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CAPITULO 3
Extracio de proteinas de mosca-soldado-negra (Hermetia illucens)
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Resumo

Larvas da mosca-soldado-negra (Hermetia illucens) sao importante fonte alternativa de proteina, pois
apresentam de 35-57 % deste macronutriente, baseado na matéria seca. Neste trabalho objetivou-se
extrair proteinas da Hermetia illucens por precipitagao acida, adicao de sal e solventes organicos, com
posterior quantificagdo das proteinas totais por Bradford e identificacdo por eletroforese. Obteve-se para
a precipitacdo por acido forte (método A), sal (método B) e solventes organicos (método C),
respectivamente, 30,75; 47,52 e 28,52 mg de proteinas - g de precipitado™’. Pela eletroforese constatou-
se a presenca da fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), uma proteina com
banda na faixa de 30 kDa a 20.1 kDa (proteinas da cuticula ou quimotripsina) e outra com peso
molecular abaixo de 14.4 kDa, acreditando-se tratar das proteinas do tipo glutelinas. Destacou-se a
presenca mais fortes da banda de 66 kDa nos precipitados obtidos pelos trés métodos. Observou-se uma
banda nitida entre 30 kDa e 20.1 kDa no precipitado obtido pelo método A e bandas abaixo de 14.4 kDa
obtida pelos métodos A e C. Todas as outras bandas de proteinas também apresentaram-se mais fortes
no método A seguido do C. Utilizou-se o GelQuant.NET para andlise quantitativa do método de
identificacdo mais adequado e a precipitagdo por acidos mostrou-se como a melhor opgdo, ja que a
intensidade da banda de 66 kDa foi de 57 % pelo método A, de 19 % pelo método B e de 22 % pelo
método C. Para as demais bandas que estavam mais visiveis isso também foi observado. Conclui-se que
¢ possivel extrair proteinas de mosca-soldado-negra com diferentes pesos moleculares, entretanto ¢
necessario ajustar e otimizar os parametros dos processos utilizados visando aumentar a variedade de

macromoléculas extraidas ¢ o rendimento de extracao.
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Introducio

As proteinas sao macromoléculas formadas por aminoacidos que executam fungdes relevantes
em diversos processos fisiologicos como estrutura, transporte, entre outros (COELHO-JUNIOR et al.,
2020). Dos vinte tipos de aminoacidos usados para sintetizar as proteinas humanas, nove sdo adquiridos
apenas da dieta (MASKO; ALLOTT; FREEDLAND, 2013), todavia a proteina dietética ¢ de
fundamental importancia na protecdo da saude humana.

Existem pesquisas que ha tempo vém buscando indicar o papel do consumo de proteina dietética
e seu efeito na saude (CHEN et al., 2020). Dietas ricas em proteinas melhoram a pressdo arterial, os
niveis de triglicerideos e a perda de peso, segundo estudos controlados randomizados (SANTESSO et
al., 2012; WYCHERLEY et al., 2012). Porém, varios estudos disseram que uma maior ingestao de
proteinas dietéticas ao longo dos anos esta relacionada a um maior risco de desenvolver cancer, doengas
cardiovasculares e diabetes tipo 2 (FARVID et al., 2014; LAGIOU et al., 2012; SHANG et al., 2016).
Dessa forma, ¢ importante consumir proteinas de forma equilibrada para se trazer os beneficios
esperados a saude.

De acordo com estimativas das Nac¢des Unidas a populacao mundial pode atingir 9,7 bilhoes até
2050 (UNITED NATIONS, 2019). Tem aumentado as preocupacdes no que refere a disponibilidade
dos recursos do planeta, como terras agricolas e 4gua doce para satisfazer as necessidades alimentares
de uma populacao que esté crescendo. Os obstaculos resultantes da mudancga climatica e do crescimento
da populacao global estdo promovendo a demanda por fontes alternativas de alimentos para humanos
que sejam obtidos de forma mais sustentavel que as fontes tradicionais de proteina e que em termos de
aspectos nutricionais sejam saudaveis (FAQO, 2021), sendo assim os insetos comestiveis se tornam uma
alternativa viavel. Como 67-98 % das proteinas dos insetos comestiveis sdo muito digeriveis, grande
parte deles podem ser classificados como fontes de proteinas de alto valor, uma vez que apresentam
aminoacidos essenciais variando de 46 a 96 % (RAMOS-ELORDUY et al., 1997).

