destacar
quatro produtos (todos incorporando farinha de A. diaperinus) que se apresentam
claramente contaminados quando comparados com os restantes: B-L (Banana-Bolacha-
Caramelo - 3,6 + 0,1 Ig(UFC/g)), C-L (Coco-Lima - 3,5 = 0,1 Ig(UFC/g)), E-L (Café-
Chocolate - 3,7 £ 0,6 Ig(UFC/g)) e F-L (Mel-Noz - 3,8 £ 0,1 Ig(UFC/q)).
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Fig. 25 - Carga microbioldgica dos diferentes preparados elaborados em termos de bactérias formadoras de esporos
aerdbias mesofilas. LD — limite de detecgédo 1 Ig (UFC/g)

Relativamente aos niveis de bactérias formadoras de esporos aerébias termdfilas
(Fig. 26), € notorio que os produtos com incorporacao de farinha de A. diaperinus estéo
mais contaminados que os produtos com incorporacdo de farinha de AD/GS (cuja
maioria dos produtos ou ndo apresenta quaisquer bactérias ou a quantificacédo fica

abaixo do limite de detecéo).
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Fig. 26 - Carga microbioldgica dos diferentes preparados elaborados em termos de bactérias formadoras de esporos
aerbbias termdfilas. LD — limite de detecéo 1 Ig (UFC/qg)

Para os 12 preparados analisados, apenas houve quantificagdo de fungos
filamentosos em dois deles: A-L (Aveld com incorporacdo de A. diaperinus - 3,5 + 0,1
lg(UFC/g)) e F-L (Mel-Noz com incorporacao de A. diaperinus - 4,6 £ 0,1 Ig(UFC/Q)).

Relativamente a andlise das bactérias formadoras de esporos anaerdbias
mesodfilas, com excecao do preparado D-G (Framboesa com incorporacao de AD/GS —
1,5 + 0,1 Ig(UFC/g)) ndo foi possivel quantificar este tipo de bactérias em nenhum dos
preparados. Quanto as termdfilas, ndo foi possivel fazer a sua quantificagcdo em nenhum

dos preparados analisados
11. Discussao

Os produtos desenvolvidos no estagio realizado na Frulact consistiram em
preparados de fruta e cereais/frutos secos com a incorporacao de larva de A. diaperinus
e mistura 1:1 das espécies de grilo A. domesticus e G. sigillatus. Sendo a area da
entomofagia ainda uma inovagédo que s6 agora estd a comegar a ser explorada pela
Frulact, o grande objetivo foi desenvolver produtos apropriados para a incorporacéo de
insetos, identificado potenciais limitacdes de modo a poder comecar-se a dar 0s
primeiros passos para o desenvolvimento de produtos que num futuro préximo possam

estar disponiveis nos mercados.

Assim, com as provas sensoriais que foram realizadas foi possivel identificar

algumas caracteristicas dos produtos que podem guiar o futuro desenvolvimento de
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produtos a base de insetos. Primeiro, no que diz respeito as espécies utilizadas foi
evidente que os preparados com incorporacao de grilos tiveram avaliacdes sensoriais
muito mais negativas que aqueles com incorporacdo de A. diaperinus (nomeadamente
ao nivel do sabor e aceitacdo global), e nenhum dos preparados desenvolvidos
conseguiu mascarar o sabor forte e desagradavel que os grilos atribuiram aos produtos.
Ora, sendo o sabor um dos principais fatores que motivam as escolhas alimentares
[138], uma possivel comercializacdo de produtos a base de grilos pode estar
comprometida. Nesta perspetiva, a espécie A. diaperinus (e outras similares como T.
molitor) apresenta-se como uma melhor alternativa pois nos preparados onde ela foi
incorporada o0 seu sabor ndo é notério, prevalecendo os sabores associados as
restantes matérias-primas e aromatizacdes utilizadas. Este efeito é especialmente
evidente nas comparag¢des com produtos analogos sem incorporacéo de insetos (Figs.
16-19) onde n&o houve diferencas significativas ao nivel de aparéncia, aroma, sabor,
aceitacdo global ou atitude de compra. No entanto, foi possivel detetar que as texturas
dos produtos com insetos tiveram avalia¢des relativamente baixas (Fig. 14), sendo essa
a Unica caracteristica que diferenciou os produtos com A. diaperinus e analogos sem
inseto (Figs. 17-20). Mesmo tendo em conta que os produtos provados (20% preparado
+ 80 % logurte Mimosa Natural) continham no maximo 4% de farinha de inseto, esta
conferia aos produtos uma textura adstringente que ndo é naturalmente associada a
iogurtes. Além deste efeito na textura, a propria utilizagdo de farinha de inseto
apresentou problemas na elaboracédo dos preparados pois a sua diluicdo em agua era
extremamente complicada e os preparados por diversas vezes ficavam com texturas
muito espessas. Apesar de alguns resultados promissores com a utilizacdo de A.
diaperinus, ainda sdo necessarios mais estudos para o desenvolvimento deste tipo de
produtos, nomeadamente técnicas que consigam diminuir a granulometria da farinha de
insetos (podendo possivelmente transforma-la num po) de modo a diminuir o efeito que

tém na textura.

