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RESUMO

A busca por alimentos funcionais contendo probidticos e compostos bioativos esta
cada vez maior visto que a populagdo de maneira geral esta mais preocupada com a
sua saude. Neste sentindo, o presente trabalho de conclusdo de curso teve como
finalidade avaliar a possibilidade de usar as proteinas soluveis de Tenebrio molitor
como agente encapsulante na co-encapsulacdo de uma bactéria probidtica e
compostos bioativos extraidos do residuo de beterraba. A farinha de tenébrio foi
produzida a partir da larva de tenébrio desidratada. A partir da farinha foi realizada a
extragao de proteinas soluveis a fim de obter um concentrado de proteinas liofilizado.
A larva, farinha e o concentrado de proteina de tenébrio foram entdo caracterizados
em relacdo ao teor de proteina, teor de gordura, aw, umidade e capacidade
emulsificante. Posteriormente, houve a tentativa de produzir as microcapsulas co-
encapsulando bactérias probiéticas com compostos bioativos usando o concentrado
proteico de tenébrio como agente encapsulante pelo método de encapsulagdo por
membranas. Como resultados, teve-se valores condizentes com a literatura, para o
teor de proteina da larva (45%), farinha (57%) e concentrado de proteina (79%); teor
de gordura da larva (39%) e farinha (20%). Além disso, a aw da larva e da farinha foi
de 0,63 e 0,66, respectivamente, enquanto o concentrado de proteina apresentou
0,32. Em acordancia com estes dados, a umidade da larva, farinha e concentrado de
proteina foi de 7%, 8% e 3%, respectivamente. A capacidade emulsificante da farinha
e do concentrado de proteina de tenébrio foi de 75% e 82%, respectivamente. Estes
resultados estavam em concordancia com relatos da literatura, no entanto,
permaneceram abaixo da proteina do soro de leite isolada (93%) quando testadas na
mesma concentragdo. No entanto, com o aumento da concentragao de 4,5% (m/v) da
proteina de tenébrio obteve-se a mesma capacidade emulsificante de
aproximadamente 93% da proteina do soro de leite isolada, enquanto 5,5% (m/v)
apresentou 100,0% de capacidade emulsificante. Na tentativa de produzir as
microcapsulas de bactérias probidticas com compostos bioativos usando a proteina
de tenébrio como agente encapsulante, a fase dispersa que continha o extrato aquoso
do residuo de beterraba, alginato a 1% (m/v) e a proteina de tenébrio a 2,75% (m/v) e
4% (m/v) formou gel e ndo foi possivel continuar o processo. A formagao de gel pode
ter ocorrido pelo pH do meio estar diferente de 7,0, ou pelas concentracbes dos
componentes estarem em propor¢des ndo ideais. Para trabalhos futuros é sugerido a
realizacdo do ajuste de pH na fase dispersa, bem como testar concentracbes acima
de 4,5% (m/v) de proteina de tenébrio que apresentou uma capacidade emulsificante
mais préxima ao da proteina do soro de leite isolada, bem como variar a concentragao
de alginato.

Palavras-chave: Tenébrio; Probidtico, Composto bioativo; Encapsulagao;
Capacidade Emulsificante.



ABSTRACT

The search for functional foods containing probiotics and bioactive compounds is
increasing, as the general population is becoming more concerned about their health.
In this context, this undergraduate thesis aimed to evaluate the possibility of using
soluble proteins from Tenebrio molitor as an encapsulating agent in the co-
encapsulation of a probiotic bacterium and bioactive compounds extracted from beet
residue. Tenebrio flour was produced from dehydrated Tenebrio larvae. Soluble
protein extraction was performed from the flour to obtain a lyophilized protein
concentrate. The larva, flour, and Tenebrio protein concentrate were then
characterized in terms of protein content, fat content, aw, moisture, and emulsifying
capacity. Subsequently, there was an attempt to produce microcapsules by co-
encapsulating probiotic bacteria with bioactive compounds using the Tenebrio protein
concentrate as the encapsulating agent through the membrane encapsulation method.
The results showed values consistent with the literature. For protein content, the
larvae, flour, and protein concentrate exhibited 45%, 57%, and 79%, respectively. The
larvae had a fat content of 39%, while the flour had 20%. The aw of the larvae and
flour was 0.63 and 0.66, respectively, while the protein concentrate had 0.32. The
moisture content of the larvae, flour, and protein concentrate was 7%, 8%, and 3%,
respectively. The emulsifying capacity of both Tenebrio flour and protein concentrate
was 75% and 82%, respectively. These results were in line with literature reports but
remained below that of isolated whey protein (93%) when tested at the same
concentration. However, with an increase in the concentration of Tenebrio protein to
4.5% (w/v), the emulsifying capacity reached approximately 93% of isolated whey
protein, while at 5.5% (w/v), it reached 100.0%. In the attempt to produce
microcapsules of probiotic bacteria with bioactive compounds using Tenebrio protein
as the encapsulating agent, the dispersed phase containing the aqueous extract of
beet residue, 1% (w/v) alginate, and Tenebrio protein at 2.75% (w/v) and 4% (w/v)
formed a gel. Gel formation may have occurred due to the pH of the medium being
different from 7.0 or the concentrations of components being in non-ideal proportions.
For future work, it is suggested to adjust the pH in the dispersed phase and test
concentrations above 4.5% (w/v) of Tenebrio protein, which showed emulsifying
capacity closer to isolated whey protein, and to vary the alginate concentration.

Keywords: Mealworm; Probiotic; Bioactive Compounds; Encapsulation; Emulsifying
Capacity.
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1 INTRODUGAO

O mercado de probidticos vém se expandindo rapidamente em pesquisas e
produtos, principalmente devido aos fatores benéficos a saude humana relacionados
ao seu consumo (Pronutrition, 2019). De acordo com as empresas de consultoria e
pesquisa de mercado, o mercado de probidticos deve expandir a uma taxa de
crescimento anual de 8,1% entre 2022 e 2027 (Markets and Markets, 2022).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem um beneficio a saude do hospedeiro (FAO, 2001;
HILL et al., 2014). Estudos realizados nos ultimos anos evidenciam os inumeros
beneficios a saude humana que os probidticos proporcionam, dentre eles a alteracao
da composi¢cao da microbiota intestinal e acdo de imunomoduladores, melhorando o
sistema imunolégico (VARSHA; MAHESHWARI; NAMPOOTHIRI, 2021), a melhora
dos parametros de controle glicémico em individuos com pré-diabetes e diabetes
mellitus tipo 2 (NASERI et al., 2022), prevengéo e tratamento de cancer colorretal
(WEI et al., 2022), potencial terapéutico na redugdo de complicagdes reprodutivas
femininas (RANI; KAUR; ALlI, 2023), e o beneficiamento de multiplos comportamentos
neurais (FEI et al., 2023).

Além dos probidticos, os compostos bioativos também vém sendo amplamente
estudados devido a acdo benéfica sobre a saude (SIDDIQUI et al., 2023). Os
compostos bioativos podem ser extraidos de inumeras fontes vegetais e sao de
grande interesse devido as suas atividades biolégicas e funcionais. Nesse ambito, os
extratos dos residuos da beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) se mostram
interessantes para serem aplicados na encapsulagcdo de probidticos. Isto se deve a
ampla produgéo e consumo do tubérculo no pais, o que gera uma grande quantidade
de residuo que é em geral descartado, como talos, casca e folhas. A beterraba (Beta
vulgaris L.) contém os pigmentos do tipo betalainas e carotenoides, compostos
fendlicos, vitaminas, minerais, nitrato inorganico, fibra dietética, que sao considerados
compostos bioativos responsaveis por diversas agdes, como por exemplo
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, hipocolesterolémica e anti-inflamatéria
(PUNIA BANGAR et al., 2022).