Fazendas de insetos que produzem de forma industrial necessitam de menor quantidade de agua
e espaco de terra quando comparados a pastagens (OONINCX; BOER, 2012) e algumas espécies podem
consumir residuos organicos e fluxos secundarios (NADEAU et al., 2015; VAN HUIS, 2013). Portanto,
paises em desenvolvimento que tem necessidade de investir em baixa tecnologia e capital podem
trabalhar com a criacdao de insetos, do mesmo modo que se pode utilizar alta tecnologia e métodos
automatizados objetivando produtos de qualidade e seguros (VAN HUIS et al., 2013).

Os insetos sao animais de grande diversidade no planeta, vivem praticamente em todos os
ecossistemas terrestres e aquéticos e representam metade da biomassa animal total (HERNANDEZ;

GONZALEZ; ARRIOLA, 2017). Aproximadamente 2000 espécies de insetos sio apontadas como
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comestiveis e essa quantidade vem aumentando, sendo que 49 % sdo besouros e lagartas; abelhas,
vespas e formigas representam 14%; gafanhotos, locustas e grilos sdo 13 %; 10 % sao hemipteros; 3 %
sdo libélulas; cupins sdo 3 % e 2 % sdo moscas (ORTEGA, 2020).

Os insetos sao fonte de alimento nutritiva e saudavel que apresentam elevado teor de proteina,
gordura, vitamina, fibra e mineral (VAN HUIS, 2020) e além dos beneficios nutricionais estes também
sdo reconhecidos por inlimeras organizagdes € governos como uma forma de reprimir as mudangas
climaticas, reduzindo as emissdes de gases de efeito estufa, sendo vantajoso ao meio ambiente
(OONINCX et al., 2010).

Quando comparada a criagdo de gado, a criacdo de insetos comestiveis mostrou-se ter menor
impacto ambiental (YEN, 2009), preservando melhor o meio ambiente e propiciando beneficios
nutricionais. Segundo Fiala (2008), ainda que as fontes tradicionais de proteinas como o gado e os
peixes por exemplo, sejam viaveis do ponto de vista econdmico em razdo da grande produtividade,
cooperam para custos ambientais gigantescos. Metais pesados, contamina¢do de aguas superficiais e
subterraneas com esterco podendo carregar microrganismos patogénicos € contaminantes quimicos
estao inclusos nestes custos (THORNE, 2007), assim como desmatamento ¢ emissdo de gases de efeito
estufa e amodnia, consequéncia do aumento das necessidades de alimentagao (VAN HUIS, 2015).

A mosca-soldado-negra (Hermetia illucens) é proveniente da América, porém na atualidade
pode ser encontrada em regides tropicais, subtropicais ou temperadas. Um dos motivos que justificam
o interesse nessa espécie sao pelo fato que as moscas adultas ndo necessitam de alimentacdo, nao
mordem e nem picam e consequentemente ndo sao vetores de doengas (LALANDER et al., 2019;
WANG; SHELOMI, 2017).

A mosca-soldado-negra fémea deposita em torno de 500 ovos na matéria organica e depois de 4
dias os ovos eclodem e por volta de 14 dias rapidamente as larvas consomem a matéria organica que
esta ao seu redor. Durante esses 14 dias as larvas passam por seis instares de desenvolvimento antes de
se transformarem em pupa (DICLARO; KAUFMAN, 2009). Quando as larvas da mosca-soldado-negra
estdo prontas para se transformar em pupas, rastejam para fora de sua alimentacdo, colhendo a si
mesmas, proporcionando menos trabalho manual e diminuindo o custo de sua agricultura (WANG;
SHELOMLI, 2017).

As larvas da mosca-soldado-negra sdo insetos pequenos e inofensivos, sendo apropriados para
a produ¢do em massa e para diversas aplicagoes agricolas e industriais. Em razao de ndo serem exigentes
quando se refere a substrato de criacdo e taxa de conversao alimentar eficiente, sdo capazes de descartar
de forma eficiente uma grande diversidade de residuos organicos, transformando-os em uma biomassa
rica em proteinas e gorduras (GOLD et al., 2018). As larvas apresentam proteinas e gordura com base

na matéria seca que pode variar de 35 a 57% e de 15 a 49%, respectivamente, conforme as condi¢des
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de criacio (BARRY, 2004; DORDEVIC et al., 2008; FINKE, 2002; GUTIERREZ; RUIZ; VELEZ,
2004; NEWTON et al., 2005), sendo as proteinas os componentes nutricionais presentes em maior
quantidade. No decorrer do estagio larval a composi¢ao nutricional se modifica, de forma que o teor de
proteina diminui com a idade e o teor de gordura aumenta (LIU et al., 2017, RACHMAWATI et al.,
2015).

Os mecanismos de extragdo, portanto, se tornam cruciais para que seja possivel extrair proteinas
a partir de métodos rapidos, simples e eficazes, preservando as caracteristicas dessas macromoléculas,
garantindo qualidade, alto rendimento e variedade de tipos de proteinas a fim das mesmas serem
empregadas na industria alimenticia para enriquecimento de varios alimentos, assim como para
propiciar beneficios tecnoldgicos aos mesmos. Teve-se como objetivo extrair proteinas da Hermetia
illucens através da precipitagdo por acido forte, por adigdo de sal e por solventes organicos e

posteriormente identifica-las por eletroforese.

Material e Métodos

Amostras de larvas de mosca-soldado-negra (Figural), cultivadas na fazenda experimental do
Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG, alimentadas com farelo de milho até o 25° dia de
desenvolvimento que passaram por periodo de 24h de jejum antes de serem abatidas por congelamento
em freezer a -20 °C, foram empregadas para a obtengao da biomassa utilizada no presente trabalho. Para
tal obten¢do, as larvas congeladas foram trituradas no Mixer (Armo Turbomix Duo MX2, 200W),
usando-se nitrogénio liquido para facilitar o processo, em seguida adicionou-se agua aos insetos
triturados, colocou-se no Sonicador (modelo Q3350, 110/220 V - 70 W), filtrou-se no pano voal e a
parte retida no pano (biomassa) foi armazenada a -4 °C para ser utilizada em analises posteriores.

Realizou-se trés tipos de precipitagdo, por acido forte, por adicdo de sal e por solventes
organicos.

A precipitag@o por acido forte foi realizada conforme o método descrito por Benabdelkamel et
al. (2018), com algumas modificagdes. Acido tricloroacético 10% foi adicionado a biomassa de inseto
na proporcao de 1:4 v/v e a mistura foi mantida a 4 °C overnight. Logo ap0s a solucao foi centrifugada
a 16000 g por 10 minutos a 4 °C e o precipitado resultante foi misturado a 1 mL de acetona gelada a -
20 °C, seguidamente centrifugou-se a 16000 g por 10 minutos a 4 °C e novamente esse processo foi
repetido. O precipitado formado foi filtrado no pano voal e posteriormente aquecido a 98 °C em chapa

de aquecimento durante 1 minuto para remocao de qualquer vestigio de acido tricloroacético.
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Figura 1: Larvas da mosca-soldado-negra (Hermetia illucens) utilizadas no experimento

Fonte: Do autor, 2023.

A precipitacao por adigdo de sal foi feita de acordo com o método relatado por Zhang et al.
(2017), com algumas modificagdes. Primeiramente, 1 volume de biomassa de inseto foi misturada com
1 volume de solucdo 60 % de sulfato de amoénio saturado em gelo. Em seguida a soluc¢do foi mantida
em modo repouso por 1 h a4 °C e centrifugado a 8000 g por 30 minutos a 4 °C. O precipitado resultante
foi misturado com tampao fosfato de sédio 50 mM (pH7) e depois centrifugado a 8000 g por 30 minutos
a 4 °C, sendo esse processo repetido novamente, porém com velocidade de centrifugagdo de 10000 g.
O precipitado resultante foi colocado em 4gua e filtrado com o pano voal.

A precipitacao por solventes organicos foi executada segundo Daim ef al. (2015), com algumas
modificacdes. A principio a biomassa de inseto e a solu¢do de acetona fria a -20 °C (contendo 20 % de
acido tricloroacético e 0,2 % de ditiotreitol) foram misturadas na propor¢do de 1:2 p/v. Logo apos foi
deixada em overnight e centrifugada a 10000 g em 4 °C por 30 minutos. O precipitado resultante foi
misturado em solu¢do de acetona fria (contendo 0,2 % de ditiotrietol) e colocado no freezer por 1 h a -
20 °C, com posterior centrifugagdo a 10000 g a 4 °C por 10 minutos. Esse processo descrito
anteriormente foi repetido e o precipitado obtido foi seco ao ar.

O fluxograma a seguir (Figura 2) explica os trés tipos de precipitacao.
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Figura 2 - Fluxograma dos trés tipos de precipitacao
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Fonte: Dos autores, 2023.
Legenda: TCA (Acido tricloroacético), DTT (Ditiotreitol).
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Resultados e Discussao

A quantificacao de proteinas das fragdes obtidas dos precipitados foi determinada pelo método
de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino, BSA (Sigma, EUA), como proteina de
referéncia. Para tal, a partir dos dados obtidos nas leituras espectrais (Tabela 1) da BSA e suas
respectivas concentragdes a 595nm em Espectrofotdmetro (Shimadzu, Japao), construiu-se uma curva

de calibracao da referida proteina (Figura 3).

Tabela 1 - Concentragdo e valores médios de absorvancia das solugdes para a curva padrao de BSA

Concentra¢do (mg-mL™) Absorvancia (595 nm)
0 0
0,222 0,168
0,444 0401
0,666 0,576
0,888 0,710
1,110 0,816

Fonte: Dos autores, 2023.

Figura 3 - Variagdo da absorvancia em fungo da concentragdo de BSA
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Fonte: Dos autores, 2023.

A partir dos dados alcangados obteve-se a equagdo linear y = 0,7569x + 0,0251, com
coeficiente de determinacdo 0,9848; em que y ¢ a absorvancia da solugdo e x ¢ a concentracdao da
proteina presente na mesma (mg-mL™).

As fragdes proteicas obtidas das etapas de precipitacdes foram, também, identificadas e

comparadas com padrdes de proteinas, por eletroforese SDS-PAGE no equipamento Loccus (modelo
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VERT-110), em gel de poliacrilamida na concentra¢do de 12 % de acordo com a metodologia descrita
por Queiroz et al. (2021). Todas as amostras foram tratadas com tampdes contendo SDS e [3-
mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas a 100°C por 10 minutos. Aliquotas de 10 a 15uL de cada
amostra foram aplicadas ao gel que foi submetido a uma voltagem de 150V, em cuba horizontal e
colorido com azul de cromassie.

A biomassa obtida possui caracteristicas como coloracdo amarronzada e ¢ densa (Figura 4) e foi

considerada apropriada para andalises posteriores.

Figura 4 - Biomassa obtida da mosca-soldado-negra (Hermetia illucens)

Fonte: Dos autores, 2023.

Em relacdo ao teor total de proteinas dos precipitados, mediu-se a absorvancia da biomassa de
inseto pura e obteve-se média de 0,717. Posteriormente se aplicou na equacdo linear citada acima e
obteve-se concentracdo de proteinas de 0,914 mg - mL™.

Mediu-se a absorvancia do sobrenadante resultante de cada tipo de precipitagdao, obtendo-se
valores médios de absorvancia de 0,192; 0,059 e 0,268 para a precipitacao por acido forte (método A),
por adi¢do de sal (método B) e por solventes organicos (método C), respectivamente.

O volume da soluc¢do final e a massa de precipitado foram 62,5 mL e 1,4087 g; 100 mL e 1,8181
ge 150 mL e 3,1192 g, para os métodos A, B e C, respectivamente. Por diferenga foi possivel quantificar
as proteinas presentes no precipitado, na qual a concentragdo de proteinas (q) foi determinada através
da Equacao 1.

V.. (Eq. 1)
q= m(Co Cp)

onde V ¢ o volume da solugdo final (mL), m ¢ a massa de precipitado (g), Co € a concentracdo de
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proteina inicial (mg.mL™") e Cp é a concentragio da proteina em suspensdo no sobrenadante (mg.mL™").

Na precipitacio por acido forte obteve-se 30,75 mg de proteinas - g de precipitado™’; na
precipitagdo por adicdo de sal obteve-se 47,52 mg de proteinas - g de precipitado™ e na precipitagdo por
solventes organicos obteve-se 28,52 mg de proteinas - g de precipitado™.

As proteinas foram identificadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil- sulfato
de sodio (SDS-PAGE) como mostrado na Figura 5 e constatou-se a presenca de fosforilase b (97 kDa),
albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), uma proteina com banda na faixa de 30 kDa a 20.1 kDa,
que poderia se originar de proteinas da cuticula apresentando peso molecular com predominancia entre
14 e 30 kDa (Andersen et al., 1995) ou proteinase semelhante a quimotripsina (24 kDa) (Elpidina et al.,
2005) e outra com peso molecular abaixo de 14.4 kDa, acreditando-se tratar das proteinas do tipo

glutelinas, conforme dito por Queiroz et al. (2021).

Figura 5 - Gel de eletroforese

Fonte: Dos autores, 2023.
Legenda: P (proteinas padrdo), A (método de precipitagio por acido forte), B (método de precipitagdo por sal) e C (método
de precipitagdo por solventes organicos).

Destacou-se a presenga mais forte da banda de 66 kDa nos precipitados obtidos pelos trés
métodos de precipitagdo. Observou-se uma banda nitida entre 30 kDa e 20.1 kDa no precipitado obtido
pelo método A e bandas abaixo de 14.4 kDa obtida pelos métodos A e C. Todas as outras bandas de
proteinas também se apresentaram mais fortes no método A seguido do C. Utilizou-se o GelQuant. NET
para analise quantitativa do método de identificagdo mais adequado, de forma que a precipitagdo por

acido forte mostrou-se como a melhor op¢ao, ja que a intensidade da banda de 66 kDa foi de 57 % pelo
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método A, de 19 % pelo método B e de 22 % pelo método C. Para as demais bandas que estavam mais
visiveis isso também foi observado.

De acordo com os resultados da pesquisa feita por Michyna et al. (2019) na qual foi realizada a
extracdo alcalina seguida por precipitacdo acida da abelha melifera (4Apis melifera) e dos gafanhotos
comestiveis (Schistocerca gregaria), obteve-se bandas de proteinas com peso molecular de 75 a 200
kDa da Apis melifera e bandas com peso molecular < 20 kDa da Schistocerca gregaria, essas
semelhantes a o-lactoalbumina (14,2 kDa) e p-lactoalbumina (18,4 kDa). Isso comprova a
predominancia de proteinas de baixo peso molecular presentes em diferentes espécies de insetos
comestiveis.

Segundo os resultados do estudo de Bubler et al. (2016) na qual foi feita a extragdo aquosa em
pH ajustado para 10 da farinha desengordurada de Tenebrio Molitor seguida da precipitagdo acida,
obteve-se uma fragdo com alta quantidade de proteina verificando-se bandas entre 14 e 32 kDa que
possivelmente se originaram de proteinas da cuticula (pesos moleculares em sua maioria entre 14 e 30
kDa) ou da proteinase semelhante a quimotripsina (24 kDa), evidenciando também a analogia com as
proteinas identificadas na mosca-soldado-negra.

Conforme os resultados apresentados na pesquisa realizada por Yi et al. (2013) que foi realizada
a extragdo utilizando dgua desmineralizada e acido ascérbico e obteve-se um precipitado com teor de
proteina variando de 65 a 75 %, sendo o maior em relacdo as demais fragdes obtidas, demonstra a alta
quantidade de proteinas presentes nos insetos comestiveis.

Segundo os resultados adquiridos no estudo de Amarender et al. (2020) na qual se utilizou NaOH
e acido ascorbico para extracdo de proteinas de pd de grilo (Gryllidae), também foi observado um
aumento no teor de proteinas extraidas utilizando o 4cido, resultando em 69,69 % e 61,75 % usando
NaOH, provando que os rendimentos de proteina foram maiores na regido acida, assim como observado
na extragdo por precipitagdo acida realizada no presente experimento na qual essa se mostrou como um

método eficaz.

Conclusao

Conclui-se que os insetos comestiveis, principalmente a mosca-soldado-negra, sio uma fonte
alternativa de proteina sustentavel para abastecer a populacdo mundial, na qual foi possivel extrair
proteinas a partir da precipitagdo que ¢ um método rapido e simples. Através dos trés métodos de
precipitacdo conseguiu-se extrair proteinas de diferentes pesos moleculares. Porém ¢ necessario ajustar
e otimizar os parametros dos processos realizados a fim de aumentar a variedade de macromoléculas

extraidas e o rendimento de extracdo. Além disso, sdo necessarias pesquisas futuras explorando as
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caracteristicas das proteinas presentes nesses insetos, para dessa forma utilizar métodos adequados para

recuperacao das mesmas.
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