E preciso também salientar que as provas sensoriais realizadas apresentaram
algumas limitagBes, como 0 numero bastante baixo de provadores (tabela 15) ou o facto
de as provas ndo serem realizadas individualmente o que pode ter influenciado as
respostas de alguns provadores. Mais analises sensoriais, com um numero maior de
provadores e num ambiente controlado séo necessérios para validar estes resultados
iniciais. Também sera benéfico avaliar como varia a aceitacdo dos consumidores ao
serem informados das espécies de insetos que estdo presentes, pois pode ocorrer que
a presenca de larvas de A. diaperinus leve a uma rejeicdo do produto sem sequer o

consumir, algo que pode ocorrer em menor extensdo com a presenca de grilos.
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No desenvolvimento do projeto efetuado em parceria com a Frulact também se
efetuaram testes de seguranca alimentar, nomeadamente quantificacdo da carga
microbiologica das espécies de inseto utilizadas (A. diaperinus, A. domesticus e G.
sigillatus) e preparados elaborados com incorporacdo dos insetos. Esta andlise é de
extrema importancia, pois como foi referido anteriormente a carga microbiolégica dos
insetos € um dos pontos mais criticos na sua seguranca como ingrediente alimentar.
Apesar de ndo serem detetadas espécies patogénicas como L. monoytogens, C.
perfrigens, Salmonella e Vibrio [79-82], hé& estudos relatam niveis altos de contagem
aerdbica total, contagem anaerdbica total e Enterobacteriaceae [76-80].

Antes de mais, é importante salientar a limitagcdo da andlise feita, pois néo foi
possivel quantificar a espécie A. diaperinus em termos de mesdéfilos totais, bactérias
formadoras de esporos aerdbias mesofilas e termofilas pois para todas as diluicdes
utilizadas as placas estavam incontaveis. Deveriam ter sido efetuadas novas andlise
com diluicdes mais altas, mas tal ndo foi possivel devido a restricbes de tempo

disponivel.

Relativamente & quantificacdo da carga microbiolégica das espécies de inseto
utilizadas (Fig. 22), foi possivel verificar que as espécies de grilo em estudo estavam
contaminadas em termos de mesdfilos totais (com quantificagdes a chegar até 4,0 + 0,2
Ig(UFC/g) para A. domesticus), sendo os valores equiparaveis ou até menores do que
agueles encontrados para estas espécies [80, 204]. Estas espécies também estavam
contaminadas com bactérias formadoras de esporos aerébias mesofilas com valores a
chegar até 3,0 £ 0,1 Ig(UFC/qg) para G. sigillatus, o que pode ser preocupante pois estes
valores podem indicar a presenca de B. cereus. Outro dado que pode causar
preocupacdo € a quantificagdo de bactérias formadoras de esporos anaerdbias
mesofilas de A. diaperinus (4,0 + 0,04 Ig(UFC/qg)), pois também pode indicar a presenca
da espécie patogénica C. perfrigens. E porventura importante salientar que na
guantificacdo bactérias formadoras de esporos aerdbias termdfilas, a mistura das duas
espécies de grilos teve uma quantificacdo de 3,0 + 0,1 Ig(UFC/g) apesar de na analise
destas espécies nao ter sido quantificado bactérias formadoras de esporos aerébias

termofilas.

As analises microbioldgicas efetuadas aos preparados revelaram que estes néo
cumprem os requisitos internos de seguranca alimentar impostos pela Frulact. Na
andlise de mesofilos totais (Fig. 24), esporulados aerdbios mesofilos (Fig. 25) e
terméfilos (Fig. 26) é possivel verificar que os preparados com incorporagdo de A.

diaperinus tém geralmente quantificacdes mais levadas (havendo até casos onde a
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gquantificacao foi s6 possivel nesses preparados), podendo-se colocar a hipétese que a
inclusdo desta espécie aumenta a carga microbiolégica do preparado. Foi também
possivel quantificar fungos filamentosos em dois preparados (Aveld e Mel-Noz com
incorporacdo de A. diaperinus), mas esta quantificacdo pode néo ter sido devida a
espécie de inseto utilizada pois na analise dos fungos filamentosos das espécies de
insetos (Fig. 23) as quantificacdes ficaram abaixo do limite de detecéo (2 Ig (UFC/g)).
Assim, esta quantificacdo pode dever-se as outras matérias primas utilizadas (também
improvavel pois os preparados de Aveld e Mel-Noz com incorporagdo de grilo ndo
estavam contaminados com fungos filamentosos) ou devido a mas condi¢cdes de

armazenamento que podem ter levado a contaminagbes ambientais.

