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RESUMO

Os insetos alimenticios representam uma opg¢ao nutritiva e sustentavel para atender as
demandas de nutricdo humana e animal. Para assegurar que esses produtos cheguem ao mercado
com exceléncia microbioldgica até o final de sua validade, ¢ essencial detectar e mitigar
possiveis contaminantes durante todo o processo de producao e armazenamento. Nesse sentido,
o presente estudo avaliou o efeito do hipoclorito de sodio (HPC) e da fervura (FEV), aplicados
isoladamente ou em sequéncia na qualidade microbioldgica e de armazenamento de larvas de
mosca-soldado-negra (Hermetia illucens, BSF), uma das espécies mais prosperas para
producdo em larga escala. Para isso, um experimento fatorial 2x2 foi conduzido, utilizando os
fatores HPC e FEV aplicados nos niveis de presenga e auséncia. Foram realizadas analises
quantitativas de microrganismos indicadores de qualidade e deterioragcdo (mes6filos aerdbios
totais, Enterobacteriaceae, fungos filamentosos e leveduras). Posteriormente, verificou-se o
efeito do armazenamento em temperatura ambiente (+ 25,4°C) e refrigerada (£ 5,2°C) sob os
mesmos parametros. Observou-se que apenas a aplicacao de HPC seguido de FEV resultou em
contagens significativamente reduzidas para todos os microrganismos avaliados, quando
comparadas as amostras que ndo receberam nenhum dos dois procedimentos (p < 0,05). As
reducdes variaram de 1,86 a 3,89 log UFC/g. Ao submeter as larvas de BSF a esse procedimento
sequencial e armazena-las a temperatura ambiente por 28 dias, observou-se que todos os
parametros microbiologicos analisados se mantiveram estaveis e sem alteracdes significativas
(p > 0,05). Em contrapartida, houve um acréscimo de 1,78 log UFC/g (p < 0,05) na populagao
de mesofilos aerdbios totais transcorrido o tempo de armazenamento refrigerado. Logo, sob tais
condigdes, esse tipo de armazenamento ndo pode ser recomendado visto que ndo foi capaz de
retardar a deterioracdo microbiologica. Ainda que sejam necessarias analises nutricionais e
quimicas, os resultados abrem perspectivas para a viabilidade de armazenamento e transporte
de larvas de BSF submetidas a HPC e FEV em sequéncia sem a necessidade de um refrigerador.
Na busca por preencher uma das lacunas mais importantes da cadeia de produgdo de insetos
alimenticios, as recomendacdes obtidas nessa investigacdo poderdo ser integradas a um
delineamento de estratégias aplicaveis pelos produtores de modo simples, economico e eficaz

na garantia de um produto seguro e estavel do ponto de vista microbioldgico.

Palavras-chave: Insetos alimenticios. Analises microbiologicas. Processamento. Embalagem.



ABSTRACT

Edible insects represent a nutritious and sustainable option to meet human and animal nutrition
demands. To ensure that these products reach the market with microbiological excellence until
the end of their shelf life, it is essential to detect and mitigate possible contaminants throughout
the production and storage process. In this sense, the present study evaluated the effect of
sodium hypochlorite (HPC) and boiling (FEV), applied alone or in sequence, on the
microbiological and storage quality of black soldier fly larvae (Hermetia illucens, BSF), one of
the most prosperous species for large-scale production. For this, a 2x2 factorial experiment was
conducted, using the HPC and FEV factors applied at the presence and absence levels.
Quantitative analyzes of quality and spoilage indicator microorganisms (total aerobic
mesophiles, Enterobacteriaceae, filamentous fungi and yeasts) were carried out. Subsequently,
the effect of storage at room temperature (+ 25.4°C) and refrigerated (+ 5.2°C) under the same
parameters was verified. It was observed that only the application of HPC followed by FEV
resulted in significantly reduced counts for all microorganisms evaluated, when compared to
samples that did not receive either procedure (p < 0.05). Reductions ranged from 1.86 to 3.89
log CFU/g. When subjecting the BSF larvae to this sequential procedure and storing them at
room temperature for 28 days, it was observed that all microbiological parameters analyzed
remained stable and without significant changes (p > 0.05). On the other hand, there was an
increase of 1.78 log CFU/g (p < 0.05) in the population of total aerobic mesophiles after the
refrigerated storage period. Therefore, under such conditions, this type of storage cannot be
recommended as it was not able to delay microbiological deterioration. Although nutritional
and chemical analyzes are necessary, the results open perspectives for the feasibility of storing
and transporting BSF larvae subjected to HPC and FEV in sequence without the need for a
refrigerator. In the quest to fill one of the most important gaps in the edible insect production
chain, the recommendations obtained in this investigation can be integrated into a design of
strategies applicable by producers in a simple, economical and effective way to guarantee a safe

and microbiologically stable product.

Keywords: Edible insects. Microbiological analyzes. Processing. Packaging.
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1 INTRODUCAO

O mundo se prepara para o ano de 2050 com estimativas alarmantes, onde a populacdo
global devera alcangar 9,7 bilhdes de pessoas (ONU, 2019), resultando em um aumento de mais
de 50% na demanda geral por alimentos. Projeta-se um crescimento de aproximadamente 70%
na procura por aqueles de origem animal (Searchinger et al., 2019), o qual deverd ser
acompanhado pelo aumento expressivo na demanda por ragcdo animal (Van Huis, 2013). No
entanto, importantes restricoes podem comprometer a producdo bem-sucedida dos volumes
previstos, incluindo, a indisponibilidade de terras agricolas e agua doce, bem como eventos
climaticos imprevisiveis como seca e inundagdes (Gazzoni, 2017).

Diante de tais perspectivas, a busca por praticas agroindustriais mais sustentaveis que
garantam o abastecimento da populagdo mundial tem se intensificado. Nesse sentido, a
utilizagdo de insetos como alimento e racdo tem sido mencionada como uma solugdo nutritiva
e sustentavel para enfrentar os desafios futuros (Van Huis et al, 2013). Além disso, a
entomocultura, isto ¢, a produ¢do de insetos esta proporcionando oportunidades de negdcios
em todo o mundo, que vao desde os pequenos produtores até microempresas € multinacionais
(Pyett et al., 2023).

Considera-se que essa atividade possui riscos equivalentes aos encontrados na industria
alimenticia convencional (EFSA, 2015), e dentre esses, os de natureza microbioldgica sao
particularmente relevantes (Garofalo et al., 2019; Kooh et al.,2019; Vandeweyer et al., 2021).
E se ndo forem devidamente controlados, podem resultar em efeitos nocivos a saude de
humanos e animais (Kooh et a/.,2019). Uma vez que a possivel presenca de microrganismos
indesejaveis em produtos a base de insetos comprometem sua seguranga ¢ qualidade como
alimento e racdo (Kooh et al., 2019), Van Huis (2015) considera que prevencao, deteccao,
identificacdo e mitigagdo de contaminantes microbianos sdo cruciais para uma produgdo segura
e bem-sucedida.

Logo, a medida em que a entomocultura ganha popularidade e a comercializagdo de
insetos alimenticios se consolida, torna-se necessaria uma maior compreensao sobre as técnicas
adequadas para a reducdo da populacio microbiana, processamento, embalagem e
armazenamento (Kamau et al., 2018). Tais aspectos tem sido objeto de estudo em muitas
investigacdes (Campbell et al., 2020; Frohling et al., 2020; Kamau et al., 2020; Nyangena et
al., 2019; Saucier et al., 2022; Sssepuuya et al., 2016; Vandeweyer et al., 2017).

Dentre as mais de 2000 espécies aptas para consumo (Jongema, 2015), destaca-se a

mosca-soldado-negra (Hermetia illucens L.; Diptera: Stratiomyidae). Também denominada



13

Black Soldier Fly (BSF), essa espécie tem despertado cada vez mais aten¢do devido ao potencial
da utilizag@o da sua fase larval na alimentac¢do de suinos, aves, peixes e animais de estimagao
(Barragan-Fonseca; Dicke; Van Loon, 2017). Contudo, o sucesso e a franca consolidagdo da
sua cria¢ao a nivel industrial dependerdo ndo s6 da producao de alimentos e ra¢des de alto valor
nutricional, mas também da capacidade de se estabelecer uma cadeia produtiva confidvel e
consistente (Van Huis et al., 2013). Neste cendrio, a utilizacdo de matérias-primas de excelente
qualidade microbioldgica ¢ crucial para garantir a seguranga do produto final (Kooh et al.,
2020). Além disso, para viabilizar a distribui¢do e o transporte de grandes quantidades de
maneira segura, sao necessarias técnicas de armazenamento apropriadas (Kamau et al., 2020).

No entanto, empreendedores encontram-se diante de desafios provenientes da auséncia
de um manual de procedimentos padrdo que possa ser adotado de forma generalizada, além de
duvidas persistentes sobre procedimentos adequados e otimizados relativos as atividades da
entomocultura (Osimani et al., 2021). Com isso, torna-se essencial buscar informagdes
adicionais sobre métodos de processamento que possam assegurar a qualidade e seguranca dos
produtos derivados da BSF (Campbell et al., 2020).

Partindo do exposto, esse trabalho pretende avaliar o efeito de dois tratamentos, sendo
um térmico (fervura) e um quimico (hipoclorito de sédio), aplicados isoladamente ou
sequencialmente na qualidade microbiologica de larvas de BSF. Além disso, serd analisado o
efeito de diferentes temperaturas de armazenamento sob os mesmos parametros. Essa
investigagdo visa contribuir para o esclarecimento de algumas incertezas do setor ao determinar
as melhores condi¢des de reducdo da carga microbiana e armazenamento que assegurem um
produto com qualidade microbioldgica adequada. Apds definidas, as recomendacdes poderdo
ser integradas a um delineamento de estratégias aplicaveis pelos produtores de modo simples,

econdmico e eficaz.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Uso de insetos alimenticios na nutrigdo humana e animal

Enquanto a curva demografica aponta para um futuro com uma populagao global de 9,7
bilhdes até¢ 2050 (ONU, 2019), as preocupagdes com a Seguranca Alimentar e Nutricional
(SAN) se intensificam. O conceito de SAN tem sido objeto de discussdo no Brasil por, no

minimo, duas décadas (Ledo et al., 2013) e atualmente recebe a seguinte definicao

A Seguranca Alimentar e Nutricional consiste na realizagdo do direito de todos ao
acesso regular e permanente a alimentos de qualidade, em quantidade suficiente, sem
comprometer o acesso a outras necessidades essenciais, tendo como base praticas
alimentares promotoras de saide que respeitem a diversidade cultural e que sejam
ambiental, cultural, econdmica e socialmente sustentaveis (BRASIL, 2006, p. 04).

Nesse contexto, surgem questionamentos acerca da capacidade dos recursos finitos do
planeta, como terras agricolas e agua doce, em atender as demandas alimentares de uma
populacdo tdo numerosa (FAO, 2021), tendo em vista que a producdo global de alimentos
precisara ser ampliada em 70% para que essa necessidade seja suprida (FAO, 2009). Além
disso, Van Huis (2013) destaca em sua revisdo que o aumento da procura e do consumo de
proteina animal impacta também a demanda por ragdo animal, de modo que essa devera seguir
a mesma tendéncia para acompanhar a intensificacdo da producdo pecudria. Contudo, a oferta
de ingredientes proteicos tradicionalmente empregados na formulacdo de ragdes estd sob
ameaga devido ao uso concomitante na alimentacdo humana, redugdo das areas agricolas e os
efeitos das mudancas climaticas (Mutungi et al., 2019; Van Huis, 2013). Logo, a comunidade
cientifica e a industria tém reunido esfor¢os na busca e na insercao gradual de fontes alternativas
e sustentaveis a fim de aliviar a pressdo sob a cadeia agropecudria tradicional (Van Huis et al.,
2013).

Das opg¢oes investigadas, os insetos alimenticios, isto €, aqueles que sdo adequados para
serem incluidos em uma dieta, estdo emergindo progressivamente como um grupo viavel para
complementar as fontes proteicas tanto para humanos quanto para animais (FAO, 2021). A
principio, os primeiros indicios da potencialidade da utilizagdo de insetos para amenizar as
dificuldades enfrentadas devido a escassez de alimentos em nivel global surgiram na década de
1970 (Meyer-Rochow, 1975). E desde 2003, a Organizacao das Nagdes Unidas para a
Alimentacao e Agricultura (FAO, do inglés Food and Agriculture Organization of the United
Nations) tem se dedicado a trabalhar em projetos relacionados a esse topico em diversos paises
ao redor do mundo. Entretanto, foi a partir de 2013 que o assunto ganhou maior notoriedade

apos a FAO publicar um livro que reuniu primeira vez as muitas oportunidades, bem como,
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restri¢gdes sobre uso de insetos como alimento ¢ ragdo (Van Huis et al., 2013). E o interesse
crescente em produzir e consumi-los reside nas suas caracteristicas nutricionais, ambientais e
economico-sociais (Nowak et al., 2016).

Em termos de nutrientes, os teores variam conforme a espécie, estagio de
desenvolvimento e a composi¢ao do substrato que receberam como alimento (Meyer-Rochow
etal., 2021). A Tabela 01 exibe a composigao centesimal aproximada de algumas das principais
espécies de insetos alimenticios, com base em uma compilagdo feita por Meyer-Rochow ef al.,

2021.