A co-encapsulagdo de compostos bioativos e bactérias probidticas em um
unico produto pode fornecer beneficios sinérgicos a saude e aumentar a bioatividade

de componentes individuais, melhorando assim a aderéncia de bactérias probidticas



a parede intestinal durante a digestdo (MISRA; PANDEY; MISHRA, 2021). Assim, a
microencapsulagdo tem como principal objetivo reter os probidticos e compostos
bioativos dentro de uma unica matriz encapsulante (SILVA, Marluci Palazzolli et al.,
2022). Além disso, o0 processo visa proteger os probidticos e compostos bioativos da
degradagdo e aumenta a estabilidade durante o armazenamento e processamento
(MISRA; PANDEY; MISHRA, 2021).

Esta abordagem se mostra como uma possibilidade para contornar limitagdes
que os probidticos apresentam, como perda notavel de viabilidade apos passar pelo
trato digestivo, devido a sua baixa tolerancia ao pH estomacal, enzimas digestivas e
a alta concentragao de sais biliares no intestino delgado (LI et al., 2023). Além disso,
quando incorporado em produtos comerciais, os fatores intrinsecos ou de processo,
como luz, baixo pH, alta atividade de agua ou altas temperaturas de cocgao podem
afetar negativamente a biodisponibilidade de compostos bioativos e a viabilidade dos
microrganismos quando nao encapsulados (CAMELO-SILVA et al., 2022).

Algumas das técnicas de microencapsulagao utilizadas em probidticos sao
coacervagao, extrusao, emulsificagdo, cocristalizagdo, secagem por pulverizagao
(spray-drying) e a liofilizacao (VIVEK et al., 2023). Porém, essas técnicas trazem como
principal problema microcapsulas de tamanhos variados, geralmente com tamanho
superior ao recomendado (>100 um), impactando nas caracteristicas sensoriais,
principalmente conferindo aspecto arenoso ao produto em que sera adicionado
(HEIDEBACH; FORST; KULOZIK, 2012). Considerando esses fatores, a
emulsificacdo por membranas pode ser uma alternativa interessante, visto que a
técnica tem como principais vantagens o tamanho pequeno (1 — 100 um) e uniforme
de particulas (MA, 2003).

Agentes encapsulantes variados tém sido usados para proteger probioticos e
compostos bioativos nas diferentes técnicas citadas, incluindo as proteinas de insetos
(OKAGU et al., 2020). Ainda, entre as proteinas de origem animal, a produgéo de
insetos vem se destacando dentro do contexto da sustentabilidade (QUEIROZ et al.,
2023). A criagao de insetos apresenta um impacto consideravelmente menor ao meio
ambiente em termos de uso da terra, agua, desmatamento e produgao de gases de
efeito estufa (HALLORAN et al., 2016). Além disso, o uso de proteinas de inseto como
agentes encapsulantes pode ser uma boa alternativa a outros encapsulantes devido
as propriedades funcionais destas proteinas, como espumabilidade, capacidade de
emulsificacao e capacidade de gelificagcao (QUEIROZ et al., 2023).



Desta forma, este trabalho propde avaliar a viabilidade da proteina de tenébrio
como agente encapsulante na co-encapsulagdo da cultura probidtica
Lacticaseibacillus rhamnosus GG com compostos bioativos de residuos do

processamento de beterraba.



2 OBJETIVO

Avaliar a eficiéncia da proteina de tenébrio como agente encapsulante na co-
encapsulagéo da cultura probiotica Lacticaseibacillus rhamnosus GG com extrato do

residuo de beterraba.

2.10bjetivos especificos

e Produzir farinha de tenébrio com alto teor de proteinas;

e Produzir concentrado de proteina de tenébrio;

e Comparar as capacidades emulsificantes do concentrado proteico de tenébrio
e da proteina do soro de leite isolada;

e Avaliar a aplicagdo do concentrado proteico de tenébrio como agente

encapsulante.



3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 PROBIOTICOS

Os probidticos sao bactérias ativas que colonizam o corpo do hospedeiro e
regulam o equilibrio da microbiota intestinal. A microbiota humana & formada por
diferentes microrganismos intestinais, onde a idade, sexo, raga, dieta e estilo de vida
sdo fatores que afetam essa microbiota intestinal em termos de populagdo e
diversidade desses microrganismos (SNIGDHA et al., 2022). Os probioticos
representam intervengdes terapéuticas potenciais para manter ou, pelo menos,
restaurar parcialmente a diversidade do microbioma (LEE et al., 2023).

Os géneros mais estudados como probidticos sédo Lactobacillus e
Bifidobacterium, enquanto outros como Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus
thermophilus e algumas leveduras, também sao aceitos como probidticos (DAS et al.,
2022). O género Lactobacillus € anaerobio facultativo, com uma temperatura étima de
35 -40 °C e pH étimo de 4,5 — 6,4 (XIE et al., 2023). Ja o género Bifidobacterium é
estritamente anaerobio, com uma temperatura 6tima de 37 — 42 °C e pH 6timo entre
6,5 — 7 (XIE et al., 2023). Alguns dos potenciais beneficios que Lactobacillus e
Bifidobacterium trazem a saude humana sao propriedades anti-inflamatérias e
imunomodulatérias, redugcdo do risco de doengas cardiovasculares, melhora do
sistema imunoloégico, propriedades anticarcinogénicas, competicdo com patdégenos
resistentes a antibiéticos, controle do peso e obesidade, melhora da saude bucal e
melhora do bem estar mental (CAMELO-SILVA et al., 2022).

A familia Lactobacillaceae é formada por células em forma de bastonetes
regulares e cocobacilos medindo entre 0,5 - 1,2 ym de largura e 1,0 - 10 um de
comprimento (BERGEY; HOLT, 1994). A maior parte é imdvel, catalase negativa, com
atividade pseudocatalase em algumas cepas, oxidase negativa, ndo redutores de
nitrato, indol ou H2S negativos, e nédo esporulantes (PEREZ, 2021). Recentemente,
foram propostas alteragbes na taxonomia do género 25 Lactobacillus, com a
reclassificagao surgiram novos géneros, incluindo Lacticaseibacillus (ZHENG et al.,
2020). Lacticaseibacillus rhamnosus GG que sera utilizada neste trabalho é uma
bactéria Gram-positiva, com tolerancias gastrointestinais superiores a outros

probidticos, e que apresenta excelente atividade fisioldgica, bem como, colonizagao



intestinal (CHEN et al., 2023). Além disso, L. rhamnosus GG melhora a funcéo da
barreira intestinal (BAI et al., 2022), regula a disbiose intestinal (ZHU et al., 2022),
inibe alergias e inflamagdes (FELESZKO et al., 2007), e regula a imunidade (OWENS
etal., 2021).

Para exercerem suas propriedades funcionais in vivo, 0s microrganismos
devem chegar ao intestino humano de forma ativa e viavel (CAMELO-SILVA et al.,
2022). Para isso, os produtos contendo probiéticos geralmente devem ter pelo menos
6 logs UFC g de células viaveis para exercer beneficios a satide humana (HILL et
al., 2014). A avaliacado de sobrevivéncia desses microrganismos vem sendo feita por
meétodo de simulagao gastrointestinal in vitro, substituindo o método in vivo devido sua
simplicidade, baixo custo e facil avaliagdo de cada fase da digestdo (BRODKORB et
al., 2019). Pesquisadores estabeleceram um protocolo padronizado (INFOGEST 2.0)
para simular condi¢des gastrointestinais in vitro. Refere-se a um método de digestao
estatica que usa propor¢des constantes de amostras para fluidos digestivos e um pH
constante para cada etapa da digestdo. Usando este método, amostras de alimentos
sao submetidas a digestao oral, gastrica e intestinal sequencial, enquanto parametros
como eletrdlitos, enzimas, bile, diluicdo, pH e tempo de digestdo sdo baseados em
dados fisiologicos disponiveis (BRODKORB et al., 2019).

A maior dificuldade € manter os probidticos com alta quantidade de células
viaveis durante o processamento e armazenamento do alimento e garantir a chegada
segura destes microrganismos no local de agao, onde desempenham suas fungdes
benéficas (TRIPATHI; GIRI, 2014). No decorrer do processamento os probidticos
precisam ser estaveis a temperatura de fermentacido e tratamentos térmicos, como
secagem por pulverizagao, liofilizagdo, congelamento e descongelamento (VIVEK et
al., 2023). Ao longo do armazenamento, os probitticos devem ser resistentes a fatores
como baixo pH, presenga de aditivos alimentares, alta atividade de agua, diferentes
aspectos de embalagens, temperatura de armazenamento e oxigénio (TRIPATHI;
GIRI, 2014). Quando o local de agao do probidtico € o trato gastrointestinal (TGI), além
do processamento e armazenamento, 0s probidticos precisam se manter estaveis
frente as condigdes extremas encontradas no TGI, que conta com baixo pH gastrico,
sais biliares e enzimas digestivas (GHIBAUDO et al., 2017). Por esses fatores,
meétodos que auxiliem na sobrevivéncia dos probidticos sdo de suma importancia. A

microencapsulagéo por exemplo, armazena os probidticos no interior da microcapsula



mantendo suas propriedades viaveis, e que quando combinado com compostos

bioativos traz mais vantagens ao usuario, devidos seus beneficios a saude humana.

3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

A crescente demanda de produtos alimenticios funcionais para transmitir
potenciais beneficios a saude tem se concentrado na incorporacdo de compostos
bioativos em alimentos de consumo usual (MISRA; PANDEY; MISHRA, 2021). Os
compostos bioativos derivados de plantas como curcumina, betalainas, fendlicos,
capsaicina, quercetina, resveratrol, catequina e lignanas podem regular a microbiota
intestinal e tém grande potencial de aplicagdo na manuteng¢do da saude intestinal,
aumentando a capacidade do hospedeiro de resistir ou diminuir doengas (CHEN et
al., 2022). Dentre as doengas que os compostos bioativos podem auxiliar no combate,
podemos citar doencas cardiovasculares (UD DIN et al., 2023), disturbios
respiratorios, como asma, tuberculose, pneumonia e cancer de pulmao (SINDHU et
al., 2022), cancer de colon (ESMEETA et al., 2022), e cancer gastrico (YU et al., 2023).
Além disso, a capacidade dos compostos bioativos de modular a microbiota intestinal
humana, favorece a diversidade de grupos bacterianos benéficos, proporcionando
uma redug¢do no ganho de peso, melhora da fungédo de barreira da mucosa do trato
gastrointestinal contra patégenos, e diminuicdo da inflamagao cronica (BORGONOVI
et al., 2022). Adicionalmente, os compostos fendlicos que s&o bioativos e estdo
presentes na beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) atuam como prebidticos no
organismo humano, ou seja, um ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta
beneficamente o hospedeiro ja que estimula seletivamente o crescimento de bactérias
residentes no célon (GIBSON et al., 2017; LIU; VINCKEN; DE BRUIJN, 2022). Na co-
encapsulagédo com probiéticos, os prebidticos aumentam a viabilidade das bactérias
que passam pelo sistema gastrointestinal (SATHYABAMA et al., 2014).

Outro fator com importancia na saude humana é o potencial antioxidante dos
alimentos que esta diretamente ligado a presenga de compostos bioativos na matriz
alimentar (PAZINATTO; TEIXEIRA MARQUES; DE LIMA, 2022). Os antioxidantes
possuem capacidade de atrasar ou até inibir a oxidacado celular e de auxiliar na
regulagao de radicais livres (VENCESLAU et al., 2022). O efeito protetor exercido aos
alimentos € atribuido a presenca de compostos antioxidantes, os quais se destacam

os compostos fendlicos. As frutas e vegetais possuem varias substancias com



potencial para fornecer protecdo antioxidante ao organismo humano, além dos
compostos fendlicos, os carotenoides e vitamina C, atuam como excelentes
antioxidantes (VENCESLAU et al., 2022). Dentro deste contexto, a beterraba
vermelha (Beta vulgaris) € uma fonte rica em betalainas, que também demonstram
elevada capacidade antioxidante (PAZINATTO; TEIXEIRA MARQUES; DE LIMA,
2022).

A beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) se mostra uma excelente fonte de
compostos bioativos, sendo uma das dez principais espécies vegetais em varios
paises (TAKACS-HAJOS; VARGAS-RUBOCZKI, 2022). Contendo os compostos
fendlicos (flavonoides) e betalainas como principais compostos bioativos (WANG et
al., 2020). As betalainas sdo encontradas em abundéncia na raiz da beterraba, e se
destacam em relagdo a outros compostos por serem relativamente mais estaveis as
mudancas de pH, e apresentarem solubilidade unica e alta atividade antioxidante,
além de um potencial anti-inflamatério e atividades antitumorais (DE DEUS et al.,
2023; SPIEGEL; GAMIAN; SROKA, 2021).

De acordo com o Censo agropecuario (IBGE, 2017), no Brasil em 2017 houve
uma producao de 134.969 toneladas de beterraba, com 24.870 unidades de producéao
no pais. A beterraba quando processada, gera residuos como talos, casca e folhas, e
a quantidade desses residuos agroindustriais produzidos é por volta de 40%
(CAMELO-SILVA, 2022), na realizagao desse trabalho a beterraba gerou 35% de
residuos. Estes residuos apresentam quantidades significativas de compostos
bioativos e nutricionais, tendo assim, grande potencialidade de aplicagdao na
encapsulacao de probidticos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

Siegel; Gamian; Sroka (2021), realizaram a co-encapsulac¢ao de Lactobacillus
plantarum e compostos bioativos extraidos do caule da beterraba vermelha (Beta
vulgaris L.) por spray drying, e obtiveram resultados satisfatorios de viabilidade desses
compostos microencapsulados no periodo de 120 dias, sendo adequados para
aplicacdo em alimentos que n&o precisem de tratamento térmico antes da
embalagem, como sorvetes, bebidas ndo pasteurizadas e manteiga. Ja Sathyabama
et al. (2014), estudaram a co-encapsulagao de probidticos com prebidticos em matriz
de alginato e seu efeito na viabilidade em ambiente gastrico simulado, onde, a
beterraba, chicéria e aveia foram avaliadas quanto ao seu potencial prebidtico, e como
resultado, a co-encapsulagcao de bactérias probidticas com beterraba e chicéria

resultou em uma sobrevivéncia de 88,75 — 98,75% no ambiente gastrico simulado.



3.3 CO-ENCAPSULAGAO

A co-encapsulacao de compostos bioativos e bactérias probidticas em um
unico produto fornece beneficios sinérgicos a saude e aumenta a bioatividade de
componentes individuais, melhorando assim a aderéncia de bactérias probidticas a
parede intestinal durante a digestdo (MISRA; PANDEY; MISHRA, 2021). Este
processo apresenta vantagens de conveniéncia e custo em relacdo a
microencapsulagcédo de ingredientes individuais, e também apresenta melhor
capacidade de armazenamento de produtos alimenticios com uma estabilizacdo a
longo prazo de bactérias probidticas e compostos bioativos (MISRA; PANDEY;
MISHRA, 2021).

A microencapsulagdo € uma técnica na qual substancias solidas ou liquidas
sao armazenadas em um involucro de tamanho microscépico para protecao e
posterior liberagdo em taxas controladas sob condi¢gdes especificas (MARCILLO-
PARRA et al., 2021). O principal objetivo do encapsulamento & proteger com eficiéncia
certas substancias (materiais do nucleo) de condicbes adversas ao seu meio ideal
como variagdes de temperatura, umidade, oxigénio e pH, aumentando o prazo de
validade do produto e permitindo a liberagao controlada das substancias em questao
(MARCILLO-PARRA et al., 2021).

Ha diversas técnicas usuais de microencapsulagdo como coacervagao,
extrusdo, emulsificagao, cocristalizagado, secagem por pulverizagao (spray-drying) e a
liofilizagao (VIVEK et al., 2023). Mas a principal limitacao dessas técnicas ¢ a falta de
controle do tamanho final das microcapsulas. Considerando esses fatores, a
emulsificacdo por membranas pode ser uma alternativa interessante, visto que a
técnica apresenta como principais vantagens: (1) o tamanho uniforme das particulas;
(2) o tamanho das particulas formadas é de facil controle; (3) a ruptura e a
coalescéncia entre as gotas raramente ocorrem devido a monodispersédo das gotas;
(4) o processo de preparagao ocorre em condigbes amenas, evitando-se o uso de
altas forgas de cisalhamento; (5) baixo gasto energético; (6) instalagdo industrial
altamente flexivel e; (7) operagdes sob condigdes brandas de temperatura (MA, 2003;
PIACENTINI; DRIOLI; GIORNO, 2014).

O processo de emulsificagdo por membranas ocorre pela passagem de uma
fase dispersa lentamente sob pressao através dos poros da membrana para dentro

de uma fase continua. As goticulas séo formadas nas saidas dos poros até atingir um
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determinado tamanho, e depois se desprendem. O desprendimento dessas gotas da
superficie pode ser favorecido pela aplicagcao de forgas de cisalhamento. O tipo da
membrana afeta 0 mecanismo para obter particulas com a distribuicdo de tamanho de
poros menores € mais regulares, devido a espessura e propriedades
hidrofilicas/hidrofobicas da membrana (KONOVALOVA et al., 2023).

Figura 1: Processo de obtengao de microcapsulas probidticas por emulsificagéo por

membranas

Legenda

(1) Sistema de encapsulagéo
(2) Fase dispersa
(3) Membrana

(4) Fase continua

(1)

Fonte: Adaptado de Camelo-Silva (2022).

Na microencapsulacio através da técnica de emulsificacédo por membranas, a
distribuicdo dos tamanhos das capsulas pode ser influenciada por fatores como: (1)
parametros das membranas (tamanho médio dos poros e distribuicao do tamanho dos
poros, molhabilidade, porosidade, numero de poros ativos, permeabilidade e
espessura); (2) parametros de fase (tensao interfacial, tipo e concentracédo de
emulsificante, viscosidade e densidade das fases continua e dispersa); (3) parametros
de processo (taxa de agitagdo na superficie da membrana, pressao transmembrana e
temperatura) (CHARCOSSET, 2009).



3.4 AGENTES ENCAPSULANTES

Os agentes encapsulantes sao utilizados na microencapsulagao para criar uma
barreira entre o composto de interesse, por exemplo probidticos e compostos
bioativos, e 0 ambiente externo (OKAGU et al., 2020). O alginato, quitosana, proteina
de soja, proteina do soro de leite, goma arabica, gelatina, pectina, e diferentes amidos
sdo materiais de parede comumente utilizados na microencapsulagédo (XU et al.,
2022). Além destes, os prebidticos também estdo sendo estudados como agentes
encapsulantes (APIWATTANASIRI et al., 2022; ISMAIL et al., 2023; TA et al., 2021).
Os critérios para selecionar um agente encapsulante (material de parede) baseiam-se
principalmente nas propriedades fisico-quimicas como solubilidade, massa molecular,
cristalinidade, temperaturas de transi¢ao vitrea, difusibilidade, formagao de filme e
propriedades emulsificantes (GHARSALLAOQOUI et al., 2007). O material de parede
deve ser facil de manusear durante o processo de encapsulamento, ndo pode reagir
ou danificar a cepa probidtica durante o encapsulamento e armazenamento, e deve
atender as propriedades de solubilidade da microcapsula liberando os probidéticos no
local de agao (PECH-CANUL et al., 2020).

3.4.1 Proteinas de inseto como agentes encapsulantes

A proteina de inseto surge como uma alternativa para ser aplicada como agente
encapsulante, visto que é uma fonte de proteina com excelente conversao alimentar
e com alto valor nutricional (ZHAO et al., 2016). Em geral, as proteinas de insetos
atendem a todos os requisitos da OMS para composicdo de aminoacidos,
apresentando altos valores para fenilalanina, tirosina, triptofano, lisina e treonina
(HUIS, 2016). Tendo em vista o aumento da populacdo mundial e da demanda da
populagdo por proteina, a producado sustentavel de proteina com baixo impacto
ambiental vem sendo um grande desafio. Nesse sentido, a criagdo de insetos
apresenta um impacto consideravelmente menor ao meio ambiente em termos de uso
da terra, agua, desmatamento e produgao de gases de efeito estufa (HALLORAN et
al., 2016). Embora o consumo de proteinas apresente todas essas vantagens
relatadas, a aceitacdo dos consumidores € a principal barreira, principalmente nos
paises ocidentais (ZHAO et al., 2016). Assim, o uso de proteinas extraidas de insetos

em forma de farinha ou p6 concentrado € uma maneira que vem sendo mais explorada



para a utilizacdo de proteinas dessa origem como ingrediente em diferentes
aplicagdes alimenticias, dessa forma, pode apresentar uma maior aceitacdo da

populagcdo como alimento humano (QUEIROZ et al., 2023).

3.4.2 Tenebrio molitor

Tenebrio molitor € uma espécie de inseto que pertence ao género Tenebrio, a
familia dos Tenebrionidae, e a ordem Coleoptera (HUIS, 2013). A larva-da-farinha-
amarela (T. molitor), um inseto comestivel, vem ganhando destaque como fonte de
proteina para fins alimenticios em todo o mundo (HUIS, 2013). Originalmente utilizada
apenas na alimentacao de répteis e aves, tornou-se um dos insetos mais comumente
criados na Europa para fins alimentares, devido ao seu facil manuseio e ao seu alto
valor nutricional (GARINO et al., 2020; HAN et al., 2016).

O Quadro 1 apresenta uma analise de composigcao centesimal das diferentes
fases do ciclo de vida do inseto T. molitor, realizada por (LIMOEIRO; ALMEIDA,;
FREITAS, 2021). A principal diferenga observada entre os estagios do ciclo de vida
deste inseto, € a maior quantidade de proteina presente na fase adulta e o maior teor

de lipidios nas fases de larva e pupa.

Quadro 1: Composigao centesimal das diferentes fases do ciclo de vida de Tenebrio

molitor em base seca (g 100g™")

Nutriente Larvas Pupas Adultos
Proteina 49,1 -52,0 51,0 -53,1 65,3 - 65,6
Lipidios 31,0-354 32,0-36,7 79-149

Carboidratos 55-6,9 0,0-1,9 0,0-2,0
Fibras 13,0 — 28,2 51-12,0 20,1-40,0

Fonte: Adaptada de Limoeiro (2021).

De acordo com Jajic et al. (2020), as larvas da farinha também sao fonte de
aminodacidos essenciais com um contetido (g 100g") de 7,38 de isoleucina, 5,31 de
leucina, 4,79 de lisina, 3,16 de metionina, 7,7 de fenilalanina, 2,63 de treonina, e 1,17
de valina. Além disso, contém lipidios com maior propor¢cdo de acidos graxos
insaturados, vitaminas (vitamina A, vitamina C, vitamina E e niacina) e minerais
(potassio, calcio, ferro, magnésio e zinco) (RUMPOLD; SCHLUTER, 2013).



As proteinas também possuem propriedades emulsificantes, promovendo a
formacéo da emulséo e estabilizagao por acao interfacial, isso se deve principalmente
a sua natureza anfifilica (DOS REIS, 2011). De acordo com Moyses; Hirata (2021),
que avaliaram as propriedades funcionais da farinha do T. molitor, a capacidade
emulsificante da farinha integral foi de 50,1 mL g! e da farinha desengordurada foi de
57,3 mL g'. Como a farinha desengordurada é o produto da remog&o do teor lipidico
da farinha integral, é esperado que apresente uma capacidade de absorgdo de
gordura superior em relagao sua forma integral. Na literatura, ha apenas um estudo
sobre encapsulagao utilizando proteina de inseto, mas sem resultados efetivos. Okagu
et al. (2020) estudaram a utilizagao de proteinas de insetos (7. molitor) para formular
sistemas de entrega de nutracéuticos, encapsulagao e liberagéo de curcumina usando
nanocomplexos de quitosana-proteina de larva. A curcumina foi encapsulada no
nucleo da matriz de proteina de inseto carregada negativamente e entédo estabilizada
com quitosana como um revestimento composto, através da complexagao de
polieletrolitos. Como resultados, obtiveram que a curcumina parece ser mantida
dentro desses complexos por interagdes hidrofébicas com as proteinas, que a
interagdo moderada entre proteinas de insetos e curcumina resultou em eficiéncia de
encapsulamento moderada, além disso, o revestimento das nanoparticulas de
proteina com quitosana parece fornecer alguma prote¢cdo da curcumina na fase

gastrica.


https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/matrix-protein

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARO DA SUSPENSAO PROBIOTICA

Para obter a solugéo estoque, células probioéticas liofilizadas de L. rhamnosus
GG foram reidratadas em leite desnatado estéril (25 g L") e glicerol (20 g L), e
armazenadas em frascos Falcon estéreis a — 20 + 2 °C (CAMELO-SILVA et al., 2022).
A solugdo estoque foi adicionada ao caldo MRS e submetida a um periodo de
incubagédo (37 £ 1 °C por 48 h). Apds o periodo de incubagéo, as células probidticas
foram colhidas por centrifugacéo (3350 rpm) por 10 min (Centrifuge-SL 700 da Solab,
Brasil) a 25 + 1 °C e lavadas duas vezes com solugdo salina (0,9 g 100 mL""). Os
pellets de células L. rhamnosus GG foram mantidos a 4 + 1 °C até o processo de

encapsulamento.

4.2 PREPARO DO EXTRATO DE BETERRABA

4.2.1 Balango de massa da beterraba

As beterrabas foram adquiridas em junho de 2023 diretamente com produtores
de Sao Joado do Sul — SC, e processado em seguida no LABSEM. Inicialmente foi
realizada a lavagem em agua corrente para a remogao dos rejeitos que incluem
sujidades e folhas secas, em seguida o material foi imerso em agua clorada a 200
mg/L por 15 minutos. Posteriormente foi lavado novamente em agua corrente para a
remogdo do excesso de cloro e seco em temperatura ambiente. As partes
consideradas residuos, que incluem folhas, talos e cascas (aproximadamente 1 mm
de espessura), foram separadas por corte com faca, tendo suas massas registradas

para o calculo do balanco de massa (Figura 2).
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Figura 2: Balango de massa da beterraba vermelha (Beta vulgaris L.)

Saida 2
(Beterrabas descascadas)
149785 g
Entrada - Processo | — Sal"da 1
(Beterrabas in natura) (Residuos)
244401 g Folhas = 248,01 g
Cascas =79.65 g
Talos=512.74 ¢
840.4 g
Saida 3
(Rejeitos)
105,76 g

Residuos ~ 35 %

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
4.2.2 Preparo do extrato aquoso do residuo de beterraba

O método utilizado para a producgao do extrato aquoso do residuo de beterraba
foi descrito e adaptado de outros trabalhos (BATTISTELLA LASTA et al., 2019;
REZZADORI et al., 2022). Portanto, as folhas e cascas foram secas em estufa a 45 °C
com circulagao de ar forgado por 10 h, e os talos por 24 h. Em seguida, os residuos
secos foram moidos em um triturador e armazenados a -18 + 1 °C em sacos de
polietileno protegidos da luz por uma camada de papel aluminio. O p6 resultante foi
submetido a extragao por infusdo em agua (1:25 m/m) a 55 °C por 30 minutos, sob
agitagdo. ApOs esse periodo, o extrato obtido foi filtrado em funil de Buchner com
papel de filtro, para remogao de particulas sodlidas. Por fim, o extrato obtido foi



armazenado em tubos Falcon estéreis revestidos com uma camada de aluminio e

armazenados a -18 = 1 °C até o momento das analises.

4.3 PREPARO DA PROTEINA DE INSETO

4.3.1 Producgédo da farinha de Tenebrio molitor

As larvas de T. molitor secas foram fornecidas pelo Prof. Carlos Peres Silva do
Laboratério de Bioquimica de Insetos da UFSC. A producdo da farinha foi realizada
no Laboratério de Oleos e Gorduras do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC. As
larvas foram prensadas em uma prensa hidraulica (TE-098 Tecnal) formando uma
torta. Nesta etapa ja ocorre de maneira simultédnea a extragcédo de parte da gordura das
larvas. Em seguida, a torta de larvas foi triturada em um moinho de facas (Moinho
Analitico Basico A 11, IKA), e a farinha de larvas foi embalada em sacos plasticos
opacos multicamadas e hermeticamente fechados e armazenados a -18 £ 1 °C até o
momento das analises (KOOH et al., 2020).
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Figura 3: Balango de massa do Tenebrio molitor

Entrada Processo Saida 1
(Larvas inteiras) Farinha = 265,28 g
528,06 g

Saida 2
Oleo =33,68 ¢
Residuo =66.88 g

Farmnha ~ 50 %

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.3.2 Desengorduramento da farinha de Tenebrio molitor

O desengorduramento da farinha de inseto foi realizado de acordo com o
método descrito por Wang et al. (2021a), com modificagdes. Em resumo, a farinha de
inseto (100 g) foi misturada com hexano em uma proporgao de 1:5 (m/v) e a mistura
foi agitada a 600 rpm em um agitador magnético (IKA® Color Squid White) por 1 h. Em
seguida, a mistura foi deixada em repouso até a completa separagdo de fases. O
precipitado restante foi misturado novamente com hexano em uma proporgao de 1:5
(m/v) e o processo de separagao-extragao foi realizado mais duas vezes. No final do
processo de desengorduramento, o solvente restante no precipitado, foi evaporado
durante a noite por secagem ao ar em uma capela de exaustdo. O p6 de inseto seco

e desengordurado foi entdo usado para a extragao de proteinas.
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Figura 4: Desengorduramento da farinha de Tenebrio molitor

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.3.3 Extracao de concentrado de proteina de Tenebrio molitor

O processo de extracao de proteina do p6 de inseto para obter o concentrado
de proteina foi baseado no método de Wang et al. (2021b), com modificagcdes. O pd
de inseto desengordurado (30 g) foi misturado com solugédo de NaOH 0,25 mol/L em
uma proporgao de 1:10 (300 mL de NaOH) (m/v), e a mistura foi aquecida a 40 °C por
uma hora com agitagao constante a 600 rpm em um agitador magnético (IKA® C-MAG
HS 7). Em seguida, a mistura foi transferida para tubos falcon e centrifugada
(Centrifuga SL-700, Solab) a 6.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi separado
para continuar a extragao de proteinas. O pH do sobrenadante foi ajustado para atingir
um valor entre 4,0 - 4,2 com a adicdo de acido cloridrico a 37%, seguida de
centrifugagdo a 5.000 rpm por 15 minutos. Apds a centrifugagao, os pellets foram
coletados em placas de Petri e mantidos a -60 °C. Todo o processo foi repetido duas
vezes com o0s granulos que permaneceram apos a primeira etapa de centrifugacao.
Os pellets dos trés processos de centrifugagao foram combinados, congelados por 24
h a -80°C e liofilizados (Liotop 101) por 48 horas a 20 mmHg e -50°C. O concentrado

de proteina liofilizado foi armazenado congelado até o uso posterior.

Figura 5: Extragdo do concentrado da proteina de Tenebrio molitor

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).



Figura 6: Balango de massa da proteina de Tenebrio molitor

Entrada Processo Saida 1
Farinha =26528 g Proteina=17.55 ¢
Rejeitos
24773 g

Proteina ~ 7 %

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

4.3.4 Caracterizagao da larva, farinha e do concentrado de proteina de Tenebrio

molitor

4.3.4.1 Teor de proteina

Para determinar o teor de proteina da larva e da farinha de T. molitor foi utilizado
o Método de Kjeldahl, que consiste em 3 etapas, sendo elas a digestao, destilagao e
titulagcdo. Durante a fase de digestao, colocou-se no baldo Kjeldahl 0,5 g da amostra
embrulhada em papel manteiga, juntamente com 0,5 g da mistura catalitica e 25 mL
de H2SO4 concentrado e adaptou-se o tubo ao sistema de digestdo (na capela),
regulando a temperatura do sistema de digestao até chegar em 400 °C e procedendo
a digestdo da amostra durante 3 horas e 30 minutos. Nesta etapa, é observado o
escurecimento do liquido e a medida que o tempo passa, o sistema adquire uma
coloracao que varia de verde claro a incolor. Ao fim desta fase, desligou-se o sistema
de digestédo e aguardou-se resfriar até temperatura ambiente.

Em seguida, a mistura foi adicionada ao tubo de destilagao, ja em temperatura
ambiente, juntamente com cerca de 10 mL de agua destilada e 3 gotas do indicador
fenolftaleina. O tubo foi conectado ao sistema de destilacdo, adicionando-se
cuidadosamente uma solugéo de hidroxido de sédio 50% (m/v) até que o liquido passe

de azul a pardo, o que indica que o meio esta alcalino. Em seguida, foi realizada a



destilagéo recolhendo-se o destilado em 50 mL de solugdo de acido boérico 4% (m/v)
contendo um indicador misto. Continuou-se a destilagdo até que aproximadamente
75 mL tivessem sido recolhidos na solu¢ao de acido borico.

Por ultimo foi realizado a titulagdo do destilado com solugdo de HCI 0,1 mol/L
padronizado. O experimento foi realizado em duplicata para larvas e triplicata para a
farinha de T. molitor. Foi possivel obter a quantidade de proteina bruta da larva e da

farinha através das Equacdes (1) e (2).

vol.HCl X fatorx0,0014 g N x 100
massa da amostra

g% N =

Proteina bruta = g% N X 6,25 (fator de conversdo geral) (2)

4.3.4.2 Teor de gordura

O teor de gordura da larva e da farinha de T. molitor foi analisado pelo método
de Bligh Dyer. As amostras foram secas inicialmente a 105 °C em estufa, e uma
aliquota de 2,5 g de cada amostra (farinha de T. molitor e larvas trituradas) foi
transferida para Erlenmeyer, adicionando-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol
e 8 mL de agua destilada. A mistura foi agitada em agitador orbital durante 30 min.
Em seguida, foram adicionados 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solugc&o de sulfato
de sodio a 1,5% e a mistura foi agitada por mais 2 min e transferida para funil de
separagao para a separagao das fases. Em seguida, a camada inferior que continha
o oleo e cloroférmio foi filtrada e seca com adicao de 1 g de sulfato de sédio anidro.
Apds esse procedimento, 5 mL do filtrado foram transferidos para um béquer
previamente seco e pesado. O excesso de solvente foi evaporado em placa de
aquecimento, e o residual de solvente eliminado em estufa a 105 °C por 1 h. Apds
resfriamento em dessecador foi realizada nova pesagem. A analise foi realizada em
duplicata para cada amostra.

A porcentagem de lipideos totais € definida pela Equacéo (3):

. . . eso do lipideo no extraido X 4 X100
Lipideos totais (%) = P £ (3)

peso da amostra (g)



4.3.4.3 Atividade de agua

A atividade de agua da larva, farinha e concentrado de proteina do T. molitor
foi medida em triplicata a 25 £+ 1 °C usando um analisador de atividade de agua
(Aqualab, modelo 4TE).

4.3.4.4 Umidade

Para a analise de umidade inicialmente os cadinhos foram secos por 1 hora a
105 °C em estufa (Quimis® modelo Q317M-32). Em seguida, estes foram resfriados
no dessecador até temperatura ambiente. Pesou-se 2,5 g de amostra (larva, farinha e
concentrado de proteina do T. molitor), que foram dessecados em estufa por 24 h a
105°C. Ap0s, foram resfriados no dessecador até temperatura ambiente e pesados
novamente. As analises de umidade foram realizadas em quadruplicata para cada
amostra.

A porcentagem de umidade presente em 100 g de amostra, é definido com a

Equacéo (4) a sequir:

Msguax100 g

U (o) = e 4)

Po = massa do cadinho vazio (g)

P+ = massa da amostra umida (g)

P2 = massa do cadinho + amostra seca (g)
Ps = massa da amostra seca = P2 — Po

Magua = P1— P3

4.3.4.5 Capacidade emulsificante da farinha, e do extrato de residuo de beterraba com

o concentrado de proteina de Tenebrio molitor

A capacidade emulsificante da farinha e do extrato de residuo de beterraba com
a proteina concentrada de T. molitor foi realizada de acordo com o método
turbidimétrico (PEARCE; KINSELLA, 1978), com algumas modificagdes. Para a

analise em que a farinha e concentrado de proteina foram as amostras, 20 mL de



solucdo de amostra a 1% em tampé&o fosfato 0,2 mol/L (pH 7) foram misturados com
2 mL de 6leo de soja e transferido para um cilindro de medi¢ado graduado de 50 mL.
Para a analise em que foi utilizado o extrato aquoso de beterraba e o concentrado de
proteina de tenébrio, 20 mL de amostra a diferentes concentragdes em extrato aquoso
de residuo de beterraba foram misturados com 2 mL de dleo de soja e transferidos
para um cilindro graduado de 50 mL. A analise do concentrado de proteina de T.
molitor com o extrato aquoso de beterraba foi realizado em 7 concentracdes diferentes
(2,5; 3,0; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5) do concentrado de proteina.

As misturas foram homogeneizadas com um homogeneizador (T 25, IKA) a
18.000 rpm por 2 min. O volume da camada de 6leo emulsionado foi medido apés 10
min de incubagao a temperatura ambiente, e a capacidade emulsificante foi calculada
de acordo com a Equacéo (5), sendo que Hié o volume inicial da solug&o no cilindro

antes da homogeneizacgao, Hr € o volume da camada emulsionada.
Capacidade de Emulsificacdo (%) = % %X 100 (5)

44 PREPARO E CARACTERIZAGAO DAS SUSPENSOES PARA A
ENCAPSULAGCAO

As suspensodes com diferentes concentragdes de proteina de T. molitor para a
encapsulacao foram preparadas baseadas em um delineamento experimental que é
baseado na proteina de soro de leite (CAMELO-SILVA, 2022). Concentragdes de (1,5;
2,75; 4) % (m/v) de proteina de tenébrio com o alginato de sédio a 1% (m/v) foram
homogeneizados no extrato aquoso do residuo de beterraba, para realizar o

encapsulamento a diferentes taxas de alimentagcao e sob mesma agitagao.
4.5 PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO

As microcapsulas probidticas foram preparadas por emulsificagdo por
membranas seguindo o método proposto por Camelo-Silva (2022), com
modificagdes. A fase dispersa foi preparada misturando 1,0 % (m/v) de alginato de
sodio, suspenséo probidtica (~ 9 log UFC mL-"), 50 mL de extrato aquoso de beterraba

e diferentes concentracées (1,5; 2,75; 4) de proteina de inseto em relagao ao volume


https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996918307130#fo0015

do extrato aquoso de beterraba. A fase continua consistiu em 6leo de soja 3:1 (m/m)
em relacao a fase dispersa, com 3 % (v/v) de SPAN 80. O molhamento da membrana
com a fase dispersa precisa ser evitado, ou a fase dispersa se espalhara sobre a
superficie da membrana. Assim, a membrana foi embebida na fase continua e tratada
por 30 min em banho ultrassdnico antes do processo de microencapsulagao.

As microcapsulas foram obtidas por meio de um sistema de emulsificacéo por
membranas acoplado a um modulo especialmente projetado, com uma membrana
porosa de ago inoxidavel (~ 20 pym) com 181 cm? de area efetiva. A taxa de
alimentacao da fase dispersa e a taxa de agitagao foram ajustadas de acordo com a
melhor condigdo definida no planejamento experimental, usando uma bomba de
infusdo (EFF 311, Insight). Quando a emulsificagéo foi concluida, a bomba e o agitador
foram desligados e a emulsédo produzida foi vertida do cilindro de vidro para um
béquer. Em seguida, uma solu¢do a 1,5 % (m/v) de cloreto de calcio foi lentamente
adicionada a emulsado (sob agitacdo a 250 rpm) e deixada em repouso por 30 min.
Logo apds, a emulsédo foi centrifugada (3350 rpm por 10 min), e o sobrenadante foi
descartado. As microcapsulas gelificadas foram separadas por filtragdo a vacuo,
lavadas com solugéo salina (0,9 g 100 mL™") e analisadas quanto ao rendimento de

encapsulamento.
4.6 ANALISE ESTATISTICA
A média e o desvio padrédo (DP) foram calculados a partir dos dados obtidos

em triplicata. A analise de variancia unidirecional (ANOVA) foi realizada usando o
software STATISTICA versao 13.3 (TIBCO Software Inc., EUA).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DA LARVA, FARINHA E CONCENTRADO DE PROTEINA

DE Tenebrio molitor

A larva, farinha e concentrado de proteina de T. molitor foram caracterizados
em relagdo ao teor de proteina, gordura, atividade de agua, umidade e capacidade

emulsificante. Os valores estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas da larva, farinha e concentrado de proteina de Tenebrio

molitor em base seca.

Resultados
Concentrado de Proteina de soro
Parametro Larva Farinha proteina de de leite isolada
tenébrio

Teor de Proteina (%) 45,33¢+0,09 57,28+ 2,00 78,972 + 3,85
Teor de Gordura (%) 39,002 £4,09 20,67°+2,34 -
aw 0,63°+ 0,01 0,662 + 0,01 0,32¢ + 0,01

Umidade (%) 7,38°+ 0,07 8,142 £ 0,05 2,88°+ 0,26
Capacidade 92,712+ 1,47

- b b
emulsificante (%) 74,46 £ 0,77 82,3120 + 6,96

Resultados expressos como média + desvio padrdo. @< Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca estatistica (p<0,05).

aw: atividade de 4gua

O teor de proteina é importante por ser a principal caracteristica para o
consumo humano de T. molitor atualmente, sendo uma alternativa diante das
proteinas tradicionais. Limoeiro (2021) relata que a larva tem entre 49,1 — 52,0% (base
seca) de proteina, enquanto Moyses e Hirata (2021) relatam que o teor de proteina
da farinha de T. molitor integral foi de 45,3% e da farinha desengordurada foi de
60,5%, assim, observamos que a farinha analisada que estava parcialmente
desengordurada apresentou valores proximos aos estabelecidos na literatura. Para o
concentrado de proteina de tenébrio foi obtido 79% (base seca), que quando
comparado com o teor de proteina obtido para a larva e para a farinha observa-se um
aumento (p<0,05) de 74,2% e 37,8%, respectivamente.

O segundo maior componente presente no tenébrio € a gordura. Limoeiro
(2021) relata que a larva tem entre 31,0 — 35,4% (base seca) de gordura. No presente
trabalho, obteve-se 39% (base seca) na larva, caracterizando um maior teor de

gordura em relagdo a literatura. Moyses e Hirata (2021) relataram que o teor de



gordura da farinha integral avaliada por eles foi de 30,9% e da farinha desengordurada
foi de 7,9%. O alto teor de gordura presente na farinha é desinteressante na maioria
dos casos ja que a proteina em alta concentragédo é o composto de maior interesse
para utilizagao de tenébrios em formulagdes alimenticias.

De acordo com Seho (2020), as larvas frescas apresentam um teor de umidade
de 68% e atividade de agua de 0,98. A larva e a farinha analisadas estavam
previamente secas e apresentaram aw de 0,63 e 0,66, respectivamente, ja o
concentrado de proteina de tenébrio apresentou aw de 0,32, aproximadamente a
metade dos valores obtidos pela larva e a farinha. Moyses e Hirata (2021), relataram
que o teor de umidade da farinha integral foi de 9,4% e para a farinha desengordurada
foi 12,2%, valores acima dos observados no presente estudo. E a umidade do
concentrado de proteina de tenébrio diminuiu (p<0,05) aproximadamente 60% em
relagdo a larva e a farinha. Baixos valores de umidade e aw sao importantes para
manter a qualidade e vida util do tenébrio, uma vez que nas faixas de valores
encontrados ocorre uma diminuicdo da velocidade das reagdes quimicas e
bioquimicas e inibicdo do crescimento de microrganismos deteriorantes (SEHO,
2020).

A conversao da farinha em concentrado de proteina é interessante porque
aumenta caracteristicas funcionais como solubilidade, capacidade emulsificante e
estabilidade de emulséo (LIMOEIRO, 2021). A capacidade de emulsificagdo da farinha
foi de aproximadamente 74%. De acordo com Moyses e Hirata (2021), que avaliaram
as propriedades funcionais da farinha do T. molitor, a capacidade emulsificante da
farinha integral foi de 50,1% e da farinha desengordurada foi de 57,3%, valores abaixo
dos observados no presente estudo. Vale ressaltar que a capacidade de emulsificacéo
observada no presente estudo para a farinha de tenébrio esta mais baixa (p<0,05) em
relagdo a capacidade de emulsificagdo da proteina do soro de leite isolada. Entéo, o
desengorduramento da farinha com hexano, seguido da extracdo da proteina com
NaOH e acido cloridrico a 37% para se ter o concentrado de proteina de tenébrio foi
realizado afim de se obter um melhor percentual da capacidade emulsificante, bem
como um maior teor de proteina, um menor teor de gordura e uma redugéo da
granulometria, parametros importantes para este trabalho visto que facilita a
solubilizacdo da fase dispersa e a passagem pela membrana no processo de
emulsificagao por membranas. Com isto, a capacidade emulsificante do concentrado

proteico de tenébrio e da proteina do soro de leite isolada ndo apresentaram diferenca



estatistica (p>0,05). Como o objetivo do trabalho € usar a proteina de tenébrio como
agente encapsulante, a fase dispersa deve formar uma emulsdo, sendo um parametro
de suma importancia neste trabalho (CAMELO-SILVA, 2022).

Para se obter uma concentragdo de proteina de tenébrio com capacidade
emulsificante igual ou superior a proteina do soro de leite isolada foi realizado o teste
de capacidade emulsificante em diferentes concentracées do concentrado de proteina
de T. molitor, sendo os resultados apresentados na Tabela 2 e mostrados nas figuras
7 e 8. Com os dados da Tabela 2 pode-se observar que uma concentragao de 4,5%
de concentrado proteico de tenébrio possui uma capacidade emulsificante igual a da
proteina do soro de leite isolada (93%), e que com 5,5% pode se alcangar 100% de
capacidade emulsificante. Assim, foi possivel visualizar que para obter uma
capacidade emulsificante igual a proteina do soro de leite isolada é preciso utilizar
concentragbes maiores de proteina de tenébrio. No entanto, o uso de maior
concentracdo desse tipo de proteina pode interferir no preparo da fase dispersa,
causando um desbalanceamento entre os componentes. Sendo assim, todas as

concentracdes testadas devem ser avaliadas no preparo das fases dispersas.

Tabela 2: Capacidade emulsificante de diferentes concentragdes de proteina de T.

molitor no extrato aquoso de beterraba.

~ . Capacidade Emulsificante = Capacidade Emulsificante
Concentragao de proteina

de T. molitor (%) do concentrado de da proteina do soro de leite
’ proteina de tenébrio (%) isolada (%)

25 65,2 93,2
3,0 65,9 90,9
3,5 65,2 91,3
4,0 82,6 93,0
4,5 93,3 -

5,0 95,6 -

5,5 100,0 -
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Figura 7: Capacidade emulsificante da proteina de Tenebrio molitor

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 8: Emulsificagao da proteina do soro de leite isolada para comparagéao

<

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.2 ENCAPSULACAO USANDO PROTEINA DE Tenebrio molitor

Com a caraterizagdo do concentrado de proteina foi iniciado o processo de
producao das capsulas. No dia anterior a encapsulacao foi preparada a fase dispersa
que continha inicialmente o extrato aquoso de residuos de beterraba, alginato de sédio
a 1% (m/v) e proteina de tenébrio (2,75% (m/v) e 4% (m/v)) e foi deixado em agitacao

até o momento da encapsulagdo. No entanto, a fase dispersa tanto para a



concentragédo de proteina de tenébrio de 2,75% quanto para a de 4% formaram gel,
ou seja, ndo houve a solubilizagdo da proteina de tenébrio no meio. Por esse motivo
nao foi possivel dar continuidade na produgcdo de co-encapsulados de bactérias
probidticas com compostos bioativos com a proteina de tenébrio, pois a membrana
possui poros de 20 um e a passagem da fase dispersa n&o iria ocorrer, formando
incrustacdo na membrana.

A formacédo desse gel pode ter ocorrido pela interagdo do alginato com a
proteina de tenébrio, que quando combinados em uma solugado que tenha presencga
de ions de calcio, pH acido, ou concentragcdes altas dos componentes podem
influenciar na formagdo do gel (LIN; KELLY; MIAO, 2021; WANG et al., 2022). Na
solugdo analisada os fatores mais provaveis para a formagao de gel sdo o pH, e a
concentracado do alginato estar alta em relagdo a concentragao de proteina no meio.
Algumas alternativas para a solubilizagdo da proteina seriam ajustar o pH da fase
dispersa, ou adicionar sais ja que a presenga de sais como cloreto de sédio ou fosfato
de sédio evita a formagao de gel em algumas proteinas (LIN; KELLY; MIAO, 2022),
além de testar diferentes concentragdes do alginato para observar o comportamento
da solucéo.

Camelo-Silva (2022) utilizou a proteina do soro de leite isolada como agente
encapsulante na co-encapsulacao de bactérias probidticas com compostos bioativos
extraidos do residuo de beterraba, onde a proteina do soro de leite isolada solubilizou
na fase dispersa e foi possivel produzir as microcapsulas, sendo a concentragao 6tima
da proteina 4% (m/v). Este estudo foi utilizado como base para a escolha da
concentracdo da proteina de tenébrio, mas como observado, as concentracdes de
2,75% (m/v) e 4% (m/v) de tenébrio ndo foram soluveis na fase aquosa com a
concentragao de alginato a 1% (m/v), impossibilitando a co-encapsulagéo ja que nao
passaria pela membrana. Concentragdes de tenébrio acima de 4% (m/v) devem ser
testadas em uma préxima etapa, mas para isso seria necessario mais concentrado de
proteina de tenébrio, bem como concentragdes diferentes de alginato também devem
ser testadas. O presente estudo mostra que a extrapolacdo de um método descrito
para um tipo de proteina ndo apresenta reprodutibilidade para outra proteina, sendo
que apenas a capacidade emulsificante n&do foi suficiente para estabelecer essa

relagao.



6 CONCLUSAO

Este estudo analisou a larva e a farinha de T. molitor em relacdo ao teor de
proteina, gordura, aw, umidade, capacidade emulsificante e obteve resultados
condizentes com os dados da literatura. Para atingir um maior teor proteico, menor
teor de gordura e maior capacidade emulsificante foi realizada a extragdo da proteina
da farinha, gerando um concentrado proteico que foi caracterizado quanto ao teor de
proteina, aw, umidade e capacidade emulsificante. Como esperado, os resultados da
caracterizagao com o concentrado proteico foram superiores aos obtidos com a larva
e a farinha, porém a capacidade emulsificante ainda foi inferior quando comparado
com a proteina do soro de leite isolada. A fim de avaliar qual concentragao de proteina
de tenébrio teria a capacidade emulsificante igual ou superior a proteina do soro de
leite isolada foi realizado o teste de capacidade emulsificante em diferentes
concentracbes do concentrado de proteina de T. molitor. Mostrou-se que a
concentragao de 4,5% (m/v) apresenta a mesma capacidade emulsificante da proteina
do soro de leite isolada. Contudo, mais estudos para caracterizacdo da capacidade
emulsificante devem ser conduzidos, para confirmagao desse resultado.

Nos testes de producao de microcapsulas, observou-se que as concentragdes
de 2,75% (m/v) e 4% (m/v) de concentrado proteico formaram gel junto com o alginato
a 1% (m/v) e o extrato aquoso do residuo de beterraba, inviabilizando o processo de
encapsulamento por membrana.

Como conclusao geral, pode-se afirmar que foi possivel obter um concentrado
de proteina a partir de larvas de tenébrio por um método relativamente simples, e que
pode atingir alta capacidade emulsificante a uma concentragao acima de 4,5%. No
entanto, a co-encapsulacao de bactérias probiéticas com compostos bioativos usando
proteina de tenébrio como agente encapsulante ndo foi possivel dentro das condigbes
estudadas, sendo necessario estudo mais aprofundado envolvendo variagao de pH e

composicao da fase dispersa.
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