Parece evidente que mais esforgos sdo necessarios para estudar e garantir a
segurancga microbioldgica de produtos com incorporagéo de insetos antes de se avancar
com a sua comercializagdo. Nomeadamente para mitigar a carga microbiolégica dos
insetos podem ser feitos tratamentos (como cozimento, fritura, pulveriza¢éo) aos insetos
de modo a diminuir a sua carga microbiol6gica, como € visto em artigos que estudam o
efeito destas técnicas na seguranca microbiol6gica de insetos [43, 76, 78, 83, 84]. Outra
técnica que pode ser implementada € uma alteracao no binémio de tempo-temperatura
utilizado (90°C/ 5 min), que pode ser especialmente util na diminuicdo da carga
microbiol6gica de esporulados. Seria também importante fazer-se uma comparacgéo das
cargas microbiol6gicas destes produtos com incorporacdo de insetos com outros
analogos sem incorporagdo de insetos, de modo a avaliar o efeito destes na carga
microbioldgica dos preparados. Outro ponto que também deve ter sido em conta € que
sera necessario aprofundar o conhecimento sobre o tipo de bactérias presentes nos
insetos e produtos, especialmente as espécies de bactérias formadoras de esporos B.

cereus e C. perfrigens.
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12. Conclusao geral

O desenvolvimento deste projeto abrangeu diversas areas relacionadas com a
entomofagia (seguranca alimentar, extracdo proteica e lipidica, analise nutricional e
sensorial, desenvolvimento de produtos) tendo sido possivel obter resultados
satisfatorios que irdo ndo sO acrescentar conhecimento cientifico, mas que também

poderdo ser Uteis para a aplicacdo de insetos na industria alimentar.

A revisdo sistematica realizada sobre os perigos alergénicos do consumo de
insetos permitiu identificar dois grupos de risco: pessoas alérgicas a crustaceos
(reatividade cruzada mediada por principalmente tropomiosina e AC) e pessoas
constantemente expostas a insetos (sensitizacdo primaria), enquanto o risco para
pessoas alérgicas a acaros ainda ndo se encontra definido. No entanto este nao foi o
anico risco de seguranca alimentar identificado neste projeto, visto que as espécies de
inseto e produtos elaborados na Frulact se encontravam contaminados
microbiologicamente a niveis superiores aos tolerados pela empresa, indicando que sao
necessarios tratamentos adicionais aos insetos e produtos. Por outro lado, nao foram
detetados elementos perigosos para o consumidor como Pb, As ou Cd, nas espécie de
grilos estudadas.

BN

Relativamente a elaboragdo de produtos alimentares com incorporacdo de
insetos, foi possivel detetar que a inclusdo de grilos teve efeitos negativos no sabor e
aceitabilidade geral dos produtos quer nas barras de cereais e frutos secos quer nos
produtos elaborados na Frulact. Com a extracdo da fracdo lipidica dos insetos com
etanol, foi possivel mitigar esses efeitos sensoriais negativos (como foi verificado pelas
provas sensoriais efetuadas com residuo desengordurado), podendo ser esta uma

alternativa para melhorar a qualidade sensorial de produtos com incorporacao de grilos.

No entanto, além do sabor é também importante resolver a questao da textura da
farinha dos insetos principalmente quando os insetos sao aplicados em produtos como
iogurtes, pois a presenca de farinha de inseto causa sensacdes desagradaveis que

podem levar a rejeicao do produto mesmo que ele tenha um bom sabor.
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13. Disseminacao dos resultados

-Publicacao do artigo de revisdo sistematica em jornal cientifico internacional:

Ribeiro, J. C., Cunha, L. M., Sousa-Pinto, B., Fonseca, J., Allergic risks of consuming

edible insects: A systematic review. Molecular nutrition & food research, 2017.
-Comunicac¢éo em forma de poster:

Ribeiro, J. C., Cunha, L. M., Sousa-Pinto, B., Fonseca, J., (2017, Setembro) “Better safe
than sorry: Allergenic risks of consuming edible insects: A systematic review” INSECTA,

Berlim, Alemanha
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15. Anexos

Anexo 1. Modelo da ficha sensorial utilizada para avaliacdo das

barras de cereais e frutos secos.