Tabela 01: Composi¢do centesimal de nutrientes (g/100g com base na matéria seca) de diferentes insetos
alimenticios

Espécie gstaglo de. Proteina  Lipidios Fibras ENN* Cinzas
esenvolvimento
Tenebrio molitor Larva 53,2 34,5 6,3 1,9 4,0
Tenebrio molitor Pupa 51,0 32,0 12,0 - -
Zophobas morio Larva 46,0 35,0 6,0 - -
Hermetia illucens Pré-pupa 443 31,9 5,1 3,4 8,7
Hermetia illucens Larva 39,0 32,6 12,4 - 14,6
Acheta domesticus  Adulto 62,6 12,2 8,0 12,3 5,0
Gryllus assimilis Adulto 56,0 32,0 7,0 - -

Fonte: Adaptado de Meyer-Rochow ef al. (2021)
*ENN: Extrato ndo-nitrogenado (indicativo de carboidratos soluveis)

Apesar das variagdes apresentadas, considera-se como consenso o fato de que os insetos
sdo fontes valiosas de proteinas, dcidos graxos e uma variedade de micronutrientes (Bukkens,
1997; Kim et al., 2019; Rumpold; Schliiter, 2013). Uma investigacdo conduzida por Rumpold
e Schliiter (2013) reuniu dados de 236 espécies comestiveis pertencentes a 09 ordens
taxondmicas e sua respectiva composi¢ao nutricional. A partir disso, € notorio que o conteudo
proteico esta presente em maior quantidade no corpo dos insetos, com média estimada entre 35
e 60%, o que supera valores encontrados em fontes vegetais como cereais, soja e lentilha (Kim
et al., 2019). Além disso, vale ressaltar que o perfil de aminoéacidos atende aos requisitos
propostos pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) para a nutricdo humana (WHO; FAO;
ONU, 2007).

Em seguida, o valor lipidico alcanga médias que se encontram entre 13 e 33%
(Rumpold; Schliiter, 2013), de modo que o conteudo € a composi¢do apresentam variacdes de

acordo com o estagio de vida (Aguilar, 2021). Os 4cidos graxos que constituem essa fra¢cdo sao
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provenientes da dieta dos insetos ou sintetizados por seu organismo (Lucas et al., 2020) e em
determinadas espécies, foram encontrados os acidos oleico, linoleico, linolénico e palmitico,
considerados nutricionalmente importantes (Tzompa-Sosa et al., 2014).

No que se refere aos micronutrientes, embora os insetos alimenticios geralmente
caregam em termos de calcio e potassio, eles tém potencial para fornecer cobre, ferro, magnésio,
mangangs, fésforo, selénio e zinco em quantidades adequadas e ainda podem ser incorporados
a dietas com baixo teor de sodio. Quanto as vitaminas, eles podem ser considerados uma boa
fonte de riboflavina, acido pantoténico, biotina e em determinados casos, acido fblico
(Rumpold; Schliiter, 2013). De forma promissora, ha evidéncias de que os teores dos nutrientes
citados anteriormente podem ser modulados a partir da dieta fornecida a esses animais
(Barragan-Fonseca; Dicke; Van Loon, 2017; Borel et al., 2021; Oonincx et al. 2020)

No mais, os insetos também apresentam uma diversidade de elementos bioativos, que
possuem propriedades prebioticas, imunoestimulantes, antioxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatorias (Aguilar-Toald; Cruz-Monterrosa; Liceaga, 2022; Lange; Nakamura, 2021). Tais
compostos sdo essenciais para promover além da satide humana (Stull, 2021), a satde de
animais, como peixes, aves e suinos (Gasco; Jozefiak; Henry, 2021).

Nao apenas a composi¢do nutricional dos insetos merece destaque, como também o
baixo impacto ambiental decorrente da sua produg¢do. Criar e produzi-los pode ser considerada
uma pratica sustentavel quando se compara a pecudria convencional: é requerido um menor uso
de recursos naturais como terra, agua e energia (Abbasi; Abbasi; Abbasi, 2016) e sdo emitidos
niveis mais baixos de gases de efeito estufa, como metano, dioxido de carbono e 6xido nitroso
(Ooninex et al., 2010). Além disso, a eficiéncia de conversdo alimentar e a capacidade
reprodutiva sdo consideradas superiores as dos animais tradicionais (Abbasi; Abbasi; Abbasi,
2016).

A entomocultura, que consiste na criagdo e producdo de insetos, também deve ser
reconhecida por seus beneficios econdmicos e sociais. Ela caracteriza-se como uma
oportunidade vidvel de subsisténcia tendo em vista que pode ser realizada para fins de consumo
proprio bem como para geragdo de renda, dada a possibilidade de ser desenvolvida com baixos
custos iniciais e demandar equipamentos simples e acessiveis (Hanboonsong; Jamjanya; Durst,
2013; Van Huis et al., 2013). Ou ainda, a partir da coleta realizada diretamente da natureza, o
que corresponde a aproximadamente 92% dos casos (Yen, 2015).

Por outro lado, também se observam consideraveis investimentos nesse setor (Albert,
2022; Costa, 2021). Tratam-se de empreendimentos novos ou que estdo ampliando e/ou

automatizando suas instala¢des a fim de aumentar a disponibilidade desta fonte alternativa de
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proteina (Wynants et al., 2017) e que operam desde pequenos produtores até microempresas e
multinacionais (Pyett et al., 2023). Isso ¢ reflexo da franca expansdo em escala global da
entomocultura e paises como Holanda, Austria, Bélgica, Franca e Africa do Sul lideram o
caminho das empresas especializadas (Osimani et al., 2018a). Esse modo de operagdo ¢
especialmente relevante para garantir o fornecimento continuo de insetos alimenticios ao
mesmo tempo em que contribui para sua seguranga sanitaria (Castro-Lopez et al., 2020; Murefu

etal., 2019).

2.1.1 Espécies de insetos alimenticios

O nimero de espécies de insetos aptas para consumo foi estimado inicialmente em 2000
(Jongema, 2015), contudo, em uma recente reavaliacdo, acredita-se que a real quantidade se
aproxima de 1610 (Itterbeeck; Pelozuelo, 2022). Apesar da contradi¢do, os mesmos autores
reconhecem que os insetos alimenticios podem, em breve, superar a marca dos dois milhares
de espécies a medida em que os estudos taxondmicos avangam por regides pouco exploradas e
analises moleculares sdo adotadas. Sendo assim, o valor exato de espécies adequadas para
serem empregadas na alimentacdo humana e animal ainda permanece desconhecido (Yen,
2015).

Entretanto, algumas espécies tém recebido maior aten¢do por serem consideradas mais
promissoras para uso nas industrias de alimentos e ragdes. Entre elas: Mosca-doméstica (Musca
domestica), Mosca-soldado-negra (Hermetia illucens), Larva-da-farinha ou Tenébrio-comum
(Tenebrio molitor), Tenébrio-gigante (Zophobas atratus), Cascudinho (Alphitobius
diaperinus), Traga-da-cera (Galleria mellonella), Traga-pequena-da-cera (Achroia grisella),
Bicho-da-seda (Bombyx mori), Grilo-doméstico (Acheta domesticus), Grilo-doméstico-tropical
(Gryllodes sigillatus), Gatanhoto-migratorio (Locusta migratoria migratorioides) e Gafanhoto-
do-deserto (Schistocerca americana) (EFSA, 2015). A lista foi sugerida pela Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA, do inglés European Food Safety Authority)
e essas possuem maior potencial para serem comercializadas especialmente no continente
europeu, onde j& existem autoriza¢des para uso na nutri¢ao de peixes, aves, suinos € humanos
(Costa, 2021; Osimani et al., 2018a; Skotnicka et al., 2021).

No Brasil, o Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) traz em sua Instrugdo
Normativa N°110 (IN 110/2020) algumas espécies de insetos incluidas em sua lista de matérias-
primas aprovadas como ingredientes, aditivos e veiculos para uso na alimentagao animal, exceto

animais ruminantes (Costa, 2021). Trata-se de: Barata-cinérea (Nauphoeta cinerea) adulta
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desidratada, farinha de crisalida desengordurada ou ndo, farinha de larvas desidratadas de
Mosca-soldado-negra (Hermetia illucens), grilo-preto (Gryllus assimilis) adulto desidratado e
larvas desidratadas moidas ou ndo de Tenébrio-comum (7enebrio molitor) e Tenébrio-gigante
(Zophobas morio) (Brasil, 2020). No que se refere a alimentacdo humana, nenhuma autorizagao
foi concedida até¢ o momento.

No mais, as leis e regulamentos que regem o uso de insetos comestiveis como alimentos
e ragdes se encontram em diferentes estagios de desenvolvimento em paises da Asia, América,
Africa, Europa e Oceania (Varelas, 2019). No entanto, existe um esforco comum direcionado
para um objetivo primordial compartilhado entre os continentes: garantir a qualidade dos
produtos a base de insetos (Lahteenmaki-Uutela; Marimuthu; Meijer, 2021). Com a
concretizagdo de um marco legal completo para a producdo e venda desses itens, incluindo
normas e certificagdes internacionais pertinentes (Garofalo ef al., 2019), espera-se um aumento
da confianca por parte do consumidor e uma facilitagdo do comércio desses produtos entre as
nag¢des (Imathiu, 2020). A resolucdo dessa pauta se faz essencial haja vista o crescente interesse
na criagdo, processamento e comercializagdo a nivel industrial dessa fonte proteica (Van Huis,
2020) e o progresso do setor depende de uma cadeia produtiva que seja consistente, segura e

confiavel.

2.2 Cadeia produtiva dos insetos alimenticios

A medida que a producdo de insetos alimenticios em escala industrial aumenta, torna-
se fundamental adotar métodos adequados de pos-colheita (Ojha et al., 2021). O conceito de
pos-colheita ¢ definido por operagdes que compreendem a separagdo da matéria-prima dos
residuos do substrato, descontaminagdo, processamento, embalagem e armazenamento. Ou
seja, consiste em um conjunto de atividades inter-relacionadas, que vao desde a coleta dos
insetos até a decisdo de uso do produto obtido (Mutungi et al., 2019).

Os insetos alimenticios podem ser disponibilizados no mercado de trés maneiras
distintas: na forma integral (desidratados, congelados ou pré-cozidos), processados e
transformados em p6 ou em pasta e como extratos (EFSA, 2015). Considerando isso, a
metodologia implementada durante os procedimentos pos-colheita ¢ determinada pela espécie,
riscos de seguranga potenciais e o tipo de produto final desejado. Apesar dessas variaveis, €
imprescindivel que as melhores praticas de manejo e hdbitos de higiene adequados sejam
aplicados nessa cadeia de valor, visando garantir a maxima seguranca dos produtos destinados

ao consumidor final (Melgar-Lalanne; Hernandez-Alvarez; Salinas-Castro, 2019; Ojha et al.,
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2021). Segundo a EFSA, os riscos inerentes a criacdo de insetos sdo similares aos observados
em outros sistemas de producao animal (EFSA, 2015; Wade; Hoelle, 2020) e especialmente na
entomocultura, esses estdo associados a fatores particulares de cada espécie e as condi¢des de
criagdo, pos-colheita, assim como de transporte (Varelas, 2019). Tais riscos sdo caracterizados
como quimicos, fisicos, alergénicos e microbiologicos (Belluco et al., 2013) e reiteram a
necessidade de que todas as etapas da cadeia produtiva sigam as mesmas precaugdes
empregadas a quaisquer outros alimentos convencionais ou para uso animal (Van Huis ef al.,

2013).

2.2.1 Riscos microbioldgicos

A categoria de contaminantes biologicos refere-se as espécies de microrganismos
patogénicos, como bactérias e fungos e as substancias toxicas que eles produzem, além de virus
e parasitas (Vandeweyer et al., 2021). E ao analisar os aspectos microbioldgicos dos insetos
comestiveis, ¢ indispensavel considerar que eles naturalmente abrigam microrganismos, muitos
dos quais sdo essenciais para suas fun¢des metabdlicas e sobrevivéncia (Jordan; Tomberlin,
2021). A composicdo da sua microbiota estd condicionada a fatores como a transmissao
vertical, assim como as condi¢des de criagdo e processamento, possibilitando a introducao de
microrganismos a partir do substrato alimentar, do ambiente e dos manipuladores (Garofalo et
al.,2019; Osimani et al., 2018a).

Todavia, a possivel presenca indesejada de contaminantes biologicos ¢ um dos
principais riscos associados a entomocultura (Garofalo et al., 2019), tendo em vista que esses
agentes nocivos afetam a seguranca dos insetos como alimento, com implica¢des adversas para
a saide humana e animal, e impactam a sua qualidade enquanto produto (Kooh et al., 2019). E
importante notar que os insetos alimenticios sdo reconhecidos como seguros, desde que sejam
adotadas as precaucdes apropriadas durante a criagdo e pos-colheita através de técnicas corretas
e eficientes (Wade; Hoelle, 2020). E para que um produto seja considerado
microbiologicamente seguro, ¢ necessario que, em uma quantidade pré-determinada para
andlise, determinados contaminantes estejam abaixo de um nivel definido ou ndo sejam
detectados (Brasil, 2022). Os valores sdo expressos em Unidades Formadoras de Coldnia por
grama ou mililitro (UFC/g ou UFC/mL) ou ainda, a partir do logaritmo desse resultado (log
UFC/g ou log UFC/mL) (Messina et al., 2019).
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Por outro lado, o perfil nutricional dos insetos a0 mesmo tempo em que real¢a seu valor
alimentar, também favorece a sobrevivéncia e crescimento de contaminantes quando as
medidas preventivas sdo negligenciadas (Klunder et al., 2012). Como por exemplo, durante a
venda de largartas-mopane, cupins e percevejos por comerciantes ambulantes no Sul da Africa,
onde os produtos sdo armazenados em recipientes abertos e ficam expostos a fatores ambientais
adversos (Ramashia et al., 2020). Nessas circunstancias, observou-se a ocorréncia de
Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, bolores e leveduras. Como tal, a
presenga de bactérias patogé€nicas e em potencial, assim como microrganismos comensais ja foi
detectada em diferentes espécies aptas para consumo (Garofalo et al., 2019; Osimani et al.,
2018Db).

A comunidade cientifica concorda que os géneros bacterianos Bacillus, Clostridium e
Staphylococcus representam os riscos mais expressivos para a seguranca do uso de insetos com
fins alimenticios. Por sua vez, os géneros Cronobacter, Pseudomonas, Vibrio, Campylobacter,
Salmonella e Listeria aparentam constituir uma ameaga menor (Vandeweyer et al., 2021). Esses
géneros sdo conhecidos por desencadearem as denominadas Doencas Veiculadas por Alimentos
(DVA’s) e os veiculos compreendem alimentos de origem animal (carne, aves, ovos, peixe €
leite) crus ou cozidos inadequadamente e produtos frescos, como os vegetais (Antunes; Novais;
Peixe, 2020). Entre os sintomas mais frequentes estdo vOmitos, diarreia, febre, colicas
abdominais, dor de cabeca, desidratagdo, mialgia e artralgias (Switaj; Winter; Christensen,
2015).

Igualmente, os animais também podem ser infectados pelas bactérias mencionadas,
além de serem capazes de transmiti-las para os seres humanos (Heredia; Garcia, 2018; Hurtado;
Ocejo; Oporto, 2017; Singer et al, 2007). No que se refere aos fungos produtores de
micotoxinas, Aspergillus spp. e Penicillium spp. estdo associados aos riscos mais elevados
(Vandeweyer et al., 2021). Um exemplo notavel ¢ o Aspergillus flavus, conhecido por sintetizar
aflatoxinas, agentes potencialmente cancerigenos, mutagénicos e teratogénicos para animais e
humanos (Kooh et al, 2019). Em relagdo aos demais contaminantes, virus e parasitas
associados ao consumo de insetos, considera-se que até o momento, esses apresentam um risco
de seguranca menos expressivo (EFSA, 2015). No entanto, destaca-se a necessidade de
aprofundar as pesquisas nessa area (Vandeweyer et al., 2021).

Diante do que foi apresentado e dada a importancia de promover o consumo seguro de
insetos por humanos e animais, diversas pesquisas tem sido direcionadas aos métodos de
descontaminacdo e reducdo da carga microbioldgica ao longo da sua cadeia produtiva (Fréhling

et al., 2020; Klunder et al., 2012; Nyangena et al., 2020; Yan et al., 2023). A realizacdo dos
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estudos ¢ baseada na deteccdo e/ou quantificagao das bactérias patogénicas supracitadas, além
de microrganismos indicadores de higiene e de deterioragdo. Kooh et al. (2019) e Garofalo et
al. (2019) consideram a contagem total de mesofilos aerdbios como um dos indicadores
microbioldgicos mais frequentemente utilizados. Essa métrica oferece uma visdo geral da carga
microbiana em uma amostra alimentar e atua como um guia na previsao da sua vida util. A
andlise da familia Enterobacteriaceae, por sua vez, fornece indicativos sobre as condi¢des
higiénico-sanitarias adotadas em um sistema de producdo e sua presenca pode implicar na
redu¢do do prazo de validade. Em relagdo aos agentes deteriorantes, os fungos, incluindo
bolores e leveduras, sdo particularmente relevantes. Como principais responsaveis pela
deterioragdo dos alimentos, eles causam degradag¢do de suas propriedades organolépticas e,
consequentemente, diminui¢do da estabilidade de armazenamento.

Portanto, a avaliacdo quantitativa dos indicadores biologicos mencionados assume
importante papel na verificagdo da eficacia das etapas de descontaminagdo no estado
microbioldgico do produto final (Megido ef al., 2017). Essa estratégia também contribui para
uma revisdo geral dos programas de gestao da qualidade na industria de alimentos (Irkin, 2010).
Contudo, quando aplicada a producao de insetos alimenticios, a pratica ¢ limitada pela falta de
critérios microbiologicos adaptados para essa matriz (Garofalo et al., 2019). Em certas ocasides,
os insetos sdo equiparados a carne ou peixe tradicional, mas devido a sua natureza particular,
essa generalizagdo ndo deve ser incentivada (Ojha et al., 2021). Desse modo, ¢ evidente a
necessidade de implementacdo de uma estrutura legislativa com padrdes microbiologicos
especificos. Uma vez em vigor, essas diretrizes permitirdo uma avaliacdo mais assertiva da
qualidade e seguranca dos insetos alimenticios e seus produtos derivados (Garofalo et al.,

2019).

2.2.2 Processos para a reducdo da carga microbiana de insetos alimenticios

A sequéncia de processamento para insetos destinados a alimentacdo se divide em trés
etapas essenciais: (1) colheita e pré-processamento; (2) descontaminagdo; e (3) embalagem e
armazenamento (Ojha et al., 2021). Inicialmente, o pré-processamento engloba a separacao dos
insetos do frass com auxilio de uma peneira, abate e remocgao de asas e pernas, dependendo da
espécie. As técnicas empregadas com maior frequéncia para o abate incluem congelamento e
branqueamento (Caligiani et al., 2019). O método de branqueamento envolve uma breve
imersao do inseto em agua fervente, seguida por um rapido resfriamento em agua fria ou gelada.

Este procedimento ¢ eficaz tanto para inativar enzimas degradativas quanto para diminuir a
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presenca de mesoéfilos aerdbios, bolores e leveduras (Melgar-Lalanne; Herndndez-Alvarez;
Salinas-Castro, 2019).

Para atenuar a carga microbiana, uma fase de lavagem pode ser associada ao processo
de abate, similar ao procedimento ja adotado em alimentos convencionais (Ojha ef al., 2021).
No estudo de Ng’ang’a et al. (2018), a simples implementagdo de um enxdgue com agua de
torneira em grilos (Ruspolia differens) resultou em uma diminui¢do na presenga de mesofilos
aerdbios, endosporos bacterianos e bolores e leveduras. Embora a mesma redugdo ndo tenha
sido observada para Enterobacteriaceae e bactérias acido-lacticas, os achados sugerem a
possibilidade de remocao superficial de alguns microrganismos. Contudo, para atingir um
decréscimo mais substancial, ¢ indicado o uso de agentes antimicrobianos, tais como etanol,
peroxido de hidrogénio ou hipoclorito de sodio, adicionados a agua. Isso foi comprovado por
Crippen e Sheffield (2006) em seu estudo com cascudinhos (4lphitobius diaperinus).

Principalmente no que tange a descontaminagdo, ainda ndo se observa uma
padronizagdo dos métodos. Porém, um tratamento térmico breve seguido de secagem ¢ uma das
técnicas mais usualmente empregadas (Kamau ef al., 2018). Com base nisso, as empresas
produtoras frequentemente otimizam suas técnicas por tentativa e erro (Wynants et al., 2017) e
optam pelos processos que mais se enquadram na sua realidade financeira e tecnologica (Costa
etal., 2021). No entanto, as descobertas e experiéncias adquiridas pelos negocios ainda ndo sao
de dominio publico (Vandeweyer et al., 2021). Interessantemente, a maior parte das patentes
relacionadas aos insetos alimenticios registradas até 2019 dizem respeito aos métodos de
processamento (Kim et al., 2019).

No ambito cientifico, diversas abordagens tém sido exploradas, seja com tratamentos
isolados ou em conjunto (Frohling et al., 2020; Nyangena et al., 2020). Procedimentos térmicos
como fervura, cozimento a vapor, torrefacao, defumacao e fritura sdo comumente investigados.
Paralelamente, diferentes técnicas de secagem como ao sol, em estufa, forno, micro-ondas ou
liofilizacdo sdo também avaliadas. Outras estratégias experimentadas incluem a fermentagao e
a marinagdo (Garofalo et al., 2019; Melgar-Lalanne; Hernandez-Alvarez; Salinas-Castro,
2019).

No estudo de Klunder et al. (2012) foi realizada uma comparagdo entre as contagens de
mesofilos aerobios, Enterobacteriaceae e esporos bacterianos presentes em larvas de tenébrio-
comum (7Tenebrio molitor) e em grilos (Acheta domesticus € Brachytrupus sp.). A analise foi
executada antes e ap0Os exposi¢do dos insetos aos tratamentos térmicos e os resultados estao

detalhados nas Tabelas 02, 03 e 04.
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Tabela 02: Contagens microbianas de larvas de Tenebrio molitor (inteiras e maceradas) antes e apos diferentes
tratamentos térmicos (valores expressos em log UFC/g)

Frescas Fervidas (10 min) Assadas (10 min)
Inteiras Maceradas Inteiras Maceradas
Mesofilos aerdbios 7,7 <1,7 2,5 <1,7 4.8
Enterobacteriaceae 6.8 <1,0 <1,0 2,2 2,6
Esporos bacterianos 2,1 <1,0 2,5 1,6 <1,0

Fonte: Adaptado de Klunder ef al. (2012)

Tabela 03: Contagens microbianas de Acheta domesticus antes ¢ apds diferentes tratamentos térmicos (valores
expressos em log UFC/g)

Fresco Fervido (05 min) Frito (05 min)
Mesofilos aerobios 7,2 1,7 2,7
Enterobacteriaceae 4,2 <1,0 <1,0
Esporos bacterianos 3,6 1,5 1,5

Fonte: Adaptado de Klunder ef al. (2012)

Tabela 04: Contagens microbianas de Brachytrupus sp. antes e apOs tratamento térmico em tempos variados
(valores expressos em log UFC/g)

Fresco Fervido
05 min 10 min
Mesofilos aerobios 6,7 2,5 2,8
Enterobacteriaceae 4.4 <1,0 <1,0
Esporos bacterianos 4.4 2,5 2,7

Fonte: Adaptado de Klunder ef al. (2012)

Os dados evidenciam que uma breve etapa de fervura e fritura foram eficazes na reducao
de mesofilos aerobios e na eliminagdo de Enterobacteriaceae, apesar da presenca remanescente
de bactérias formadoras de esporos. Esse grupo engloba importantes géneros como Bacillus
spp. € Clostridium spp. (Osimani; Aquilanti, 2021). Adicionalmente, contagens de 7. molitor
foram obtidas a partir de larvas tanto na forma inteira quanto ap6s serem maceradas. Verificou-
se que a maceracdo resultou em uma maior contagem de bactérias vidveis, o que pode ser
atribuido a dispersdo da microbiota do trato intestinal do inseto por todo o produto (Klunder et
al., 2012).

A pesquisa conduzida por Frohling et al. (2020) buscou estabelecer as condi¢des de
processamento ideais para a producdo de farinha de grilo (4. domesticus) em escala industrial.

O procedimento padrao, baseado em informacdes obtidas através de comunicacgao pessoal dos
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autores com produtores tailandeses, envolve uma fase de aquecimento seguida de uma secagem
em estufa a 110°C durante 08 horas. A partir disso, as amostras foram submetidas a trés
lavagens em agua de torneira com agita¢cdo de 5 minutos cada. Em seguida, foram aplicados
diferentes métodos de aquecimento, como fervura, cozimento a vapor e autoclavagem e a

contagem microbiana foi realizada (Tabela 05).

Tabela 05: Contagens de mesofilos aerdbios de Acheta domesticus antes e ap6s diferentes tratamentos térmicos
(valores expressos em log UFC/g)

Nao-tratados Tratados
Fervura (10 min) 8,42+ 0,17 1,69 £ 0,04
Autoclavagem (121°C/15 min) 8,55+ 0,08 <1,52
Cozimento a vapor (10 min) 8,79+ 0,52 1,56 + 0,02

Fonte: Adaptado de Frohling et al. (2020)

Os trés tratamentos térmicos aplicados se mostraram efetivos na reducdo da presencga de
mesofilos aerobios nos grilos. No entanto, o cozimento a vapor foi identificado como o mais
viavel para a aplicacdo industrial. Esta decisdo ¢ embasada na complexidade logistica requerida
pela autoclavagem em grande escala e na eficdcia sutilmente menor da fervura na inativacao
microbiana (Frohling et al., 2020). Adicionalmente, os autores otimizaram o processo de
secagem, diminuindo o periodo de 08 para 03 horas. Ao dispor os grilos em uma unica camada
nas prateleiras da estufa, a secagem pdde ser realizada em menor tempo, mantendo um teor de
umidade satisfatorio capaz de manter a reducao microbiana obtida com o cozimento a vapor.

Por sua vez, Nyangena et al. (2020) investigaram os efeitos de diferentes técnicas
tradicionais aplicadas isoladamente e em combinacdo, na qualidade microbiolégica de
individuos adultos de grilos (4. domesticus e R. differens), pré-pupas de mosca-soldado-negra
(Hermetia illucens) e larvas de 5° instar de traca (Spodoptera littoralis). Os métodos de
procedimento em questdo abrangeram fervura (96°C/5 min), tostagem (150°C/5 min), secagem
ao sol (2-3 dias) e secagem em estufa (60°C/2-3 dias). Além disso, estes foram combinados da
seguinte maneira: fervura + secagem em estufa, fervura + secagem solar, torragem + secagem
em estufa, torragem + secagem solar. Em sintese, quando se compara aos insetos nao-tratados,
os processos de fervura e tostagem aplicados isoladamente foram capazes de diminuir as
populacdes de bactérias mesofilas aerobicas e de Staphylococcus aureus, além de eliminar
bolores, leveduras enterobactérias lactose-positivas e Salmonella spp. Contudo, uma Unica
etapa de secagem em estufa apenas reduziu levemente as todas as populagdes bacterianas e

fungicas, enquanto a secagem ao sol ndo apresentou impacto significativo sobre esses
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pardmetros. Vale mencionar que a presenca de Salmonella foi detectada quando ambos
procedimentos de secagem foram empregados de maneira isolada.

Quando se combinou as praticas de fervura ou tostagem a uma etapa subsequente de
secagem observaram-se resultados ainda mais promissores e efetivos. Registrou-se uma
reducdo consideravel nas contagens de mesofilos aerodbios (Tabela 06) e de S. aureus (Tabela
07). Ademais, todas as amostras submetidas a um desses tratamentos mostraram-se isentas de
fungos, enterobactérias lactose-positivas e Salmonella spp. Os pesquisadores concluem
ressaltando a importancia de estudos suplementares que investiguem a estabilidade da vida 1til
dos produtos derivados desses insetos alimenticios, considerando as condi¢des de embalagem

e armazenamento (Nyangena et al., 2020).

Tabela 06: Contagens de mesofilos aerdbios em diferentes insetos alimenticios antes e apds diferentes
combinagdes de tratamentos térmicos (valores expressos em log UFC/g)

Fervura Tostagem (150°C/5
Frescos (96°C/5 min) + min) + secagem em

secagem em estufa estufa (60°C/2-3
(60°C/2-3 dias) dias)

H. illucens 7,7 1,6 1,8

A. domesticus 8,3 1,0 1,3

R. differens 9,1 1,8 2,0

S. littoralis 7,0 1,7 2,1

Fonte: Adaptado de Nyangena et al. (2020)

Tabela 07: Contagens de Staphylococcus aureus em diferentes insetos alimenticios antes e apos diferentes
combinagdes de tratamentos térmicos (valores expressos em log UFC/g)

Fervura Tostagem (150°C/5
Frescos (96°C/5 min) + min) + secagem em

secagem em estufa  estufa (60°C/2-3
(60°C/2-3 dias) dias)

H. illucens 7.9 1,2 0,9

A. domesticus 8,3 1,3 1,0

R. differens 9,1 2,1 2,0

S. littoralis 7,7 1,9 1,6

Fonte: Adaptado de Nyangena et al. (2020)

Embora as técnicas de fermentacdo e marinacdo sejam ancestrais na preservacao,
processamento ¢ melhora de propriedades organolépticas de alimentos, a aplicacdo destes
processos as larvas de 7. molitor ndo havia sido explorada antes do estudo conduzido por

Borremans et al., (2018). Assim sendo, os autores buscaram examinar a aplicabilidade destas



26

técnicas no ambito da entomocultura. Inicialmente, duas solugdes marinadas foram
comparadas: uma baseada em vinho tinto e a outra utilizando molho de soja, complementadas
com uma variedade de especiarias. As larvas foram submersas nestas solu¢des por um periodo
de seis dias e transcorrido esse tempo, ambas variacdes da marinacdo se revelaram eficazes no
combate a proliferacdo microbiana. Além disso, conseguiu-se estender a vida util das larvas em
pelo menos sete dias, em comparacdo com larvas apenas submetidas ao branqueamento.
Contudo, foi observado um potencial risco microbiano, caso estejam presentes formadores de
esporos patogénicos.

Para o processo fermentativo, que teve duragdo de duas semanas, as larvas foram
trituradas e inoculadas com uma cultura inicial fermentadora. Cumprido esse intervalo,
constatou-se que as contagens de bactérias acido-laticas coincidiram consideravelmente com as
contagens de mesofilos aerdbios, sugerindo que estas constituiam uma parte substancial da
comunidade microbiana total. Esta observagdo estava alinhada com as expectativas, dado que
os microrganismos das culturas iniciadoras adicionadas pertencem a categoria de produtores de
acido latico. Outras contagens microbianas, incluindo enddsporos bacterianos e clostridios
redutores de sulfito, foram encontradas abaixo do limite de detec¢do e Borremans et al. (2018)
consideraram estes resultados promissores. Porém ressaltaram que as contagens por si s6 nao
fornecem uma visdo abrangente da composicdo da microbiota, sendo necessarias analises
metagenOmicas adicionais.

Tecnologias emergentes como altas pressdes hidrostaticas, campos elétricos pulsados e
plasma frio atmosférico detém um potencial significativo na industria alimenticia, oferecendo
melhorias na seguranca e qualidade dos produtos, bem como na eficiéncia do processamento
(Ojha et al., 2021). No entanto, tais tecnologias permanecem pouco exploradas no setor de
insetos alimenticios (Alles et al., 2020; Bupler et al., 2016; Campbell et al., 2020). Fatores
como a necessidade de profissionais altamente capacitados e investimentos iniciais
significativos podem constituir barreiras significativas a sua ampla adogao (Priyadarshini ez al.,
2019). Na entomocultura, ainda se dé preferéncia as técnicas tradicionais, reconhecidas por sua
simplicidade e efic4cia, especialmente ao levar em consideragdo a diversidade dos produtos
derivados de insetos e os desafios associados a otimizagao desses processos (Ojha et al., 2021).

Tendo em vista as informagdes apresentadas, a efetividade da descontaminagdo ¢
suscetivel a variaveis associadas a um mesmo método, como diferentes temperaturas ou tempos
de exposicdo, além da espécie em questdo e da sua carga microbiana inicial. As bactérias
formadoras de esporos, em particular, constituem uma preocupagdo notavel, dada a sua

habilidade de sobreviver mesmo quando submetidas a procedimentos de descontaminagdo
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comuns (Garofalo ef al., 2019). Embora Klunder et al. (2012) tenham sido capazes de manté-
las em niveis aceitdveis (inferiores a 10° UFC/g) durante o processo de fermentagdo, a
identificacdo de métodos que possam erradicar esses microrganismos permanece como um
desafio para a industria de insetos alimenticios (Campenhout; Lachi; Vandeweyer, 2021;
Osimani; Aquilanti, 2021). Por mais que processos como esterilizagdo e tindalizagao
apresentem eficacia contra tais formas bacterianas, essas técnicas podem comprometer a
qualidade nutricional e sensorial dos insetos destinados ao consumo (Garofalo et al., 2019).

Para lidar com a questdo, a tecnologia "hurdle” ou tecnologia de barreira surgiu como
um método promissor para melhorar a seguranga alimentar, a0 mesmo tempo em que minimiza
a perda de qualidade nutricional e sensorial (Khan et al., 2017). Essa metodologia envolve a
implementagdo sequencial ou simultdnea de duas ou mais técnicas de preservagdo em
intensidades moderadas, otimizando a eficdcia de cada tratamento individual e mitigando o
impacto na qualidade dos alimentos (Liao e al., 2020). E uma estratégia que tem sido
amplamente utilizada em diversos produtos, como frutas e vegetais, carnes, laticinios, pescados,
produtos de panificagdo, massas, alimentos enlatados, saladas, sucos e condimentos (Aaliya et
al., 2021). Enquanto muitas combinagdes ja foram testadas para alimentos convencionais nas
ultimas décadas, os insetos representam uma nova matriz alimentar a ser investigada
(Vandeweyer et al., 2021).

A combinagdo de métodos de processamento térmicos e ndo-térmicos tem demonstrado
ser uma maneira efetiva de oferecer um efeito sinérgico contra microrganismos responsaveis
pela deterioragdo de alimentos (Aaliya et al., 2021). Conforme evidenciado por Choi et al.
(2019), a sequéncia de uma lavagem com agua ativada por plasma (durante 120 minutos)
seguida de aquecimento moderado (60°C por 5 minutos) em couve-chinesa (Brassica rapa)
resultou em redugdes consideraveis de mesofilos aerdbios, bactérias acido-laticas, bolores,
leveduras, coliformes, S. aureus e Listeria monocytogenes. De forma semelhante, a combinagao
de uma lavagem com hipoclorito de s6dio (NaOCI) (100 ppm por 10 minutos) seguida de
aquecimento moderado (60°C por 5 minutos) também revelou resultados satisfatorios. Os
autores apontam que os agentes clorados, devido ao seu baixo custo e amplo espectro
antimicrobiano, sdo os mais amplamente utilizados (Choi et al., 2019).

Os sanitizantes aquosos mais populares incluem hipoclorito de sdédio (NaOCl), diéxido
de cloro (ClO;) e cloro (Cl2). Esses compostos, em contato com a agua, produzem acido
hipocloroso (HOCI) e outras espécies reativas de cloro que tém a capacidade de danificar varias
estruturas celulares bacterianas simultaneamente. Todavia, as restri¢des relativas a aplicagao

pratica dessas substincias precisam ser consideradas (Mendoza et al., 2022). A facilidade em
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seu uso favorece a adogdo generalizada na prevengao de contaminacao cruzada através da dgua
de lavagem e na descontaminacdo de superficies de alimentos frescos na industria alimenticia
(Huang; Vries; Chen, 2018; Lopez-Galvez; Allende; Gil, 2021). E apesar da ampla utilizagao
desses agentes sanitizantes, especialmente na industria de frutas e vegetais, eles permanecem
inexplorados no setor de insetos alimenticios.

A cada ano, diversas combinacdes de intervengdes de preservacao sdo investigadas em
ambientes laboratoriais ou escalas-piloto, na busca por métodos que maximizem a preservagao
da qualidade organoléptica e nutricional, a0 mesmo tempo que oferecem prote¢do contra
deterioragdo e microrganismos patogénicos (Aaliya et al., 2021). Uma necessidade similar ¢
evidente na industria de insetos para alimentos e racdes, onde a busca por uma possivel
padronizagdo das tecnologias, aliada a mecanismos de garantia de qualidade e ferramentas de
gerenciamento, se faz fundamental. Diretrizes especificas de Boas Praticas de Fabrica¢cdo (BPF)
e de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) podem contribuir para
aperfeicoar os processos tradicionais (Garofalo et al., 2019). Com esse conhecimento, devem
ser investigadas melhorias necessarias, incluindo as que se referem aos métodos de
armazenamento, uma vez que a recontaminacdo pode surgir como uma preocupagao adicional

no poés-colheita (Mutungi et al., 2019).

2.2.3 Armazenamento e vida util

A medida em que a entomocultura se expande, torna-se cada vez mais necessaria uma
compreensdo aprofundada sobre como evitar a perda de produtos e facilitar o transporte e a
logistica dessa cadeia de abastecimento. Isso implica no desenvolvimento de estratégias que
maximizem a estabilidade dos insetos alimenticios durante o armazenamento (Campenhout;
Lachi; Vandeweyer, 2021). Esses procedimentos precisam ser aplicaveis em grande escala e
garantir que as mercadorias derivadas cumpram padrdes nutricionais e microbioldgicos
adequados (Vandeweyer et al., 2017).

Considera-se que o prazo de validade varia de acordo com o tipo de produto e, com as
especificidades adotadas para a preservagdo, isto ¢, temperatura de armazenamento e tipo de
embalagem (Ssepuuya et al., 2016). Vale ressaltar que essas se adequam a espécie do inseto e
a maneira como ele ¢ disponibilizado para consumo, seja fresco, desidratado ou em p6 (Melgar-
Lalanne; Hernandez-Alvarez; Salinas-Castro, 2019). Os mesmos autores apontam que, para
preservar a qualidade de insetos frescos, o congelamento ¢ a melhor opgdo, enquanto para os

produtos desidratados e em pd, recomenda-se a refrigeragdo. Tal como evidenciado por
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Ssepuuya et al. (2016), gafanhotos frescos (Ruspolia nitidula) tem um prazo de consumo de no
maximo 02 dias. Por outro lado, este periodo pode ser significativamente prolongado para 22
semanas, o equivalente a 05 meses, quando os insetos s3o mantidos congelados. Além disso, os
gafanhotos, quando desidratados e armazenados em condigdes de refrigeragdo ou a temperatura
ambiente (desde que embalados a vacuo), podem atingir o mesmo periodo de estabilidade.

De Smet et al. (2019) desenvolveram um estudo para avaliar o impacto da temperatura
de armazenamento (4°C e —21°C) na estabilidade microbioldgica e quimica de uma pasta obtida
a partir de larvas de 7. molitor. Observou-se que apds o armazenamento a -21°C, parametros
como teor de umidade, atividade de agua, valores de pH, cor e contagens microbianas
permaneceram constantes por trés meses. Embora os resultados tenham sido favoraveis, a
oxidagao lipidica ndo pdde ser completamente evitada. Em contrapartida, ao manter a pasta
refrigerada a 4°C, a populacdo de microrganismos ultrapassou a marca de 7 log UFC/mL, o que
indica uma deterioracdo significativa do produto. Dessa forma, para insetos transformados em
forma de pasta, o armazenamento refrigerado ndo ¢ recomendado.

Em um estudo conduzido por Stoops et al. (2017), foram desenvolvidos produtos com
caracteristicas semelhantes a carne moida, utilizando larvas de cascudinho (4. diaperinus) e
tenébrio-comum (7. molitor). Os pesquisadores analisaram a contagem microbiologica dos
produtos armazenados em refrigeracao, utilizando dois tipos de embalagens: uma comum (com
ar) e outra com atmosfera modificada (60% CO2/40% N»). Verificou-se que, com a embalagem
de atmosfera modificada, os produtos a base de 4. diaperinus e T. molitor mantiveram a
qualidade microbiologica adequada por 14 e 28 dias, respectivamente. A eficacia demonstrada
pela embalagem em atmosfera modificada sugere a possibilidade de dispensar o uso de
conservantes. No entanto, os autores ressaltam a necessidade de confirmacdo adicional da
auséncia de patogenos alimentares especificos antes da comercializagdo. No mais, para garantir
uma maior estabilidade quimica e evitar a oxidacao lipidica, que resulta em sabores rangosos,
¢ aconselhavel utilizar uma embalagem opaca que fornece protecdo a luz (Ssepuuya et al.,
2016).

No estudo de Adamek et al. (2018), embora o tipo especifico de embalagem ndo tenha
sido detalhado, grilos adultos (Gryllus assimilis) foram abatidos com &agua fervente e
posteriormente desidratados a 103°C por 12 horas. Quando armazenados de maneira hermética,
ou seja, sem a entrada e saida de ar, esses insetos se mantiveram seguros para consumo por até
trés anos, ainda que estocados em temperatura ambiente. E importante ressaltar que a conclusio
dos autores se baseia exclusivamente na andlise microbioldgica, ndo abordando outros

parametros como aspectos quimicos e nutricionais.
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Imathiu (2020) destaca a necessidade de maior énfase em técnicas que assegurem a
qualidade dos produtos mesmo quando mantidos em temperatura ambiente. Com isso, seria
possivel dispensar métodos que demandam eletricidade, tornando o armazenamento menos
oneroso. Métodos como secagem em estufa e acidificagdo com vinagre apresentam potencial
na conservagao de grilos (4. domesticus) sem a necessidade de uso de um refrigerador (Klunder
et al., 2012). Sobretudo, devido a sua simplicidade, o procedimento de secagem tem sido
amplamente valorizado na pesquisa cientifica e na industria de insetos para consumo
(Campenhout; Lachi; Vandeweyer, 2021). Essa pratica ganha importancia ao considerar que
quando se reduz o teor de 4gua de um alimento, ou seja, o desidrata, reacdes de degradacao
quimica e microbioldgica podem ser retardadas ou até mesmo interrompidas (Melgar-Lalanne;
Hernandez-Alvarez; Salinas-Castro, 2019). Os métodos comerciais de desidratacdo mais
frequentemente aplicados no tratamento de insetos incluem a torrefacdo a 150°C por alguns
minutos e secagem em estufa (60-80°C por 24-48 horas) (Liceaga, 2021).

As farinhas de insetos, geralmente, sdo produzidas a partir dos processos de desidratacao
mencionados, seguidos de moagem até se obter um pd fino (Liceaga, 2021). Além disso,
conforme destacado por Skotnicka et al. (2021), existe uma expectativa de que esse tipo de
produto detenha o maior potencial de prosperar no mercado. Essa forma de comercializagdo ¢
especialmente interessante em razao da sua maior estabilidade ao longo do tempo, bem como
da possibilidade de enriquecer nutricionalmente alimentos convencionais. Nota-se que
principalmente itens de panificacdo como paes, biscoitos, massas e hamburgueres tém recebido
a incorporacdo dessa farinha proteica (Melgar-Lalanne; Hernandez-Alvarez; Salinas-Castro,
2019). No ambito da nutri¢do animal, também se destaca a capacidade da farinha de insetos
para substituir parcialmente as ragcdes derivadas da farinha de peixe e de soja (Sanchez-Muros;
Barroso; Manzano-Agugliaro, 2014). Nesse contexto, a desidratacdo assume importantes
funcdes ndo apenas na obtengdo do produto desejado, mas também na extensao de sua vida util,
0 que permite um consumo seguro por um periodo maior.

Conforme pontuado por Kamau et al. (2018), ¢ fundamental compreender a capacidade
de um alimento em absorver ou liberar umidade do ou para o ambiente para determinar o tipo
de embalagem e as recomendagdes de armazenamento apropriadas. Com isso em mente, 0s
autores realizaram uma investigacdo sobre as propriedades de hidratacdo de p6s derivados de
grilo (4. domesticus) e larvas de mosca-soldado-negra (H. illucens). A partir de modelagem
matematica, estimou-se a vida util desses produtos sob condicdes tropicais, a saber, com
temperatura ambiente variando de 23 a 35°C e umidade relativa do ar de até 90%. Os resultados

indicam que, ao armazenar os pds a 25°C com 5% de teor de umidade e em embalagens de
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filmes de polietileno com 80 pum de espessura, ¢ possivel alcangar um prazo de validade de 07
meses. Contudo, quando armazenados a 35°C, o prazo ¢ reduzido para menos de 03 meses para
o p6 de grilo. Por outro lado, para que p6 derivado de H. illucens tenha uma vida ttil
semelhante, mesmo nessa temperatura mais elevada, ¢ necessdria uma desidratagao que resulte
em um teor de umidade entre 3% e 4,5%. Apods conduzir um experimento pratico, 0 mesmo
grupo de pesquisa constatou que o referido produto, com umidade a 4,5%, pode ser armazenado
em recipientes plasticos com tampa sob temperatura de 5,4 = 1,1°C e umidade relativa do ar de
97 £ 5,7%. Nessas condi¢des, parametros quimicos € microbioldgicos se mantiveram estaveis
por 06 meses. E importante ressaltar que a refrigeragdo apresentou um efeito significativo na
preservacao do produto, retardando a deterioragdo quimica e microbioldgica em média trés e

cinco vezes, respectivamente (Kamau et al., 2020).

2.3 Mosca-soldado-negra (Hermetia illucens L.)

Diante das preocupacdes com a disponibilidade e a sustentabilidade dos alimentos, o
consumo de insetos como fonte de proteina e nutrientes surge como uma alternativa promissora
tanto para animais quanto para seres humanos. No contexto da expansdo da entomocultura em
nivel industrial, destaca-se a mosca-soldado-negra (Hermetia illucens - Linnaeus, 1758;
Diptera: Stratiomyidae) como uma das espécies-chave (Gorrens et al., 2021). Conhecida
principalmente pela sua denominacao em inglés, a Black Soldier Fly (BSF), ¢ nativa da regido
neotropical (Marshall; Woodley; Hauser, 2015) a qual compreende do México Central ao sul
do Brasil (Lima et al., 2018). E considerada uma espécie cosmopolita (Callan, 1974) e de rapido

ciclo de vida (Figura 01) (Zulkifli et al., 2022).

Figura 01: Ciclo de vida da mosca-soldado-negra (Hermetia illucens) e a duragdo média dos diferentes estagios

de desenvolvimento
Pupa _—
Duragio: 10 dias a meses / ’ N
7
Adulto

Duragdo: 5 a 8 dias
W%
Ovos

Pré-pupa Quantidade: 500 a 900
Duragio: aprox. 7 dias Tempo para eclosio: aprox. 4 dias

Ciclo de vida
b\ Hermetia illucens

Larvas
Duragdo: 13 a 18 dias

Fonte: Adaptado de De Smet et al. (2018)
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Aproximadamente 04 dias apds a ovoposicao, os ovos eclodem e ddo origem as larvas
que se alimentam por cerca de 02 semanas até atingirem o estagio de pré-pupas e apds um
periodo adicional também de 02 semanas, os adultos emergem. Vale ressaltar que o tempo de
desenvolvimento esta sujeito as variagdes das condi¢des ambientais e do ecotipo (Tomberlin;
Sheppard, 2002). Os individuos adultos ndo demonstram tendéncia de se aproximar dos seres
humanos, tampouco possuem habilidade de morder ou picar, além de ndo atuarem como vetores
de doengas especificas. No mais, ndo apresentam comportamento alimentar ativo, restringindo-
se a consumir apenas adgua ou, em alguns casos, abstendo-se completamente da alimentagao.
Contudo, durante o estagio larval, sdo consumidores vorazes de ampla variedade de matéria
organica, desde residuos alimentares a dejetos de animais (Wang; Shelomi, 2017). Essa
caracteristica confere-lhes um papel importante na decomposigdo e reciclagem de nutrientes.
Devido a sua habilidade em converter eficientemente residuos em biomassa de alto valor, existe
um interesse consideravel no uso de larvas de BSF para o gerenciamento de residuos organicos
(Ciékové et al., 2015; Liu et al., 2022). Makkar et al. (2014, p. 03) fornecem exemplos bem-

sucedidos dessa aplicacdo, onde:

As larvas podem reduzir o acimulo de esterco de galinha ou porco em 50% ou mais
sem usar recursos extras, incluindo energia (Sheppard et al., 1994, Barry,
2004, Newton et al., 2005). Valores de redugdo de 65-75% no lixo doméstico foram
observados em testes de campo na Costa Rica (Diener ef al., 2011).

Sob a perspectiva de seguranga bioldgica, as larvas criadas nos substratos mencionados
sdo consideradas inadequadas para consumo animal e humano (Wang; Shelomi, 2017). No
entanto, se mostram ideais para a producao de biocombustivel (Park ef al., 2022). Além disso,
o substrato remanescente juntamente com os excrementos das larvas de BSF, denominado de
“frass”, pode ser empregado como fertilizante na agricultura (Lopes; Yong; Lalander, 2022).
As habilidades mencionadas reforcam a sustentabilidade associada a essa espécie, além dos
aspectos sustentaveis relacionados a criacdo dos insetos alimenticios de modo geral.

Além dos dejetos organicos, as larvas de BSF também podem ser alimentadas com
sobras de alimentos (Singh; Srikanth; Kumari, 2021) e subprodutos agroindustriais (Galassi et
al., 2021), considerados residuos menos probleméticos do ponto de vista microbioldgico. Nesse
sentido, varios estudos tém sido direcionados a melhor compreensdo da microbiota das larvas
e como ela pode ser moldada e influenciada a partir da dieta fornecida (Vandeweyer et al.,
2021). Um exemplo relevante ¢ o estudo realizado por Osimani et al. (2021), onde as larvas de
BSF foram criadas em substratos elaborados a partir de residuos de torrefagdo do café com
diferentes niveis de inclusdo de microalgas. A enumeracdo dos grupos microbianos se encontra

descrita na Tabela 08.
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Tabela 08: Contagens microbianas minimas e maximas detectadas nos substratos e nas larvas de Hermetia illucens
neles criadas (valores expressos em log UFC/g)

Substratos Larvas

Mesofilos aerdbios 8,3a7,8 7,7a9,1
Esporos bacterianos 3,1a4,8 3,1a6,7
Cocos coagulase-positivos 4,0a6,6 6,2a8,4
Bacterla}s acido-laticas 8,02 8.6 6.527.8
presumidas

Enterobacteriaceae <1,0 2,5a4,9
Bolores e leveduras 43a7,7 54a74

Fonte: Adaptado de Osimani et al. (2021)

E notavel que, como tendéncia geral, as larvas foram caracterizadas por contagens
microbianas mais altas em relagdo aos substratos utilizados. Esse resultado evidencia que a
qualidade microbioldgica desses insetos ndo esta condicionada apenas a contaminagdo inerente
do substrato, mas também as condi¢des do ambiente de criacdo e manuseio (Osimani et al.,
2021). Em larvas de BSF criadas em condi¢des ndo-assépticas foram detectados patogenos de
origem alimentar e patdgenos oportunistas (Raimondi et al., 2020). As andlises genéticas
revelaram a presenca de Bacillus cereus, Campylobacter spp., Clostridium perfringens,
estafilococos coagulase-positiva e Listeriaceae em larvas que ndo passaram por nenhum
procedimento de desinfec¢do. Os autores ressaltam que se deve atentar para géneros
como Bacillus, Mpyroides, Proteus, Providencia e Morganella. Nesse estudo, eles foram
encontrados em abundancia nesses insetos e englobam espécies descritas como patdgenos
oportunistas, apresentando resisténcia a drogas ou causando morbidez severa. Ademais,
Raimondi et al., (2020) identificaram que a temperatura do ambiente de criagdo desempenha
um papel fundamental na composi¢do da microbiota de H. illucens.

Além dos aspectos previamente mencionados, ¢ importante levar em consideragdo que
durante o periodo de desenvolvimento das larvas, ocorre a deposi¢do de seus excrementos no
substrato. Além disso, independentemente da forma de comercializagcdo, as larvas sdo
disponibilizadas juntamente com seu trato gastrointestinal. Esses fatores contribuem para um
aumento do risco de detec¢do de patogenos em larvas de BSF frescas, desidratadas, em p6 ou
em pasta (Saucier ef al., 2022).

Em contrapartida, hé estudos que relatam uma capacidade inata dessas larvas em reduzir
colonias bacterianas nocivas, particularmente da familia Enterobacteriaceae. Erickson et al.
(2004) relataram uma diminui¢do de 3,5 a 5,5 log UFC/g na populagdo de Salmonella enterica

sorovar Enteritidis e de 1,5 a 5 log UFC/g para Escherichia coli O157:H7 em esterco de galinha.
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Por sua vez, Lalander ef al. (2013) encontraram uma reducdo de 6 log UFC/g de Salmonella
spp. em fezes humanas. Esse efeito redutor das larvas de BSF na concentracdo de
microrganismos patogénicos pode ser considerado promissor no que se refere a reciclagem

segura de dejetos (Vandeweyer ef al., 2021). De acordo com Bessa et al. (2020, p.2750),

Isso ndo apenas as torna uma poderosa ferramenta de redugdo de residuos, mas
também sugere que elas podem ser menos arriscadas de usar do que alguns outros
insetos comestiveis, pois reduzem parte do risco bacteriano por meio de suas
proprias vias bioldgicas (Wang & Shelomi, 2017).

Além do interesse consideravel no uso de larvas de H. illucens para controle de residuos
organicos, elas sdo igualmente reconhecidas como fontes nutricionalmente valiosas de
proteinas, lipidios, vitaminas e minerais (Zulkifli ef al., 2022). Embora os teores de proteina e
gordura sejam afetados pela composicdo do substrato alimentar, os valores apontam
consistentemente como sendo uma boa fonte desses nutrientes, com média de 40,8 + 3,8% de
proteina e 28,6 + 8,6% de gordura (Wang; Shelomi, 2017). Isso indica um grande potencial
para serem posteriormente implementadas na dieta humana (Bessa et al., 2020).

Atualmente, ha um crescente interesse na utilizagao das larvas de BSF na alimentagao
de suinos, aves, peixes e animais de estimacdo (Barragan-Fonseca; Dicke; Van Loon, 2017).
Em parte, isso se deve a possibilidade de substituirem parcialmente a farinha de peixe e de soja.
O aumento substancial do pre¢o de mercado de ambas commodities na tltima década pode
contribuir para que as larvas de BSF se tornem uma fonte proteica economicamente viavel
(Makkar et al., 2014). Quando transformadas em farinha, podem substituir o farelo de soja na
nutricdo avicola brasileira trazendo importante ganhos ambientais para o pais (Allegretti et al.,
2018).

No que tange a sua utilizacdo como ingrediente alimentar, ainda sdo necessarias mais
informagdes sobre a adequacdo dos subprodutos agroalimentares e técnicas de processamento
(Campbell et al., 2020). Para Kamau et al. (2020), uma comercializagdo bem-sucedida depende
de uma producdo em massa combinada com métodos adequados de descontaminacao,
embalagem e armazenamento. Assim, assegura-se a qualidade dos produtos derivados de larvas
de BSF.

Nesse sentido, a qualidade microbiologica das larvas de BSF em sua cadeia produtiva
tem sido objeto de investigacdo. Além do estudo realizado por Nyangena et al. (2020) (se¢ao
2.2.2), Campbell et al. (2020) também contribuiram para essa area de pesquisa. No estudo
realizado por Campbell et al., as larvas de BSF foram criadas em subprodutos de cervejaria e

submetidas a diferentes métodos de descontaminagao. Incluindo, banho-maria a 90°C por 10 e
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15 minutos e processamento de alta-pressao: (a) 400 MPa por 1,5 min (b) 400 MPa por 10 min,
(c) 600 MPa por 1,5 min, e (d) 600 MPa por 10 min. Os dados revelaram o banho-maria a 90°C
por 10 minutos como o procedimento mais efetivo em termos de eliminacdo bacteriana e
fingica. Houve uma reducgdo de 2,45, 5,65, 4,50 e 3,07 log UFC/g nas contagens de mesoéfilos
aerdbios, Enterobacteriaceae, bactérias acido-laticas e bolores e leveduras, respectivamente. A
populacdo dos ultimos trés grupos microbianos se encontrou abaixo do limite de detecgdo (2
log UFC/g) ap6s o tratamento térmico.

A fim de avaliar a estabilidade de armazenamento de larvas de BSF, Saucier et al. (2022)
as submeteu a tratamento térmico em agua fervente por 04 minutos e as desidratou a 60°C por
6 h. As amostras foram armazenadas em ambiente protegido da luz e a uma temperatura 21,6 +
0,4°C por um periodo de 30 dias. Transcorrido esse tempo, as contagens microbianas
diminuiram ligeiramente, com uma reducdo inferior a 1 log UFC/g ou permaneceram estaveis.
Para os autores, com base nos regulamentos atuais do Canada, a farinha de BSF produzida se
mostrou adequada para incorporagdo em racdo peletizada. Portanto, se processados
adequadamente, esses insetos podem ser usados como um ingrediente alimentar estivel
(Saucier et al., 2022). Além disso, uma cadeia produtiva otimizada, segura e padronizada
tornard o desenvolvimento e o uso da mosca-soldado-negra desejavel na industria de nutricao
animal e potencialmente, na humana. No mais, acredita-se no seu potencial para se tornar uma
espécie de inseto com produtos sustentaveis, acessiveis e economicamente viaveis (Bessa et al.,

2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito dos métodos de descontaminagdo e de diferentes temperaturas de
armazenamento na qualidade microbiologica de larvas de mosca-soldado-negra (Hermetia

illucens L.).

3.2 Especificos

» Submeter as larvas a diferentes métodos de descontaminacao aplicados isoladamente ou em
combinagio;

* Determinar a contagem de microrganismos indicadores e deteriorantes;

* Definir a combinag¢do de métodos de controle microbiano;

» Submeter as larvas ao procedimento de descontaminacdo mais eficaz e armazena-las em
diferentes temperaturas;

* Indicar a condi¢do ideal de armazenamento que garanta uma maior estabilidade

microbiologica das larvas ao longo do tempo.



37

4. PRODUTO TECNICO-CIENTIFICO

Artigo submetido ao periddico “International Journal of Food Microbiology”. Esse possui fator

de impacto 5,4 (Journal Impact Factor 2023™ - Clarivate™ Analytics).

Sodium hypochlorite and boiling improve the microbiological and storage quality of black
soldier fly larvae (Hermetia illucens L.) Diptera: Stratiomyidae

Haléxya Rodrigues Bavosa Pedais (halexyar@gmail.com) 2*, Roberta Torres Careli
(robertacareli@hotmail.com) ?, Diego Vicente da Costa (prof.diegodacosta@gmail.com)?

2 Institute of Agricultural Sciences, Federal University of Minas Gerais, Av. Universitaria,
1000, Universitario, 39404-547, Montes Claros, Minas Gerais, Brazil

*Corresponding author

Abstract

Black soldier fly (BSFL) larvae are promising for use in animal nutrition and ensuring their
microbiological quality requires the mitigation of contaminants during production and storage.
However, despite the expansion of the market, there is still a lack of standardized methods and
legislation is incipient. Therefore, scientific data is essential to assist in the formulation of
optimized procedures and future guidelines for this production chain. Then, the effect of sodium
hypochlorite (HYP, 0.1% v/v, 15 min) and boiling (BOL, 10 min) on the microbiological
quality of BSFL was evaluated, applying for the first time a chemical treatment in
entomoculture. For this, a 2x2 factorial experiment was conducted, using the HYP and BOL
factors applied at the presence and absence levels. When the interaction was significant, the
factors were grouped into four treatments and subjected to the Tukey test. Quantitative analyzes
of quality and spoilage indicator microorganisms were carried out (total viable counts - TVC,
Enterobacteriaceae - ENT, yeasts and moulds - YM). Only the application of HYP followed by
BOL resulted in significantly reduced counts for all microorganisms evaluated (p < 0.05). This
combination generated a microbiologically stable product without significant changes in the
evaluated parameters (p > 0.05) after 28 days of storage at room temperature (£ 25 °C). And
microbial counts of 4.06 log CFU/g (TVC), <1.00 log CFU/g (ENT) and 2.68 log CFU/g (YM)
meet the limits established by the International Platform of Insects for Food and Feed (IPIFF)
and by the Brazilian Association of the Pet Products Industry (ABINPET), although physical-
chemical analyzes will be necessary in the future. This study provides guidelines for BSF
producers to ensure a microbiologically stable product. Furthermore, the data can contribute to
the consolidation of a legislative framework with specific microbiological standards for the
sector.

Keywords: edible insects, microbiological safety, processing, packaging, shelf-life.
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1. Introduction

Black soldier fly larvae (BSFL; Hermetia illucens; Diptera: Stratiomyidae) are
recognized as sources of proteins, lipids, vitamins and minerals (Barragan-Fonseca et al., 2017).
This profile positions them as attractive options for the nutrition of pigs, poultry, fish and pets
(Barragan-Fonseca et al., 2017; Makkar et al., 2014). Consequently, BSFL have received
significant attention amidst the expansion of industrial entomoculture (Gorrens et al., 2021;
Van Huis, 2020) and their use in animal feed is permitted in several countries, including Brazil
(MAPA, 2020).

In general, one of the main risks associated with this sector is the possible presence of
biological contaminants (Garofalo et al., 2019; Vandeweyer et al., 2021). Such agents involve
the safety of insects as food and impact their quality as a product (Kooh et al., 2019). However,
with the adoption of correct and efficient guidelines, they can be recognized as safe (Wade and
Hoelle, 2020). Therefore, as mass production of nutrients gains popularity and
commercialization consolidates, a greater understanding of specific decontamination,
processing, packaging and storage techniques becomes necessary (Kamau et al., 2018).

The need to control the microbiological load of insects has led to research aimed at this
purpose (Frohling et al., 2020; Klunder et al., 2012; Nyangena et al., 2020; Saucier et al., 2022;
Yan et al., 2023). Especially because there is no standardization of procedures and legislation
is limited (Vandeweyer et al., 2021). In this scenario, producing companies adapt their
processes according to their financial and technological capabilities (Costa et al., 2021) and one
of the most commonly used methodologies is heat treatment followed by drying (Kamau et al.,
2018).

Although thermal treatments are widely recommended and predominantly in the sector
(Yan et al., 2022), their integration with non-thermal methods, such as chemical sanitizers, has
not yet been recorded in entomoculture. This combination has been applied in the conventional
food industry (Choi et al., 2019), proving to be an effective approach in offering a synergistic
effect against microorganisms responsible for attracting food (Aaliya et al., 2021).

Furthermore, the development of strategies that maximize the microbiological stability
of insects over time is essential to avoid losses and enable the safe distribution and
transportation of large volumes (Kamau et al., 2020). Therefore, determining the ideal storage
conditions for insects and their derived products has also been investigated (Adamek et al.,
2018; De Smet et al., 2019; Kamau et al., 2020; Klunder et al., 2012; Ssepuuya et al., 2016).
And, among the sector's demands, is the definition of techniques that preserve the
microbiological quality of products even when kept at room temperature (Imathiu, 2020).

This study analyzes the effect of two treatments - one thermal (boiling) and one chemical
(sodium hypochlorite) - applied separately or sequentially on the microbiological quality of
BSFL. The evaluation was carried out through the quantification of microorganisms
conventionally investigated in food microbiology. Furthermore, it was examined how different
storage temperatures affect these same parameters.

2. Materials and methods

The experiments were conducted in two stages, each carried out with larvae from
different rearing cycles. To select the most appropriate method for reducing the microbial load,
BSFL were used from a colony already established in the Entomoculture Laboratory of the
Institute of Agricultural Sciences of the Federal University of Minas Gerais (ICA /UFMG)
(Montes Claros, Brazil). In order to determine the ideal storage temperature, the larvae were
also reared in the aforementioned laboratory, however, they originated from pupae kindly
provided by Protin Biotech (23°26'18.0"S 46°56'35.1"W, Santana do Parnaiba, SP, Brazil).
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2.1 Rearing conditions

The larvae were reared in plastic trays previously sanitized with 70% (v/v) alcohol in
an air-conditioned environment at 26 °C, with 60% relative humidity and with a natural
photoperiod. Corn bran fermented spontaneously for 72 hours after adding water (1:1.25) was
supplied as a feeding substrate and it was provided in the nursery and rearing diets. The
substrate was moistened with water every 2 days to maintain a moisture content of about 60—
70% (adapted from Gorrens et al., 2021). After 20 days of collecting the eggs, the larvae reached
the pre-pupa stage and were separated from the frass using a sanitized plastic sieve. These were
properly divided into sterile plastic bags and stored in a freezer (BRM44H, Whirlpool, Sao
Paulo, Brazil) at -18°C until they received the appropriate treatments.

2.2 Methods for reducing microbial load

The samples were thawed at room temperature (+ 24 °C) for 1 hour (Frohling et al.,
2020) and with the aid of a sieve in circular movements, the larvae were washed in running
water for 1 minute to remove the frass remaining (Wynants et al., 2019). After that, they were
subjected to microbial reduction methods applied alone or in combination, carried out in three
individual and independent sample. Being: (1) immersion in sodium hypochlorite solution
(NaClO 0.1% v/v) for 15 minutes (HYP) or (2) boiling for 10 minutes (BOL) or (3) immersion
in sodium hypochlorite solution (NaClO 0.1% v/v) for 15 minutes + boiling for 10 minutes
(HYPBOL) or (4) none of the mentioned procedures, considered as control (CTL). After the
treatments, all samples underwent a drying process in a forced air circulation oven (81/81,
Lucadema Cientifica, Sao José do Rio Preto, Brazil) at 60 °C for 48 hours. The air-oven dryer
was sanitized with 70% (v/v) alcohol before each procedure. The dehydrated larvae were stored
in sterile plastic bags vacuum-packed with the aid of a sealer (SVC380, Cetro, Bauru, Brazil),
at room temperature and protected from light until microbiological analyzes were carried out.
The treatment that exhibited the greatest reduction in the microbial groups analyzed was
selected for the next step.

2.3 Storage conditions

To verify the ideal storage temperature that guarantees greater microbiological stability
of the dehydrated larvae over time, the samples were subjected to the most effective processing
among those mentioned in the previous section. Subsequently, packed in sterile plastic bags
based on high-density polyethylene (HDPE) and then vacuum sealed in packaging made of
Nylon and polyethylene. Storage took place protected from light and at room temperature at
+25 °C or in a refrigerator at 5+1 °C (BRM44H, Whirlpool, Sdo Paulo, Brazil) for 28 days.
Throughout this period, temperature and relative humidity were monitored by a digital thermo-
hygrometer (FEPRO-MUT600S, Exbom, Sao Paulo, Brazil). Microbiological analyzes were
carried out as described in the next section immediately after drying and once the
aforementioned time had elapsed.

2.4 Microbiological analyses

In order to quantify the total viable count (TVC), Enterobacteriaceae (ENT) and yeasts
and moulds (YM), the dehydrated larvae, still packaged, were carefully crushed with a porcelain
pestle to expose the intestinal microbiota. Then, a homogenate was made with 10 g of sample
plus 90 mL of 0.1% (w/v) peptone water (RM 001, Himedia, Bombay, India). Serial and
successive decimal dilutions were carried out from the homogenate. Aliquots were plated in
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duplicate in Petri dishes with the specific culture medium for each type of microorganism
evaluated. TVC was enumerated by surface inoculation of a 100 pL aliquot in Plate Count Agar
(Oxoid, Basingstoke, England) followed by incubation at 35 °C for 24-48 hours. ENT
cultivation was carried out using depth inoculation with overlay of a 1000 pL aliquot on
MacConkey Agar (M081, Himedia, Mumbai, India) followed by incubation at 35 °C for 48
hours. For the growth of YM present in the sample, a 100 puL aliquot was inoculated onto the
surface of Potato Dextrose Agar (Kasvi, Madrid, Spain) acidified with 10% (w/v) tartaric acid
(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil), followed by incubation at 30°C for 72-120 hours (adapted from
Nyangena et al., 2020). Counts were calculated with the average of three replicates, each plated
in duplicate, and then transformed into Logio (X + 10) CFU/g to assume normality.

2.5 Statistical analyses

A 2x2 factorial experiment was carried out, with the factors sodium hypochlorite (H)
and boiling (B) applied at the levels of presence (HI and B1) and absence (HO and BO).
Therefore, HYP = H1B0O, BOL = HOB1, HYPBOL = H1B1 and CTL = HOBO. To evaluate the
effect of the factors considered and their respective interactions on the microbiological count
of the three microbial groups, the data were subjected to Analysis of Variance. When the
interaction effect between factors was significant (p < 0.05), they were grouped into four
treatments and the comparison of means between groups was analyzed using the Tukey-Kramer
post-hoc test at the 5% level of significance (p < 0.05) (adapted from Hurtado-Ribeira et al.,
2023). In order to compare the mean counts obtained under different storage conditions, the
Tukey test (HSD) was performed at a 5% significance level (p < 0.05). All analyzes were
performed using the statistical software SAS OnDemand for Academics (SAS Institute Inc.
2014).

3. Results and discussion

3.1 Effect of different methods of reducing microbial load on the microbiological quality of
black soldier fly larvae (Hermetia illucens)

When evaluating the application of HYP and BOL in reducing the microbiological load
of BSFL, it was found that HYP and BOL are capable of acting individually in decreasing the
population of TVC, ENT and YM (p < 0.05). Furthermore, it was assessed whether, when HYP
is followed by BOL, there is an interaction between the procedures, whether positive or
negative. It was noted that with regard to the reduction of ENT and YM, both methods
interacted with each other (p < 0.05). However, the same was not observed for TVC (p > 0.05).
This investigation did not evaluate whether BOL followed by HYP would result in different
considerations and in view of this, it is proposed that the application of the procedures
(BOLHYP) be reversed in future analyses. As far as we know, there are no studies on the
interaction of procedures in the decontamination of BSFL.

In general, the high microbial load present in fresh and raw insects is well established
(Garofalo et al., 2019). For this reason, Brazilian legislation recommends that non-heat-treated
insects should not be included in the diet of production animals (MAPA, 2023). Therefore, to
meet the minimum requirement for possible commercialization, it was decided to maintain
drying (60 °C; 48 h) as a fixed step in all treatments. Drying, in addition to being a simple and
economical method to reduce the microbiological load (Saucier et al., 2022), results in a
dehydrated raw material with great commercial potential (Skotnicka et al., 2021).

The reductions in microbial populations in BSFL subjected to HYP, BOL, HYPBOL
and CTL are shown in Table 01. As shown, the CTL counts reached values of 6.19 log CFU/g
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for TVC, 2.86 log CFU/g for ENT and 3.63 log CFU/g for YM after oven drying. These results
are in line with those obtained by Nyangena et al. (2020) and Saucier et al. (2022). Specific
differences of £ 1 log found between studies are due to the difference in rearing substrates as
well as the drying time applied.

Although the detection of foodborne pathogens was not included in the analyzes of the
present study, a single drying step without prior decontamination processes proved to be
insufficient to eliminate them. In the aforementioned investigations, the presence of Salmonella
spp. was found. and Staphylococcus aureus (1.70 log CFU/g) (Nyangena et al., 2020), as well
as Listeria spp. (3.55 log CFU/g) and Clostridium spp. (5.19 log CFU/g) (Saucier et al., 2022).
Considering that the presence of Salmonella spp. in food samples is considered intolerable
(Ministry of Health, 2022) and that such pathogens pose risks to human and animal health
(Antunes et al., 2020), the findings indicate that drying alone may not be able to
microbiologically guarantee BSFL safe for consumption.

Table 01: Microbial counts (logio CFU/g) in black soldier fly (Hermetia illucens) larvae after
application of different microbial load reduction methods

Total Viable Count Enterobacteriaceae Yeasts and Moulds
CTL 6,19%* 2 2,862 3,632
HYP 4,40%* 1,36 ° 3,68
BOL 4,10%be <1,10%P 2,852
HYPBOL 2,30% ¢ <1,00%* ® 1,69 °

CTL: oven drying at 60 °C for 48 hours. HYP: immersion in sodium hypochlorite solution (0.1% v/v) for 15
minutes and drying in an oven at 60°C for 48 hours. BOL: boiling water for 10 minutes and drying in an oven at
60 °C for 48 hours. HYPBOL: immersion in sodium hypochlorite solution (0.1% v/v) for 15 minutes, boiling water
for 10 minutes and drying in an oven at 60 °C for 48 hours.

Note: Values followed by different letters in the same column differ statistically from each other (p > 0.05) using
the Tukey-Kramer test.

Values followed by (*) refer to estimated counts because they are above or below the precision and repeatability
range of the applied methodology (MAPA, 2018).

3.1.1 Immersion in sodium hypochlorite solution

When immersed in a chlorinated solution based on NaClO at 0.1% v/v for 15 minutes
and subsequently subjected to drying, the larvae presented a load of 4.40 log CFU/g for TVC
and 3.68 log CFU/g for YM. These are non-significant changes (p > 0.05) in view of CTL. In
disagreement, immersion of cal¢ots (Allium cepa L.) in a 10% w/v NaClO solution for 1 minute
resulted in approximate counts of 5.00 and 1.50 log CFU/g for TVC and YM, respectively
(Zudaire et al., 2018).

In turn, only ENT decreased significantly when compared to CTL (p < 0.05). The
decrease was 1.50 log CFU/g, with the resulting count being 1.36 log CFU/g. The same level
of reduction was also observed for Salmonella enterica serovar Typhimurium when beet leaves
(Beta vulgaris) were immersed in 6% v/v NaClO solution for 1 minute. For Escherichia coli
O157:H7, 0.71 log CFU/g was reduced. Both microorganisms belong to the ENT family
(Tomas-Callejas et al., 2012).

By simultaneously damaging several cellular components through oxidation, chlorine-
based sanitizing solutions have an antimicrobial effect (Mendoza et al., 2022). And despite the
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widespread use of NaClO in the fruit and vegetable industry (Tomas-Callejas et al., 2012;
Zudaire et al., 2018), they remain unexplored in the entomoculture sector. The use of chemical
treatments has not yet been recorded to reduce the microbiological load of insects for food
purposes. Close to this, its use was made by Crippen and Sheffield (2006) aiming to
decontaminate the external surface of adult mealworms (4lphitobius diaperinus), considered to
transmit pathogens between the avian environment and surrounding areas. An average
disinfection efficacy of 90% was found when the beetles were immersed in a solution of 2%
v/v NaClO and 10% v/v Tween 80 for 8 minutes followed by immersion in 95% v/v Ethanol
with subsequent evaporation of the compound. However, the data are not comparable to the
results of this study.

3.1.2 Boiling

Since heat has the potential to destabilize a wide variety of cellular structures and
functions (Dash et al., 2022), heat treatments are commonly used to reduce microbial
populations in food and feed products (Aaliya et al., 2021; Saucier et al., 2022).

Therefore, the BSFL were subjected to boiling water for 10 minutes and dehydrated at
60 °C for 48 h. After the analyses, counts of 4.10, < 1.10 and 2.85 log CFU/g were recorded for
TVC, ENT and YM, respectively, and similar values were reported by Saucier et al. (2022). By
boiling BSFL for 5 minutes and drying them at 60 °C for 48—72 h, Nyangena et al. (2020)
reported more pronounced antimicrobial effects, where the TVC population decreased to 1.7
log CFU/g and ENT and YM were completely eliminated. Although the drying time was not
precisely reported by the authors, the influence of a possible longer duration of the procedure
on the result obtained is inferred. Given that the effectiveness of heat treatments is conditioned
by factors such as the method, time and intensity applied, as well as heat transfer parameters to
the matrix and the intrinsic resistance of the microorganism (Saucier et al., 2022).

In this investigation, significant reductions (p < 0.05) in relation to CTL were observed
only for TVC and ENT. In contrast, YM exhibited greater resistance to a single heat treatment
step without statistically significant changes in their population (p > 0.05). Distinct observations
can be made in the context of non-thermal high-pressure procedures. BSFL treatment at 400
MPa for 1.5 minutes demonstrated significant decreases in YM and ENT, while for TVC, the
variation was not statistically significant (Campbell et al., 2020).

It is clear that, in general, ENT tend to be more sensitive to treatments compared to other
microbial groups. However, the survival of TVC and YM may vary depending on the technique
used. Therefore, the selection of the method must consider the intrinsic resistance of the target
microorganisms, since the antimicrobial efficacy may not be uniform for the entire community
present in the product. In this sense, decontamination processes based on simultaneous or
successive application of techniques (“hurdle” technology) are a promising alternative in order
to achieve multi-target elimination (Aaliya et al., 2021).

3.1.3 Immersion in sodium hypochlorite solution followed by boiling

While many “hurdle” combinations have already been tested for conventional foods in
recent decades, edible insects represent a new matrix to be investigated (Aaliya et al., 2021;
Vandeweyer et al., 2021). Therefore, we sought to subject BSFL to HYP and BOL sequentially
and determine their antimicrobial potential. Counts of 2.30 log CFU/g were recorded for TVC
and 1.69 log CFU/g for YM and, for ENT, the value was below the detection limit (<1.00 log
CFU/g). For all microorganisms evaluated, the sequential application of the methods resulted
in statistically lower counts than CTL (p < 0.05). This shows the effectiveness of HYPBOL in
bacterial and fungal reduction in BSFL.
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Only this sequence resulted in a significant reduction (p < 0.05) of YM, therefore, a
synergistic fungicidal effect between the applied procedures is believed. The combination of
thermal and non-thermal processing methods has been shown to be an effective way to offer a
synergistic effect against microorganisms responsible for food spoilage (Aaliya et al., 2021).
To the best to our knowledge, this is the first study that combined a chemical treatment with a
thermal treatment in the microbial reduction of BSFL.

The antibacterial effect of the combination of washing with disinfectant and heat
treatment has already been investigated on iceberg lettuce leaves (Kondo et al., 2006). The
combined application of 200 ppm NaClO for 10 minutes and mild heat treatment at 50°C for 1
minute was effective in eliminating endogenous bacteria and foodborne pathogens, namely
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 and Salmonella Typhimurium DT104. In
this sense, subsequent work that includes the potential of HYPBOL in the inactivation of food
pathogens is necessary.

Aiming at the commercialization of dehydrated BSFL treated with HYPBOL, it was
determined whether the numbers found were within acceptable limits (Table 02) using data
published by the International Platform of Insects for Food and Feed (IPIFF) (IPIFF, 2022).
Since Brazilian legislation allows the use of dehydrated BSFL as an ingredient for animal
nutrition (MAPA, 2020), the comparison also included what is recommended by the
Compendium Brasileiro de Alimentacdo Animal (2005) (Silva et al., 2021) and by Brazilian
Association of the Pet Products Industry (ABINPET, 2019). The counts obtained were
converted to CFU/g in order to better compare them with the values expressed by the
organizations.

Table 02: Comparison between the microbial counts obtained and the acceptable limits
established by different organizations

HYPBOL IPIFF CBAA ABINPET
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
Total Viable 3 5 3
2,0x 10°* 5,0x 10 10 -
Count
Enterobacteriaceac < 1,0 x 10'* 3,0x 10? - 10! —3 x 10?
Yeasts and 1 3 3 3
Moulds 6,6 x 10 10 10 10

HYPBOL: BSFL subjected to immersion in sodium hypochlorite solution (0.1% v/v) for 15 minutes, boiling for
10 minutes and drying in an oven at 60 °C for 48 hours. IPIFF: International Platform of Insects for Food and Feed.
CBAA: Brazilian Compendium of Animal Nutrition. ABINPET: Brazilian Association of the Pet Products
Industry

Note: Values followed by (*) refer to estimated counts because they are above or below the precision and
repeatability range of the applied methodology (MAPA, 2018).

(-): not informed.

Under the conditions used, the load of microorganisms investigated complies with the
standards established by IPIFF and ABINPET. Although TVC counts are above the
acceptability limit recommended by the CBAA, they are not considered unacceptable (10*
CFU/g) (Silva et al., 2021). Therefore, the results indicate HYPBOL as a promising sequence
of methods to be recommended for the microbial reduction of BSFL. Before considering the
need for adjustments to this protocol so that the resulting counts fully comply with CBAA
standards, it is worth highlighting that the mentioned limits were not determined specifically
for food insects. Therefore, the classification of results is limited by the absence of a legislative
framework that contemplates microbiological criteria adapted exclusively for this matrix
(Garofalo et al., 2019).
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Therefore, only after the consolidation of a regulatory framework will it be possible to
carry out a more assertive assessment of the microbiological quality of BSFL subjected to this
type of processing. In addition to microbial safety, the choice of appropriate techniques must
also consider nutritional and physicochemical parameters (Ojha et al., 2021). Therefore, it is
recommended that subsequent studies include relevant analyses, just as Nyangena et al. (2019)
and Saucier et al. (2022). Furthermore, Lopez-Galvez et al. (2019) emphasize that rinsing under
running water reduces the accumulation of disinfection by-products. Therefore, a step like this
may be necessary after immersing BSF larvae in HYP.

Although a single step of HYP or BOL statistically reduced the TVC and ENT
populations, a substantial decrease in YM was observed only with the combined application of
the procedures. Furthermore, HYPBOL was the treatment that exhibited the greatest numerical
reduction of all microbial groups analyzed, providing the best possible microbiological quality
under such conditions. Therefore, this was selected for the next step.

3.2 Effects of different storage temperatures on the microbiological quality of black soldier fly
larvae (Hermetia illucens)

After production, the larvae must be stored and transported in a stable way, that is,
without deterioration (Campenhout et al., 2021). Therefore, BSFL treated with HYPBOL and
dehydrated were stored for 28 days at room temperature (HYPBOL T28 ROOM) and
refrigerated (HYPBOL T28 REF) in order to evaluate their microbiological stability after this
time. Analyzes immediately after drying were also performed (HYPBOL TO0). The results are
found in Table 03.

Table 03: Microbial counts (logio CFU/g) in black soldier fly (Hermetia illucens) larvae
subjected to different temperatures during 28-day storage

Total Viable Count Enterobacteriaceac Yeasts and Moulds

HYPBOL TO 4,31%2 <1,00* @ 3,00
HYPBOL T28 ROOM 4,06* 2 <1,00* @ 2,687
HYPBOL T28 REF 6,09%* ® <1,00* * 2,27¢

HYPBOL T0: BSFL subjected to immersion in sodium hypochlorite solution (0.1% v/v) for 15 minutes, boiling
water for 10 minutes and drying in an oven at 60 °C for 48 hours. Microbiological analyzes carried out immediately
at the end of the drying time. HYPBOL T28 ROOM: BSFL subjected to the aforementioned procedures and stored
at room temperature (+ 25.4 °C) for 28 days. HYPBOL T28 REF: BSFL subjected to the mentioned procedures
and stored refrigerated (= 5.2 °C) for 28 days.

Note: Values followed by different letters in the same column differ statistically from each other (p > 0.05) using
the Tukey test (HSD).

Values followed by (*) refer to estimated counts because they are above or below the precision and repeatability
range of the applied methodology (MAPA, 2018).

At room temperature, an average temperature of 25.4°C and an average relative
humidity of 68.5% were recorded. When comparing with non-stored samples (T0), non-
significant variations (p > 0.05) were observed in TVC (from 4.31 to 4.06 log CFU/g) and YM
(from 3.00 to 2.68 log CFU/g). Initial analyses indicated that the samples were free of ENT (<
1.00 log CFU/g), a condition that was maintained during storage. Therefore, it is noted that in
general, all microbiological parameters analyzed remained stable after 28 days.

A stability trend was also observed when BSFL blanched in boiling water for 4 minutes
and dehydrated at 60°C for 6 hours were stored at room temperature (21°C) for 30 days (Saucier
et al., 2022). According to the aforementioned authors, the dehydration process resulted in low
water activity (between 0.24 and 0.37) of the BSF flour, which may have contributed to the
control of microbial growth. Usually, the aim is to reach values below 0.60 since microbial
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development is limited below this point (Vandeweyer et al., 2017). Considering that this
parameter was not included in the present study, a future analysis is suggested.

Refrigerated storage was characterized by an average temperature of 5.2°C and an
average relative humidity of 54%. In relation to TO, ENT remained unchanged (<1.00 log
CFU/g) and YM did not vary (p > 0.05). The TVC population increased from 4.31 to 6.09 log
CFU/g (p <0.05). In agreement with these results, Stoops et al., (2017) reported an increase in
the TVC load in products similar to ground meat made from mealworms (7enebrio molitor and
Alphitobius diaperinus) stored refrigerated (3 + 1°C) for 28 days.

In the present study, the increase of 1.78 log CFU/g observed is possibly due to the
growth of psychrotrophic microorganisms. These are considered to be mainly responsible for
the deterioration of cold-stored foods (Wei et al., 2019). In this scenario, the possible presence
of the pathogens Listeria monocytogenes and Bacillus cereus is a potential risk as they are
capable of multiplying at refrigeration temperatures (Bolivar and Pérez-Rodriguez, 2023; Webb
et al., 2019) and, therefore, must be investigated posteriorly. Furthermore, TVC rate at 6.09 log
CFU/g is considerably high since it is close to 7.00 log CFU/g, considered a general level of
degradation and loss of quality of food products (Vandeweyer et al., 2017).

Refrigeration is considered to extend the shelf life of food, since the lower temperature
slows down the metabolic processes of the microorganisms present (Russel, 2002).
Consequently, the speed of deterioration is reduced, although the phenomenon is not
completely inhibited (Wei et al., 2019). This finding was noted by Kamau et al., (2020), where
in general, refrigeration (5.4 £ 1.1°C) delayed the microbiological deterioration of BSFL, on
average, by five times, in relation to conditions-ambient (23.6 + 2.7°C). However, contrary to
expectations, this investigation found that cold storage accelerated the proliferation of some
spoilage microorganisms. It is noted that the TVC population presented a load 2.03 log CFU/g
higher when the samples were stored in the refrigerator.

In contrast, BSFL exhibited statistically similar counts of ENT and YM (p > 0.05)
regardless of the temperature over the storage period. Although it is common to expect
microbial growth to be more pronounced at higher temperatures, other variables may have
exerted a relevant influence (Amit et al., 2017). In both conditions used, the insects were kept
under vacuum, an aspect that appears to have played a crucial role in prolonging the durability
of the dehydrated larvae, even when stored at room temperature (Ssepuuya et al., 2016).

In addition to the fact that vacuum packaging contributes to improving the
microbiological quality of the product, the absence of light inhibits lipid oxidation (Melgar-
Lalanne et al., 2019) and therefore, both storages took place in this condition. Since BSFL has
a notorious lipid content (Barragan-Fonseca et al., 2017), its derivative products are prone to
oxidative rancidity, a phenomenon that negatively affects sensory and chemical stability and
shelf life (Kamau et al., 2020; Ssepuuya et al., 2016). Therefore, chemical and sensory analyses
should be included in future studies to accurately determine the quality of BSFL subjected to
HYPBOL and stored for 28 days under protection from light.

To determine the ideal storage temperature for a minimum period of 28 days, ensuring
that products derived from BSFL treated with HYPBOL comply with appropriate
microbiological standards, a comparison was carried out with data published by IPIFF (IPIFF,
2022), CBAA (2005) (Silva et al., 2021) and ABINPET (ABINPET, 2019). Table 04 presents
the corresponding data.

Table 04: Comparison between microbial counts obtained after 28 days of storage at different
temperatures and acceptable limits established by different organizations
HYPBOL HYPBOL CBAA
miroon TaRer [P (LG ABINPED
(UFC/g)  (UFClg) ¥ 9 8
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Total Viable Count 1,24 x 10** 145x 10 5,0x10° 10° -
Enterobacteriaceaec < 1,0x 10'* < 1,0x 10'* 3,0 x 10 - 10! —3 x 10?

Yeasts and Moulds 5,0 x 10? 5,0 x 10? 10° 10° 10°
HYPBOL T28 ROOM: BSFL subjected to immersion in sodium hypochlorite solution (0.1% v/v) for 15 minutes,
boiling water for 10 minutes and drying in an oven at 60 °C for 48 hours and stored at room temperature (+ 25 .4
°C) for 28 days. HYPBOL T28 REF: BSFL subjected to the mentioned procedures and stored refrigerated (+ 5.2
°C) for 28 days. IPIFF: International Platform of Insects for Food and Feed. CBAA: Brazilian Compendium of
Animal Nutrition. ABINPET: Brazilian Association of the Pet Products Industry
Note: Values followed by (*) refer to estimated counts because they are above or below the precision and
repeatability range of the applied methodology (MAPA, 2018).
(-): not informed.

The significantly high TVC population recorded in HYPBOL T28 REF does not meet
the guidelines of any mentioned organization. Consequently, it is not possible to recommend
refrigerated storage (+ 5.2 °C) during the evaluated time. This observation contradicts
expectations, since refrigeration is often indicated as the best option to preserve the quality of
food insects, especially after being subjected to a drying stage (Melgar-Lalanne et al., 2019).

The TVC count obtained in HYPBOL T28 ROOM is assessed as unacceptable
according to CBAA criteria (Silva et al., 2021). However, according to the standards established
by IPIFF and ABINPET, the use of BSFL subjected to such conditions is appropriate from a
microbiological point of view. Therefore, this procedure can potentially be adopted by Brazilian
BSF producers who aim to include the larvae in products intended, especially, for pets. The
analysis of other quality parameters and the detection of foodborne pathogens are necessary to
validate the feasibility of treating BSFL with HYPBOL, dehydrating them and keeping them at
an average room temperature of 25 °C for at least 28 days until consumption. This would mean
eliminating the need for a refrigerator, making storage less expensive in terms of electricity
costs.

4. Conclusion

Black soldier fly larvae treated with sodium hypochlorite solution followed by boiling
remained microbiologically stable after storage at room temperature (+ 25.4 °C) for at least 28
days. However, additional analyzes are necessary. Furthermore, the data provides technical
support to insect breeding and processing companies to optimize their procedures, while at the
same time offering a scientific basis for the future development of specific microbiological
standards for the sector.
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5. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo fornece uma visdo geral dos efeitos da dgua sanitaria comercial e da fervura,
aplicados isoladamente ou em combinagdo, na qualidade microbioldgica de larvas de BSF
criadas em escala laboratorial e alimentadas com farelo de milho. Observou-se que a eficacia
dos procedimentos variou conforme o grupo microbiano. Entre os tratamentos, a aplicagao
sequencial dos métodos demonstrou uma a¢do antimicrobiana e antifingica mais adequada e
satisfatoria. A partir de simulacdes da conformidade das contagens obtidas com limites
aceitaveis ndo-oficiais para insetos, constatou-se que a carga microbioldgica foi reduzida
adequadamente, alcangando niveis toleraveis.

No que se refere aos testes de armazenamento com variacdo de temperatura, os
resultados foram surpreendentes em relagdo as expectativas iniciais. Verificou-se que o
armazenamento refrigerado nao pdde ser recomendado uma vez que ndo foi capaz de retardar
a deteriora¢do microbiologica. Em contrapartida, existem indicios de que larvas de BSF tratadas
com os métodos combinados podem ser armazenadas por pelo menos 28 dias em temperatura
ambiente (+ 25°C) sem crescimento microbiano substancial. Isso abre perspectivas para a
diminui¢do de custos relacionados ao armazenamento e a distribuicdo. Contudo, andlises
nutricionais e quimicas devem ser conduzidas.

Ainda que sejam necessarias analises complementares para afirmar com plena confianga
as declaragdes dessa investigacao, esse estudo representa os passos iniciais de novos horizontes.
Ao cumprir com 0s objetivos propostos, assume uma posicao quase pioneira ao aplicar métodos
quimicos de descontaminacdo na entomocultura e em avaliar o armazenamento de BSF.
Embora preliminares, os dados fornecem suporte técnico as empresas de criacdo e
processamento de insetos para otimizarem seus procedimentos, a0 mesmo tempo em que
oferecem embasamento cientifico para a futura elaboragdo de padrdes microbiologicos
especificos para o setor. Desse modo, espera-se contribuir para o fortalecimento de uma cadeia
produtiva sustentavel capaz de garantir produtos seguros e de elevada qualidade para o mercado

de nutri¢do animal e potencialmente, humana.
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