Avalie a amostra apresentada em termos de aceitacao, assinalando a pontuacéao

desejada:
Gosto extremamente ............ccccceciinens 9
GOSIO MUITO.....eeeiiiieiieee e 8
Gosto moderadamente ...........ccceecveeennee 7
Gosto ligeiramente .........cccoeeceevierenieenns 6
N&ao gosto nem desgosto .........cccceevvueeenne 5
Desgosto ligeiramente ..........cccceccveeennnen. 4
Desgosto moderadamente ...................... 3
DesgoSto MUILO .....cvvvevivieiiieiiiee e 2
Desgosto extremamente .............cceeeeeen. 1

Indique a situagdo que melhor descreve com que frequéncia comeria este produto se

estivesse disponivel no mercado:

Comeria esta barra sempre que tivesse oportunidade .......... ...cocceveeriiineeennn. 9
Comeria esta barra muito regularmente ...........ccccoveeiiiiiies v 8
Comeria esta barra regularmente ... e 7
Gosto desta barra e comeria ocasionalmente ........cccccovviier ciiivieieeiiiieeeee e 6

Comeria esta barra se estivesse disponivel, mas nao faria um grande

€SfOrgo Para @ ENCONIIAT .. ....oiiiiieiiiie et e 5
N&o gosto desta barra, mas poderia comer pontualmente .... .......cccccceeviiiiieenn. 4
Dificilmente alguma vez comeria esta barra ...........cccccovviiiies v 3
Comeria esta barra se ndo houvesse mais nada para COmer ..........cccccceeeeuvneen. 2

S6 se fosse forgado(a) é que comeria esta barra .........ccccvees vveeeviieeieeeen 1
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Da seguinte lista escolha os atributos que caracterizam a amostra apresentada ao nivel
da aparéncia, odor, textura e sabor:

Aparencia
O O O
Dourado Acastanhado Acinzentado
Odor
O O O
A mofo A armario antigo A 6leo de fritura A amendoim
O O O O O
A ranco A sabdo Desagradavel Muito Outros,
desagradavel especifique?
Textura
O O O O O
Seca Granulosa Pulverulenta Fibrosa Mole
O O
Dura Hamida
Sabor
O O O O O
Torrado Fim de boca Fim de boca Doce Mel
desagradavel muito longo
O O O O O
Amendoim Acido Sabao Térreo Agradavel
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Se identificou outros atributos relevantes por favor indique:

test

Sociedade de Estudos de Andise Sesosa
2 Produs Mimestases, Los.

Anexo 2. Modelo da ficha sensorial utilizada para caracterizacéo de

produto ideal.

Descreva o seu produto IDEAL:

Da seguinte lista escolha os atributos que caracterizam a sua amostra ideal de
barras de cereais destatipologia ao nivel da aparéncia, odor, textura e sabor.

Aparéncia

Odor

A mofo

A ranco

Textura

O
Seca

Dura

O

Dourado

O

A armério antigo

O
A sabao

O
Granulosa

O
Hamida

O

Acastanhado

|
Desagradéavel

O
Pulverulenta

A 6leo de fritura

O

Acinzentado

O
Muito
desagradavel

O
Fibrosa

O

A mel A amendoim

|
Outros,
especifique?

Mole

Sociedade de Estdos de Andiee Sexsoral LI B B |
2ot »

fos Mireataes, L
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Sabor

O O O O O
Torrado Fim de boca Fim de boca Doce Mel
desagradavel muito longo
(| O | O O
Amendoim Acido Sabao Térreo Agradavel

Se considera importante outros atributos relevantes por favor indique:

Anexo 3. Modelo da ficha sensorial utilizada para avaliacdo dos

produtos elaborados na Frulact.

Sy

Avaliagao Sensorial

Nome: Sexo:

1). Por favor, indique o quanto vocé gostou ou desgostou das caracteristicas de cada uma
das amostras utilizando a seguinte escala:

Escala:

1 - Desgostei extremamente (Detestei)

2 - Desgostei moderadamente

3 - Nem gostei/Nem desgostei

4 - Gostei moderadamente

5 - Gostei extremamente (Adorei)

Insira um numero de 1 a 5 em cada caixa

Codigo Amostra | Aparéncia Cheiro Sabor Textura Apreciacao global
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2) Dogura - Por favor, prove as amostras e, utilizando a escala, indique o qudo ideal se encontra
a dogura de cada uma delas.

Amostra Nota Escala:

1 — Extremamente menos doce que o ideal

2 — Moderadamente menos doce que o ideal
3 —Ideal

4 — Moderadamente mais doce que o ideal

5 — Extremamente mais doce que o ideal

— — p— p—
— — — —

3) Atitude de compra - Se este produto estivesse a venda, qual seria a sua atitude de compra
para cada amostra?

Amostra Nota

()

Escala:

1- Certamente ndao compraria

2- Provavelmente ndo compraria
3-Tenho duvidas se compraria ou ndao
4- Provavelmente compraria

5- Certamente compraria

—_— e~ —~
~_— — ~—

No caso de ter respondido que certamente/provavelmente ndo compraria indique qual a
principal razdo para rejeitar o produto:



