CARVALHO, L.S.D.M. Caracterizacdo de quitina e quitosana extraida de Gryllus assimilis e 1

o® g

21

3=~

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E AQUICULTURA

CARACTERIZACAO DE QUITINA E QUITOSANA EXTRAIDA DE Gryllus
assimilis E Zophobas morio E SUA ACAO ANTIBACTERIANA in vitro SOBRE Vibrio
parahaemolyticus, Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila

Larissa de Souza Dornelas de Mattos Carvalho

Dissertacédo apresentada ao Programa
de Pos-Graduacdo em Recursos
Pesqueiros e  Aquicultura da
Universidade Federal Rural de
Pernambuco como exigéncia para
obtencdo do titulo de Mestre.

Prof.(a) Dr.(a) SUZIANNY
MARIA BEZERRA CABRAL DA
SILVA
Orientadora

Recife,
Fev/2026



CARVALHO, L.S.D.M. Caracterizacdo de quitina e quitosana extraida de Gryllus assimilis e

Ficha catalografica

Dados Internacionais de Catalogacédo na Publicacéo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Bibliotecaria Suely Manzi — CRB/4 809

C331c Carvalho, Larissa de Souza Dornelas de Mattos
Caracterizacdo de quitina e quitosana extraida de Gryllus
assimilis e Zophobas moria e sua ac¢ao antibacteriana in vitro sobre
Vibrio parahaemolyticu, Streptococcus agalactiae e Aeromonas
hydrophila / Larissa de Souza Dornelas de Mattos Carvalho. —
2026.
30f.

Orientadora: Suzianny Maria Bezerra Cabral da Silva.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Programa de Pds-Graduagdo em Recursos
Pesqueiros e Aquicultura, Recife, BR-PE, 2026.

Inclui referéncias.

1. Quitina 2. Quitosana 3. Insetos 4. Bactericida 5. Aquicultura
I. Silva, Suzianny Maria Bezerra Cabral da, orient. II. Titulo

CDD 639.8




CARVALHO, L.S.D.M. Caracterizacdo de quitina e quitosana extraida de Gryllus assimilis e 3

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E AQUICULTURA

CARACTERIZACAO DE QUITINA E QUITOSANA EXTRAIDA DE Gryllus
assimilis E Zophobas morio E SUA ACAO ANTIBACTERIANA in vitro SOBRE
Vibrio parahaemolyticus, Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila

Larissa de Souza Dornelas de Mattos Carvalho

Dissertagdo julgada adequada para
obtencdo do titulo de mestre em Recursos
Pesqueiros e Agquicultura. Defendida e
aprovada em 26/02/2026 pela seguinte
Banca Examinadora.

Profa. Dra. Suzianny Maria Bezerra Cabral da Silva
Orientadora
DEPAqQ/UFRPE

Prof. Dr. Ranilson Souza Bezerra
Membro Interno
DBiog/UFPE

Prof. Dr. Marcos Antonio Barbosa de Lima
Membro Externo
DB/UFRPE



CARVALHO, L.S.D.M. Caracterizacdo de quitina e quitosana extraida de Gryllus assimilis e 4

Dedicatoria

Dedico este trabalho a minha familia, aos meus amigos e
aos meus animais de estimagao.



CARVALHO, L.S.D.M. Caracterizacdo de quitina e quitosana extraida de Gryllus assimilis e 5

Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus, por ter me concedido saude, forca e perseveranca para
concluir mais esta etapa da minha vida académica.

Ao meu marido, Icaro, e ao meu amado filho, Benjamin, meu mais sincero agradecimento.
Obrigada por serem meu porto seguro, pela paciéncia nos momentos de minha auséncia, pelo
incentivo nos dias dificeis e pelo amor incondicional que sustentou toda a minha caminhada.
Sem o apoio de vocés, nada disso faria sentido.

A minha orientadora, Profa. Dra. Suzianny Maria Bezerra Cabral da Silva, pela
oportunidade, pela confianca depositada em meu trabalho e pela orientacéo segura ao longo
deste mestrado. Agradeco pelos ensinamentos que foram muito além da academia.

Aos meus pais, Vera e Nivaldo, e a minha irma, Leticia, que sempre acreditaram no meu
potencial e me incentivaram a buscar o conhecimento.

Aos colegas e amigos de laboratorio, em especial ao meu “estagidrio preferido”, Vinicius,
pela parceria didria na busca pela quitosana perfeita. Aos demais, agradeco pela colaboracao
nas bancadas, pelas trocas de conhecimento e pelos cafezinhos que tornaram o ambiente de
trabalho mais leve e acolhedor.

Ao Prof. Dr. Ranilson de Souza Bezerra e a doutoranda Maria Angélica, do Laboratorio de
Enzimologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), agradego pelo apoio nos
primeiros passos deste projeto e pelas valiosas orientacbes que contribuiram para o
direcionamento correto da pesquisa.

A Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, pelo suporte
técnico nas analises de FTIR.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e ao Programa de P6s-Graduag&o
em Recursos Pesqueiros e Aquicultura, pela formacéo académica de exceléncia.

A Fundacio de Amparo & Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE), ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e a Coordenagéo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo suporte financeiro
indispensavel a realizagdo desta pesquisa.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a concretizacdo deste trabalho, 0 meu mais
sincero agradecimento.



CARVALHO, L.S.D.M. Caracterizacdo de quitina e quitosana extraida de Gryllus assimilis e 6

Resumo

A intensificagdo da aquicultura tem favorecido a ocorréncia de bacterioses, impulsionando
0 uso recorrente de antibidticos e contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana. Nesse contexto, a quitina e a quitosana obtidas de insetos comestiveis
emergem como alternativas naturais e sustentaveis com potencial aplicacdo sanitaria. O
presente estudo teve como objetivo extrair, caracterizar e avaliar a atividade antibacteriana
da quitina e da quitosana obtidas de Gryllus assimilis e Zophobas morio. Foram comparadas
trés metodologias: Extracdo Quimica, Extracdo Quimica-Bioldgica e Extracdo Quimica
Assistida por Enzima. As quitosanas obtidas foram caracterizadas quanto a solubilidade,
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e grau de
desacetilacdo (DD). A atividade antibacteriana foi avaliada in vitro por meio da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente a Aeromonas hydrophila,
Vibrio parahaemolyticus e Streptococcus agalactiae. Os resultados evidenciaram que a
matriz biologica do inseto e a metodologia de extracdo influenciam diretamente a qualidade
do polimero obtido. A matriz de G. assimilis demonstrou eficcia excepcional e
generalizada, com valores de CIM variando de 0,031 a 0,250 mg/mL. A rota enzimatica
destacou-se pelo melhor desempenho global para esta espécie, unindo elevado DD (78,01%)
e altissima atividade antibacteriana. Em contraste, a elevada fracéo lipidica da matriz larval
de Z. morio limitou a eficiéncia da Extragdo Quimica convencional (DD = 67,93%),
resultando em bioatividade severamente reduzida (CIM de até 4 mg/mL). Contudo, a
aplicacdo de rotas biotecnoldgicas (Extracdo Quimica-Bioldgica e Quimica Assistida por
Enzima) elevou o DD de Z. morio para valores proximos a 75% e promoveu uma expressiva
recuperacdo da atividade antimicrobiana, reduzindo a CIM para até 0,031 mg/mL. Conclui-
se que metodologias assistidas por microrganismos e enzimas S0 essenciais para superar
barreiras estruturais da matriz e favorecem a obtencdo de quitosanas com grau de
desacetilacdo equiparavel aos padrbes comerciais. Ademais, destaca-se o ineditismo e a
superioridade funcional do grilo G. assimilis, reforcando o enorme potencial de biopolimeros

derivados de insetos como alternativas sustentaveis aos antibioticos na aquicultura.

Palavras-chave: Quitina; Quitosana; Insetos; Atividade antibacteriana; Aquicultura.
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Abstract

The intensification of aguaculture has promoted the occurrence of bacterial diseases, leading
to the recurrent use of antibiotics and contributing to the development of antimicrobial
resistance. In this context, chitin and chitosan derived from edible insects emerge as natural
and sustainable alternatives with potential sanitary applications. The present study aimed to
extract, characterize, and evaluate the antibacterial activity of chitin and chitosan obtained
from Gryllus assimilis and Zophobas morio. Three methodologies were compared: Chemical
Extraction, Chemical-Biological Extraction, and Enzyme-Assisted Chemical Extraction.
The obtained chitosans were characterized in terms of solubility, Fourier-transform infrared
spectroscopy (FT-IR), and degree of deacetylation (DD). Antibacterial activity was
evaluated in vitro by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) against
Aeromonas hydrophila, Vibrio parahaemolyticus, and Streptococcus agalactiae. The results
demonstrated that the insect biological matrix and the extraction methodology directly
influence the quality of the obtained polymer. The G. assimilis matrix demonstrated
exceptional and generalized efficacy, with MIC values ranging from 0.031 to 0.250 mg/mL.
The enzymatic route stood out for the best overall performance for this species, combining
a high DD (78.01%) and very high antibacterial activity. In contrast, the high lipid fraction
of the Z. morio larval matrix limited the efficiency of conventional Chemical Extraction (DD
= 67.93%), resulting in severely reduced bioactivity (MIC up to 4 mg/mL). However, the
application of biotechnological routes (Chemical-Biological and Enzyme-Assisted
Chemical Extractions) increased the DD of Z. morio to values close to 75% and promoted a
significant recovery of antimicrobial activity, reducing the MIC to as low as 0.031 mg/mL.
It is concluded that microorganism- and enzyme-assisted methodologies are essential to
overcome the structural barriers of the matrix and favor the obtainment of chitosans with a
degree of deacetylation comparable to commercial standards. Furthermore, the novelty and
functional superiority of the G. assimilis cricket are highlighted, reinforcing the enormous
potential of insect-derived biopolymers as sustainable alternatives to antibiotics in

aquaculture.

Keywords: Chitin; Chitosan; Edible insects; Antibacterial activity; Aquaculture.
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1- Introducéo

A aquicultura é o setor de producao de alimentos de origem animal que apresentou o
maior crescimento em escala global. De acordo com o mais recente relatério da Organizacgao
das Nac¢Ges Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2024), a producdo global de
aquicultura atingiu 130,9 milhGes de toneladas em 2022, avaliada em USD 312,8 bilhdes; e,
pela primeira vez na historia, a aquicultura superou a captura, representando 51% da
producéo total de animais aquaticos. O Brasil destaca-se ainda no cenario global como o 8°
maior produtor de aquicultura continental (inland aquaculture), com 616 mil toneladas
produzidas (FAO, 2024), reafirmando seu potencial estratégico para o setor.

O répido crescimento e expansdo da aquicultura trouxeram diversos desafios,
incluindo o surgimento de varias doengas. A intensificacdo dos sistemas de cultivo expde 0s
animais a altas densidades e condigdes de estresse, 0 que facilita a disseminacdo de
patdgenos no ambiente produtivo (RIBEIRO et al., 2014). As bacterioses tém sido um
grande obstaculo na aquicultura nas ultimas décadas e, dentre os patdégenos de maior
impacto, destacam-se o Vibrio parahaemolyticus, causador de vibrioses severas em peixes e
crustaceos marinhos (HEGDE et al., 2023); a Aeromonas hydrophila, agente predominante
de septicemias em peixes de agua doce (ABDELLA et al., 2024); e o Streptococcus
agalactiae, considerado o principal risco sanitario na tilapicultura intensiva, especialmente
no Brasil (RIVAS et al., 2023).

Historicamente, o controle dessas infeccdes baseou-se no uso de antibidticos, uma
pratica que, quando indiscriminada, impulsiona a resisténcia antimicrobiana e resulta na
bioacumulacdo de residuos na cadeia alimentar e no ambiente aquatico, conforme alertam
Okeke et al. (2022). Para mitigar esses riscos, Treiber e Beranek-Knauer (2021) defendem a
necessidade de limitar o uso de antimicrobianos sintéticos e promover alternativas
sustentaveis que garantam a seguranga alimentar.

Nesse sentido, a busca por estratégias inovadoras, como a gestao sanitaria eficaz e a
melhoria das dietas, € crucial para mitigar esses riscos (BARRETO et al., 2023). Islam et al.
(2024) propdem uma abordagem de suplementacdo alimentar com diversos componentes
que promovam ac¢do antimicrobiana, como alternativa ao uso indiscriminado de antibiéticos,
melhora no desempenho zootécnico e resposta imune, auxiliando no tratamento de doencas.
Nessa perspectiva, Guarnieri et al. (2022) relatam a busca por novas moléculas naturais,
especialmente biopolimeros com potencial antimicrobiano. Dessa forma, a quitina e a
quitosana emergem como compostos antibacterianos naturais promissores que podem
substituir os antibidticos na aquicultura.

A quitina é um polimero natural encontrado em exoesqueletos de insetos, crustaceos
e fungos, constituindo-se como a segunda biomassa natural mais abundante apds a celulose

(HAHN et al., 2020). A quitosana, que é obtida pela desacetilacdo da quitina, possui
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propriedades antimicrobianas, imunoestimulantes e antioxidantes, tornando-a uma
alternativa promissora para a substitui¢ao de antibioticos na aquicultura (HAHN et al. 2020).
A eficécia antimicrobiana da quitosana é influenciada pelo peso molecular e pelo grau de
desacetilacdo da quitina (BENHABILES et al., 2012; IBANEZ-PEINADO et al. 2020).
Embora as carapacas de crustaceos tenham sido tradicionalmente a principal fonte de quitina
(IBANEZ-PEINADO et al., 2020), os insetos tém se destacado como uma fonte viavel, ja
que possuem quantidade consideravel de quitina em seus exoesqueletos (LUCAS et al.
2021).

De acordo com Abidin et al. (2020), o menor teor de minerais nos insetos (inferior a
10%) em comparacao aos crustaceos (20-40%) permite processos de desmineralizacdo mais
brandos, reduzindo o uso de reagentes quimicos agressivos. Espécies como o grilo preto
(Gryllus assimilis) e o tenébrio gigante (Zophobas morio) — pertencentes as ordens
Orthoptera e Coleoptera, respectivamente — representam uma parcela significativa da
biodiversidade de insetos comestiveis e ja possuem sistemas de producdo estabelecidos
(OMUSE et al., 2024). O G. assimilis, por exemplo, j& demonstrou viabilidade zootécnica
como substituto proteico em dietas para tilapias (ALFARO et al., 2019), indicando
disponibilidade de biomassa para extracéo de coprodutos de valor agregado.

Contudo, apesar do potencial reconhecido, ainda existe uma lacuna no conhecimento
sobre a eficiéncia comparativa de métodos de extracdo que visem tanto a sustentabilidade do
processo quanto a manutencdo da bioatividade do polimero nessas espécies especificas. A
maioria dos estudos, como revisado por Hahn et al. (2020), foca na extracdo quimica
convencional, havendo espaco para explorar métodos bioldgicos ou assistidos que preservem
melhor as propriedades fisico-quimicas do polimero e garantam sua eficacia biologica.
Diante do exposto, este trabalho destaca-se pelo seu ineditismo ao investigar, pela primeira
vez na literatura, a obtencdo de quitina e quitosana a partir da biomassa do grilo Gryllus
assimilis. Utilizando a larva de Zophobas morio como matriz comparativa, o estudo teve
como objetivo central avaliar trés metodologias de extracdo (quimica, quimica-biolégica e
quimica assistida por enzima) para determinar qual rota proporciona a melhor qualidade
estrutural e rendimento do biopolimero. Por fim, para atestar a relevancia e a aplicacéo
pratica da melhor quitosana obtida, investigou-se sua a¢do antimicrobiana in vitro contra
patdgenos de impacto global na aquicultura: Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas

hydrophila e Streptococcus agalactiae.

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral
« Caracterizar a quitina e quitosana extraida de Gryllus assimilis e Zophobas morio e,

determinar sua acdo antibacteriana in vitro sobre as bactérias Vibrio parahaemolyticus,
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Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae.

2.2 Objetivos Especificos

« Extrair e purificar a quitina e quitosana da biomassa de Gryllus assimilis e Zophobas
morio;

«  Caracterizar a quitosana extraida quanto a solubilidade, espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FT-IR) e grau de desacetilagéo (DD);

« Avaliar, in vitro, a a¢do antibacteriana da quitosana extraida de G. assimilis e Z. morio
sobre V. aginolyticus, A. hydrophila e S. agalactiae;

«  Comparar a eficiéncia dos diferentes métodos.

3 Hipoteses

« A quitina e quitosana presente na biomassa de G. assimilis e Z. morio poderdo ser
efetivamente extraidas e purificadas;

« A quitosana exibird atividade antibacteriana significativa in vitro contra V.
parahaemolyticus, A. hydrophila e S. agalactiae inibindo o crescimento bacteriano e/ou

causando morte bacteriana.
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Resumo

Avaliou-se comparativamente a eficiéncia das metodologias de Extragdo Quimica, Extracao
Quimica-Biologica e Extracdo Quimica Assistida por Enzima na extracdo de quitina e
obtengdo de quitosana a partir da biomassa de Gryllus assimilis e Zophobas morio. Os
biopolimeros foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FT-IR) e pelo grau de desacetilacdo (DD), e sua atividade antimicrobiana foi
avaliada frente a Aeromonas hydrophila, Vibrio parahaemolyticus e Streptococcus
agalactiae. Os resultados indicaram que a matriz bioldgica influencia diretamente a
eficiéncia da extracdo e da desacetilacdo. De forma inédita, a matriz de G. assimilis
demonstrou superioridade funcional; quando submetida a Extracdo Quimica Assistida por
Enzima, apresentou o maior DD (78,01%) e uma atividade antimicrobiana de altissima
poténcia (CIM de 0,031 a 0,125 mg/mL contra os patdgenos testados). Em contrapartida,
para Z. morio, o elevado teor lipidico limitou o desempenho da Extracdo Quimica (DD
67,93%), resultando em bioatividade reduzida (CIM de até 4,000 mg/mL). Entretanto, as
rotas biotecnoldgicas (Extracdo Quimica-Bioldgica e Assistida por Enzima) mostraram-se
eficazes em contornar essa limitacdo, elevando o DD de Z. morio para aproximadamente
75% e melhorando expressivamente a inibi¢do bacteriana (CIM minima alcancada de 0,031
mg/mL). Conclui-se que as abordagens biotecnoldgicas sdo superiores as vias quimicas
puras na obtencdo de quitosana de alta qualidade a partir de insetos. O estudo consolida o
grilo G. assimilis como uma nova e promissora matriz para o desenvolvimento de
biopolimeros com potencial aplicacdo sanitaria na aquicultura.

Palavras-chave: Insetos; Quitina; Quitosana; Atividade Antimicrobiana; Aquicultura.
1 Introducéo

A utilizagdo de insetos na alimentacdo animal vem se consolidando como uma
estratégia sustentavel para a seguranca alimentar mundial. Além de fornecerem nutrientes
de alta qualidade, os insetos possuem exoesqueletos ricos em quitina, um biopolimero com
vasto potencial biotecnoldgico e aplicagdes industriais, conforme detalhado por Hahn et al.
(2020) e Son et al. (2021). A desacetilacdo da quitina permite a obtencdo de quitosana, um
derivado com comprovadas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e
imunoestimulantes (Hahn et al., 2020; Motte et al., 2019).

A aplicagcdo desses compostos bioativos é particularmente relevante para a
aquicultura, um setor que enfrenta constantes desafios sanitarios. Historicamente, o controle
dessas infecgdes baseou-se no uso de antibidticos, uma pratica que, quando indiscriminada,
impulsiona a resisténcia antimicrobiana e resulta na bioacumulagéo de residuos na cadeia
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alimentar e no ambiente aquatico, conforme alertam Okeke et al. (2022). Nesse sentido, a
quitosana e seus derivados emergem como aditivos funcionais promissores, capazes de atuar
como imunoestimulantes naturais e agentes de biorremediacdo, substituindo antibidticos e
melhorando o desempenho zootécnico (Abu-Elala et al., 2024; Khair et al., 2024).

Embora a quitina seja tradicionalmente extraida de residuos de crustaceos, a
utilizacdo de insetos apresenta vantagens técnicas superiores para 0 processamento
industrial. Espécies como o grilo preto (Gryllus assimilis) e o tenébrio gigante (Zophobas
morio) — pertencentes as ordens Orthoptera e Coleoptera, respectivamente — representam
uma parcela significativa da biodiversidade de insetos comestiveis e ja possuem sistemas de
producéo estabelecidos (Omuse et al., 2024). O G. assimilis, por exemplo, ja demonstrou
viabilidade zootécnica como substituto proteico em dietas para tilapias (Alfaro et al., 2019),
indicando disponibilidade de biomassa para extracdo de coprodutos de valor agregado.

Contudo, apesar do potencial reconhecido, ainda existe uma lacuna no conhecimento
sobre a eficiéncia comparativa de métodos de extracdo que visem tanto a sustentabilidade do
processo quanto a manutencao da bioatividade do polimero nessas espécies especificas. Este
estudo teve, portanto, como objetivo extrair quitina de G. assimilis e Z. morio utilizando trés
metodologias (extracdo quimica, extracdo quimica-bioldgica e extracdo quimica assistida
por enzima), realizar a desacetilacdo para obtencdo de quitosana e caracterizd-la via
espectroscopia no infravermelho (FT-IR ATR). Adicionalmente, determinou-se a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dessas quitosanas contra patdgenos de reconhecida
importancia para a aquicultura e a salde publica: Aeromonas hydrophila, Streptococcus
agalactiae e Vibrio parahaemolyticus. Dessa forma, a presente pesquisa destaca-se pelo seu
pioneirismo ao investigar, de forma inédita, a viabilidade da biomassa do grilo G. assimilis
para a obtencdo de quitosana e, paralelamente, determinar a rota de extracdo mais eficiente
entre as metodologias testadas. Com isso, visa-se fornecer subsidios técnicos para fortalecer
a utilizacdo de insetos no contexto de proteina climate-smart. Assim, ao integrar 0s preceitos
da biorrefinaria, este estudo entrega a industria uma alternativa natural, escalével e de alto
valor agregado para a mitigacdo do uso indiscriminado de antibidticos na aquicultura.

2 Material e Métodos
Matéria-prima

Farinhas de Gryllus assimilis e Zophobas morio foram adquiridas comercialmente da
empresa Insetos Brasil Biofabrica (Recife, Pernambuco, Brasil). O material foi fornecido na
forma de farinha de biomassa de adultos para G. assimilis e farinha de biomassa de larvas
para Z. morio, ambos armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

Extragdo da quitina e quitosana

Foram avaliadas trés metodologias distintas para cada inseto: (1) Extragdo Quimica,
otimizada para cada espécie; (I1) Extracdo Quimica-Bioldgica; e (111) Extracdo Assistida por
Enzima. Para todas as metodologias avaliadas foram usadas cinco réplicas (n = 5) de peso
inicial de 10g/amostra. O rendimento de quitina baseou-se no peso seco em estufa e; o de
quitosana, no peso liofilizado. Os rendimentos de quitina e quitosana foram calculados com
base no peso inicial da farinha de inseto seca PO (sempre 10 g), de acordo com a equacao

():
Rendimento (%) = (Pf/ P0) x100 (1)
Onde Pf é o peso da quitina ou quitosana secas e PO € o peso inicial da farinha de

inseto. Essa equacdo foi utilizada para o célculo de rendimento nas trés metodologias
apresentadas nesse trabalho.
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Extracdo Quimica (Metodologia I)

As amostras de ambas as espécies receberam um pré-tratamento para ativacdo de
enzimas enddgenas (adaptado de Cahd et al., 2012). Para Z. morio, realizou-se uma etapa
adicional de desengorduramento utilizando solucdo de Tween 20 (10%, 2h). Seguiu-se a
desmineralizacdo (HCI), desproteinizagcdo (NaOH,100°C) em banho-maria, com lavagens
até a neutralizacdo entre processos. Devido as diferencas na matriz de quitina de cada
espécie, as concentracBes e tempos variaram da seguinte maneira: G. assimilis,
desmineralizacéo foi realizada com HCI 2 N por 3 h e a desproteinizagdo com NaOH 1,25
N por 3 h (Kim et al., 2017). Ja para Z. morio, a desmineralizag&o foi realizada com HCI 4
M por 1 h (Kaya et al., 2015) e a desproteinizagdo NaOH 2 M por 16 h (Kaya et al., 2015;
Soon et al., 2018).

As amostras passaram, entdo, por uma etapa adicional de descoloracgéo, primeiro em
solucdo de KMnOa4 0,5% e, depois, em solugdo de NaHSOs 1% (Cahu et al., 2012) e, o
material obtido ao fim dessa etapa, apds ser lavado e seco, foi pesado para a obtencdo de
rendimento de quitina. A conversdo da quitina em quitosana ocorreu via desacetilacao
alcalina em banho-maria a 100 °C com solugéo de NaOH (1:10 m/v) 50% por 3 h (Kim et
al., 2017), para G. assimilis, e NaOH (1:10 m/v) 55% por 8 h (Shin et al., 2019), para Z.
morio. Ap6s secagem, as amostras foram submetidas a purificagdo de acordo com Cahu et
al. (2012), liofilizadas e pesadas para obtencéo do rendimento final de quitosana.

Extracdo Quimica-Biologica (Metodologia I1)

Para esta metodologia, uma cepa bacteriana do género Lactobacillus sp. (ATCC),
cedida pelo Instituto Agronémico de Pernambuco/IPA (Recife, Pernambuco, Brasil), foi
ativada em caldo MRS acrescido de glicose a 5% a 35°C por 48 horas e a concentracdo
celular foi ajustada até atingir a turbidez equivalente a 108 UFC/ml (Escala McFarland 0,5)
(Rao et al., 2000). A solucdo bacteriana ajustada foi misturada na proporc¢éo de 1: 10 (m/v)
as farinhas de inseto, formando um meio fermentativo. Posteriormente, esse material foi
incubado durante 7 dias a 30°C, na presencga de CO (Khanafari et al., 2008). Ao término
dos 7 dias, o meio fermentativo foi centrifugado e os sélidos recuperados foram lavados com
agua destilada. Apos a etapa bioldgica, seguiram as etapas quimicas citada na se¢do anterior.
Foi necessario manter a desmineralizacdo quimica para a amostra de G. assimilis, seguida
pela desproteinizacdo e descoloracdo. Ja para Z. morio, seguiu-se diretamente para a etapa
de desproteinizacdo quimica (NaOH 2 M por 16 h). A conversdo em quitosana seguiu o
procedimento de Desacetilacao e Purificacdo descrito pela Metodologia I.

Extracdo Quimica Assistida por Enzima (Metodologia I11)

A extracdo quimica assistida por enzimas foi conduzida utilizando protease para
Gryllus assimilis e lipase para Zophobas morio. Em ambos os casos, a hidrolise enzimética
foi realizada previamente as etapas quimicas convencionais.

Para G. assimilis, foi utilizada protease de Bacillus licheniformis a 0,5% (v/v) (> 2,4
U/mg; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), preparada em tampéo Tris-HCI 0,1 M (pH
8,0) (Cahu et al., 2012, adaptado). A mistura foi incubada em banho-maria a 50°C por 1 h,
seguida de aquecimento a 70°C por 1 h e, posteriormente, a 90°C por 10 min para inativacao
enzimatica. O residuo sélido foi filtrado, lavado e seco em estufa.

Para Z. morio, empregou-se lipase pancreatica suina Tipo [T a 2% (m/v) (> 125 U/mg;
Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), preparada em tampé&o Tris-HCI 0,05 M (pH 8,0)
(Lucas et al., 2021, adaptado). A mistura foi incubada a 37°C por 1 h, seguida de
aquecimento a 70°C por 1 h. Apos filtracdo e lavagem, o material foi tratado com solugcao
de Tween 20 a 10% (v/v) sob agitagdo por 30 min, novamente lavado e seco em estufa.

Apos a hidrolise enzimatica, ambas as biomassas foram submetidas as etapas de
desmineralizacdo, desproteinizagdo complementar, desacetilagdo e purificagdo, conforme
descrito na Extracdo Quimica, sendo a etapa de descoloragé@o excluida para Z. morio nesta
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metodologia.

Determinacgéo da Solubilidade (Qualitativa e Quantitativa)

A eficécia da desacetilacdo foi avaliada por triagem qualitativa, considerando a
solubilidade visual imediata e completa da quitosana em solucéo de acido acético a 10%. A
solubilidade quantitativa foi determinada conforme método descrito por Luo et al. (2019),
com adaptacdes. A solubilidade (%) foi calculada pela Equacéo (2):

Solubilidade (%) = (M1~ Mz) / (M1~ Mo) x 100 (2)

Sendo Mo 0 peso inicial do tubo vazio, M1 o peso do tubo mais a quitosana antes da
dissolucéo e M. o peso final do tubo contendo o precipitado seco. O ensaio foi realizado em
triplicata para cada metodologia de extracéo, e os resultados expressos como media.

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos utilizando um
espectrometro IRSpirit (Shimadzu Corp., Kyoto, Japédo), equipado com acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR), operando em modo de transmitancia (%T), na faixa
espectral de 4000 a 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e 45 varreduras por amostra,
utilizando apodizacdo SqrTriangle. O processamento espectral e a analise dos dados foram
realizados no software OriginPro 2025b (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA).
O grau de desacetilacdo (DD%) foi estimado a partir da razdo entre as intensidades das
bandas de absor¢do da amida III (1320 cm™) ¢ da deformagao angular C-H (1420 cm™),
conforme a equacao proposta por Brugnerotto et al. (2001):

DD (%) = 100 — [(A1320/ Asazo — 0.3822) / 0.03133]  (3)

Onde, Ao € Ao correspondem as absorbancias em 1320 e 1420 cm™,
respectivamente. Quando ndo foi observado um pico maximo bem definido, a intensidade
de absorbéancia foi estimada por interpolagéo linear entre os pontos espectrais adjacentes.

Ensaio de atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das quitosanas foi avaliada frente a Aeromonas
hydrophila (IOC/FDA 110-36), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) e Streptococcus
agalactiae (ATCC 13813). As cepas foram reativadas conforme recomendacdes da
American Type Culture Collection (ATCC) e cultivadas por 24 h nas seguintes condicdes:
A. hydrophila em caldo Nutriente a 30 °C; S. agalactiae em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
a 37 °C; e V. parahaemolyticus em caldo Tryptic Soy Broth (TSB) a 37 °C.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, documento M07-A10, 2015). Foram avaliadas amostras compostas (pooled
samples) representativas das metodologias de extracdo. Solucdes estoque de quitosana foram
preparadas em éacido acético a 0,5% (v/v) para G. assimilis (1 mg/mL) e a 0,2% (v/v) para
Z. morio (4 mg/mL). O ensaio foi conduzido em microplacas estéreis de 96 pocos contendo
caldo Mueller-Hinton (MHB), utilizando diluigdes seriadas (1:2), resultando em
concentracg0es finais de 1,0 a 0,002 mg/mL para G. assimilis e de 4,0 a 0,008 mg/mL para Z.
morio.

Os in6culos bacterianos foram padronizados em solugédo salina estéril (NaCl 0,9%)
para turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland, avaliando-se densidades de 10% e
10¢ UFC/mL. Aliquotas de 20 pL da suspensdo bacteriana foram adicionadas aos pogos
contendo 100 pL das diluicdes de quitosana. Os controles incluiram meio com inéculo
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bacteriano (controle positivo), meio contendo quitosana sem indculo e controle de
esterilidade do caldo. As placas foram incubadas em aerobiose nas temperaturas especificas
supracitadas de cada microrganismo, e a CIM foi definida como a menor concentracao de
quitosana capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano, evidenciada pela auséncia
de turbidez.

Analise estatistica

Os ensaios de rendimento e determinacdo do grau de desacetilacdo (DD) foram
realizados em quintuplicata (n=5), enquanto as analises de solubilidade e atividade
antimicrobiana foram conduzidas em triplicata (n=3). Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo. A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram
avaliadas previamente pelos testes de Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. Para 0s
dados que atenderam aos pressupostos paramétricos, as diferencas entre as médias dos
tratamentos foram analisadas por Analise de Variancia Unidirecional (One-way ANOVA),
seguida do teste post hoc de Tukey. Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicéo
normal e/ou homogeneidade de variancias, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido de comparacBes multiplas pareadas (pairwise comparisons) com ajuste de
Bonferroni. Todas as analises estatisticas consideraram um nivel de significancia de 5% (p
< 0,05) e foram conduzidas no software R.

3 Resultados e Discusséo
Rendimento de extracdo de quitina e quitosana

Os rendimentos de quitina e quitosana variaram conforme a espécie e a metodologia
empregada (Tabela 1). Para G. assimilis, a Extracdo Quimica (I) e a Extracdo Quimica
Assistida por Enzima (111) superaram a Extracdo Quimica-Bioldgica (I1) (p < 0,05). Em
contraste, para Z. morio, ndo houve diferenca estatistica entre as metodologias tanto para o
rendimento de quitina (3,06 - 3,50%) quanto para o de quitosana (1,25 - 1,74%). Entretanto,
observa-se que os rendimentos absolutos de ambos os biocompostos para Z. morio foram
significativamente inferiores aos de G. assimilis.

Tabela 1. Rendimentos de quitina e quitosana, solubilidade e grau de desacetilacdo (DD)
obtidos a partir de Gryllus assimilis e Zophobas morio submetidos a diferentes metodologias
de extracao.

Rendimento Rendimento  Solubilidade

Espécie Metodologia Quitina (%) Quitosana (%) (%) DD (%)
| (Quimica) 5,92+0,83*  3,89+0,82°  9,03+0,96° 75,89+1,49%
G. Il (Quimica-Bioldgica) 4,48+0,61°  2,22+0,58°  79,00+6,24% 73,16+4,03"
assimilis 111 (Quimica Assistida ¢ 11,0 452 9864077  5033£14,01° 78,01+1,03°
por Enzima)
| (Quimica) 3,50£0,34%  1,25+0,38%  92,33+4,04* 67,62+1,58°
7 morio !l (Quimica-Biolégica) 3,32+0,13*  1,74+0,38"  57,00£7,21" 74,25+0,56°

I (Quimica Assistida 5 4o, 102 1 66+0470  58.33+7.64° 75.54+1,41°
por Enzima)

O rendimento de Quitina foi calculado com base na massa seca em estufa. O rendimento de
Quitosana e 0 DD representam a media * desvio padrdo (n=5) da amostra liofilizada. Médias
seguidas por letras distintas na mesma coluna, para a mesma espécie, diferem
estatisticamente (Tukey, p < 0,05).

A diferenca expressiva nos rendimentos entre as espécies pode ser atribuida, em
grande parte, ao estagio de desenvolvimento e & composicdo corporal. O rendimento obtido
para G. assimilis (adulto) foi aproximadamente o dobro do observado para Z. morio (larva).
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Esse achado corrobora a literatura, que indica que a esclerotizacdo do exoesqueleto em
insetos adultos aumenta significativamente o teor de quitina recuperavel. Enquanto estudos
com adultos de Z. morio relatam rendimentos de até 22% (Keerthika e Jayakumar, 2024), os
valores obtidos neste trabalho (~3,5%) alinham-se & literatura especifica para larvas (Shin et
al., 2019; Soon et al., 2018). Isso confirma que o processamento da biomassa integral, em
detrimento do uso exclusivo de exdvias ou cuticulas, dilui significativamente o rendimento,
conforme demonstrado por Song et al. (2018).

Adicionalmente, a elevada fracdo lipidica representa um desafio para Z. morio, com
teores frequentemente superiores a 40%. Embora Zhatkanbayeva et al. (2025) tenham
demonstrado a eficiéncia de solventes organicos na deslipidizacdo, no presente trabalho
optou-se pelo uso de solugdo de Tween 20. Esta alternativa, menos toxica e ambientalmente
segura, € capaz de emulsificar lipidios e facilitar sua remocdo sem comprometer a estrutura
proteica (Chen et al., 2020). Diferentemente de Lucas et al. (2021), que obtiveram elevados
rendimentos por via enzimética a partir de cuticulas isoladas, a metodologia quimica aqui
apresentada mostrou-se mais eficiente para a larva integral, possivelmente devido a maior
capacidade dos reagentes alcalinos em romper a matriz lipidica densa, efeito potencializado
pela acdo do surfactante.

Essa influéncia direta da composi¢do da matéria-prima no rendimento final — seja
pela escolha de processar a biomassa integral ou de isolar previamente estruturas ricas em
quitina, como carapacas e extvias — € um padrdo amplamente documentado ndo apenas
para insetos, mas para diversas matrizes bioldgicas. Como pode ser observado na Tabela 2,
os rendimentos globais de quitina variam expressivamente de acordo com a origem
taxondmica e a fragdo anatdémica utilizada. Os valores situam-se entre 7,40% e 30,33% para
matrizes fungicas, 10,60% e 62,95% para fontes marinhas (crustaceos), e 3,90% e 70,90%
para a classe Insecta. Tais variagdes evidenciam que 0s dados obtidos neste estudo (4,48% a
6,11% para G. assimilis e 3,06% a 3,50% para Z. morio) estdo em plena consonancia com a
literatura para o processamento de insetos inteiros, demonstrando forte competitividade
frente aos desafios estruturais da matriz.

Tabela 2. Comparativo do rendimento de quitina e quitosana de diferentes matrizes
bioldgicas reportadas na literatura em relagdo aos resultados obtidos neste estudo.

Metodologia Rendimento Rendimento Matriz
Fonte Espécie de Extra %0 de Quitina de Quitosana Biolaica Referéncia
: (%) (%) :
Cunninghamella . e Chqgas
s Quimica 15.64 - 30.33 0.94-7.43 Micélio  Junior et al.
P- (2022)
Agaricus Quimica 0 : Hassainia et
bisporus Modificada 4 4l% Estipe al. (2020)
Lactarius - * Fungo Erdogan et
8 vellereus Quimica 11.4 31 Inteiro  al. (2017)
2  Phyllophora I Fungo Erdogan et
c *
T ribis Quimica 79 3 Inteiro  al. (2017)
e . o Di Mario et
Basidiomicetos  Quimica 85a19.6 1.00 Micélio al. (2008)
. . I 7.50 (Pura) / . Wu et al.
Aspergillus niger Quimica 24.01 (Bruta) 0.00 Micélio (2005)
. - 7.80(Pura) / . Wu et al.
Mucor rouxii Quimica 13.25 (Bruta) 12.49 Micélio (2005)
o  Macrobrachium - Casca de Kerketta
E dayanum Quimica 13.43 11.62 camardao (2024)
L.
g Penaeus notialis Quimica 26.08 16.93 Cascas Olafadehan

et al. (2020)
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Callinectes - Olafadehan
amnicola Quimica 19.36 13.29 Cascas et al. (2020)

. Cabecas .
thopena(_aus Quimica 10.6 79 de Cahu et al.
vannamei ~ (2012)

Camaréo
Residuos .

Penaeus P Khanafari et
semisulcatus Quimica 51 4l de x al. (2008)

camarao

Penaeus Bioldgica 20.0 31 _ 42 dR:S'dUOS Khanafari et
semisulcatus Microbiana ' < al. (2008)

camarao

Hermetia Quimica Mohamed et
illucens Bioldgica 368 6.35 Pupa al. (2025)

Adulto Keerthika &
Zophobas morio  Quimica 22.27 19.17 . Jayakumar
Inteiro (2024)
. . Quimica . Lucas et al.
Tenebrio molitor Enzimatica 70.9 31.9 Cuticulas (2021)
. . I Larva Son et al
Tenebrio molitor Quimica 4.72 N/A Inteira (2021)
. . I Larva Shin et al.
*
Tenebrio molitor Quimica 4.60 80.00 Inteira (2019)
. . o Adulto Shin et al.
*
Tenebrio molitor Quimica 8.40 78.33 Inteiro (2019)
. o Larva Shin et al.
*
Zophobas morio  Quimica 3.90 83.33 Inteira (2019)
Allomyrina oo - Larva Shin et al.
dichotoma Quimica 1053 83.37 Inteira (2019)
Allomyrina - - Shin et al.
dichotoma Quimica 12.70 83.37 Pupa (2019)
S Allomyrina - Adulto Shin et al.
2 *
2 dichotoma Quimica 14.20 75.00 Inteiro (2019)
'S Brachytrupes - Adulto Ibitoye et al.
E portentosus Quimica 43-71 24-58 Inteiro (2018)
5 . . . Larva Song et al.
L
Tenebrio molitor Quimica 4.92 3.65 Inteira (2018)
. . o Exdvia Song et al.
Tenebrio molitor Quimica 18.01 9.20 Larval (2018)
. - 65.84* Larva Soon et al.
Zophobas morio  Quimica 4,77 —5.43 75 0% Inteira (2018)
Exoesque ..
Gryllus Quimica  10.91 7.50 leto Kim_et al.
bimaculatus (2017)
(adulto)
N .. Adulto Neste
Gryllus assimilis  Quimica 5.92 3.98 Inteiro Trabalho
... Quimica- Adulto Neste
Gryllus assimilis Bioldgica 4.48 2.22 Inteiro Trabalho
Quimica
Gryllus assimilis  Assistida por 6.11 2.86 Adu_lto Neste
. Inteiro Trabalho
Enzima
. .. Larva Neste
Zophobas morio  Quimica 3.50 1.25 Inteira Trabalho
. Quimica- Larva Neste
Zophobas morio Bioldgica 3.32 1.74 Inteira Trabalho
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Quimica Larva Neste
Zophobas morio  Assistida por 3.06 1.66 .
Enzima Inteira Trabalho

Os rendimentos de quitina foram avaliados em todos os estudos com base no peso seco da
matéria-prima. Valores com (*) indicam que a quitosana foi calculada com base no valor
obtido de quitina.

No que tange a quitosana — principal biopolimero de interesse —, é imperativo
destacar uma divergéncia metodologica frequentemente omitida na literatura. Diversos
autores, tanto em extragfes fungicas quanto entomoldgicas, reportam o rendimento da
quitosana com base na massa da quitina intermediaria isolada, o que inflaciona
artificialmente os valores percentuais (fendmeno sinalizado na Tabela 2). Em contrapartida,
as taxas de conversao observadas para G. assimilis (atingindo até 3,88%) e Z. morio (até
1,74%) neste estudo foram calculadas sobre o peso seco da biomassa inicial integral, ap6s
processos de purificacdo e liofilizacdo da quitosana obtida, livre de residuos reacionais. Esse
rigor analitico confere total transparéncia aos resultados e estabelece uma base de conversao
realista para futuras projecdes de aplicacdo e escalonamento.

Ao expandir a andlise para a viabilidade em larga escala, a superioridade estratégica
dos insetos como fonte biopolimérica frente aos crustaceos e fungos consolida-se por fatores
logisticos, ambientais e bioldgicos. Diferentemente da carcinicultura, que depende de zonas
costeiras e sofre com a sazonalidade, os insetos figuram em sistemas de producao
amplamente mapeados e consolidados em nivel global (Omuse et al., 2024). Sdo animais
com ciclos de vida extremamente curtos, que podem ser criados em ambientes controlados,
exigindo area geografica reduzida e apresentando alta eficiéncia de conversdo alimentar (van
Huis et al., 2013). Além disso, as biofabricas de insetos atuam reciclando fluxos de residuos
organicos (biowaste), o que impulsiona a geragdo de renda e viabiliza economicamente todo
o sistema. A geracdo de produtos de valor agregado, como a quitina e a quitosana, atesta que
0s insetos sdo uma auténtica fonte de proteina climate-smart (Tanga et al., 2021). Em
contrapartida, a producdo de quitosana fangica carece de métodos padronizados em escala
industrial e esbarra em altos custos operacionais (Hussain et al., 2025). Nesse sentido, a
extracdo de quitosana converte os exoesqueletos residuais da cadeia entomoldgica em
biomateriais de alto valor agregado, viabilizando um modelo logistico independente e
perfeitamente alinhado a biorrefinaria e a economia circular.

Solubilidade

A solubilidade da quitosana é um pardmetro multifatorial, influenciado
principalmente pelo grau de desacetilacdo (DD), pela massa molecular viscosimétrica (Mv)
e pela origem bioldgica do polimero, conforme descrito por Luo et al. (2019). No presente
estudo, observou-se um comportamento contrastante entre as especies e as metodologias
empregadas (Tabela 1). A quitosana obtida por via quimica de Z. morio apresentou a maior
solubilidade (92,3%), apesar do menor DD (67,62%). Esse resultado corrobora os achados
de Keerthika e Jayakumar (2024), que atribuiram esse comportamento ao baixo peso
molecular e a natureza mais amorfa do polimero, fatores que favorecem sua dispersao em
meio &cido.

Em contraste, a quitosana obtida por via enzimética de G. assimilis apresentou
solubilidade intermediaria (59,33%), apesar do elevado DD (78,01%), o que pode ser
justificado pela predominancia de cadeias poliméricas mais longas e estruturalmente
integras. Esse comportamento é compativel com os efeitos da etapa de descoloracdo, que
promove a remocao de complexos quitina—melanina e proteinas, resultando em maior massa
molecular, aumento da viscosidade e tendéncia a gelificacdo, conforme discutido por
Psarianos et al. (2025). Dessa forma, as diferencas de solubilidade observadas neste estudo
podem estar majoritariamente relacionadas as particularidades da matriz bioldgica e ao
estagio de desenvolvimento dos insetos, e ndo exclusivamente a metodologia de extracao
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empregada.
Caracterizacao espectroscopica (FT-IR) e Grau de Desacetilacdo (DD%o)

A andlise dos espectros de FT-IR (Figura 1) confirmou a identidade estrutural dos
biopolimeros isolados. Em todas as amostras, observou-se uma banda larga e intensa na
regido de 3450-3200 cm™!, atribuida ao estiramento axial dos grupos hidroxila (—OH) e
amino (-NHz). Adicionalmente, as bandas localizadas entre 2960 ¢ 2850 cm ™ correspondem
aos estiramentos assimétrico e simétrico das ligagdes C—H de grupos metila e metileno da
estrutura piranosidica, padrdao também reportado para T. molitor e Z. morio por Shin et al.
(2019) e Lucas et al. (2021).
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Figura 1. Espectros de FTIR de quitina e quitosana extraidas de Gryllus assimilis (coluna
esquerda) e Zophobas morio (coluna direita) utilizando trés metodologias distintas. (A, B)
Extracdo Quimica; (C, D) Extracdo Quimica-Bioldgica e; (E, F) Extracdo Quimica Assistida
por Enzima. As linhas verticais indicam as principais bandas caracteristicas: estiramento O—
H/N-H (3450-3200 cm™), estiramento C—H (28802850 ¢m™), Amida I (=1650-1620
cm™), Amida IT (*1560-1540 cm™) e ligagdo B-glicosidica (C—-O-C, ~1150-1020 cm™). As
réplicas (n = 5) sdo apresentadas de forma empilhada para demonstrar a reprodutibilidade
do processo.

A eficiéncia do processo de desacetilacdo foi avaliada a partir do comportamento das
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bandas de Amida. Nas amostras em que a conversao foi incompleta — especialmente em Z.
morio submetido a extracdo quimica — observou-se a persisténcia de bandas em torno de
1655 cm™ (Amida I, estiramento C=0) e 1560 cm™ (Amida II, deformagdo N-H). Ja a
reducéo acentuada ou o desaparecimento desse desdobramento nas amostras de G. assimilis
obtidas pela metodologia de extracdo assistida por enzima confirma a conversdo bem-
sucedida da quitina em quitosana. Esse comportamento espectral é acompanhado pela
diminuicdo da intensidade da banda de Amida I e pelo aumento relativo da banda associada
a grupos amina livres (~1590 cm™), em concordancia com os resultados reportados por
Ibitoye et al. (2018) para grilos domésticos.

A quantificacdo do Grau de Desacetilacdo (DD%) foi realizada utilizando a razéo
entre as bandas Ais20/A1a20 (Tabela 1) e demonstrou que a matriz bioldgica exerce influéncia
direta sobre a eficiéncia da desacetilacdo. Enquanto a rota enzimatica (111) garantiu o maior
valor numérico de DD para G. assimilis (78,01%), a elevada carga lipidica de Z. morio
limitou severamente 0 método quimico convencional que resultou no menor DD (67,93%),
diferindo estatisticamente (p < 0,05) das rotas bioldgica (74,25%) e enzimatica (75,54%). A
presenca de bandas intensas em ~2925 cm™ nesta amostra indica a persisténcia de lipidios
residuais e a formacao de complexos hidrofébicos que dificultam a ag¢do alcalina (Marangon
etal., 2024). Entretanto, os pré-tratamentos biotecnoldgicos (Métodos Il e 111) foram eficazes
em romper essa barreira, elevando o DD para niveis préximos de 75%, comparaveis aos
relatados para larvas da mesma espécie (Shin et al., 2019).

Atividade Antimicrobiana (CIM)

A atividade antimicrobiana apresentou dependéncia significativa da interacdo entre
espécie e método de extragdo (Tabela 3). Para G. assimilis, as quitosanas mantiveram valores
de CIM extremamente baixos (0,031-0,250 mg/mL), independentemente da rota de
extracdo. Ressalta-se que os controles de solvente apresentaram CIMs na faixa de 1,05 a
2,63 mg/mL aproximadamente, confirmando que a inibicao eficaz observada nas amostras
de grilo (CIM < 0,250 mg/mL) decorre da acdo intrinseca do biopolimero, e ndo da acidez
do meio (Guarnieri et al., 2022). Estatisticamente, a Metodologia Il (enzimatica) destacou-
se frente a V. parahaemolyticus em alta densidade bacteriana (10® UFC/mL), superando a
rota quimica (p < 0,05) e posicionando a matriz inédita como uma alternativa altamente
competitiva, com eficicia superior a de fontes marinhas tradicionalmente reportadas
(Shanmugam et al., 2016).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana (CIM, mg/mL) das quitosanas de Gryllus assimilis e
Zophobas morio obtidas por diferentes metodologias de extracdo frente a bactérias
patogénicas.

CIM (mg/mL)
.~ . A. hydrophila V.parahaemolyticus S. agalactiae
Espécie Metodologia 108 10° 10° 10° 10° 10°

UFC/ml  UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml

| (Quimica) 0,063  0,125* 0,031 0,125 0,125° 0,250°

. “B(.Q“,'r'.“ca' 0,031 0063 0062 0,125  0250° 0,250
. iologica)
assimilis 111 (Quimica
Assistida por 0,062 0,063° 0,031 0,063° 0,125°  0,125°
Enzima)

| (Quimica) 0,500° 1,0000  0,500: 2,000  4,000: 4,000
IW(Quimica- 500 5000 00630 0125° 2,000°  2,000°
Bioldgica)
I (Quimica
Assistida por 0,125° 0,500> 0,031 0,125> 2,000  2,000°
Enzima)

Z. morio
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Letras mindsculas distintas na mesma coluna (comparando as metodologias de extracdo
dentro da mesma espécie) indicam diferenca estatistica significativa pelo teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de comparacgdes pareadas com ajuste de Bonferroni
(p < 0,05). O controle de solvente (acido acético) apresentou CIM na faixa de 1,05 a 2,63
mg/mL. Dessa forma, confirma-se que a elevada eficécia inibitdria observada nas amostras
com concentragdes inferiores a 1,0 mg/mL decorre exclusivamente da acdo bioldgica da
quitosana.

Em contrapartida, para Z. morio, 0 impacto da metodologia foi determinante e
evidenciou as limitagGes intrinsecas da matriz larval sob processamento convencional. A
extracdo quimica (Metodologia I) resultou nas maiores médias de CIM, atingindo valores de
até 4,000 mg/mL contra S. agalactiae. Neste cenario especifico de concentracdes elevadas
(> 2,000 mg/mL), a concentragdo inibitdria sobrepde-se a faixa de toxicidade do controle de
solvente, sugerindo que a quitosana obtida por esta rota possui bioatividade limitada,
refletindo, possivelmente, o baixo grau de desacetilagdo obtido e, dessa forma,
impossibilitando isolar o efeito antimicrobiano do polimero da agéo inibitoria da acidez do
meio. Contudo, a rota enzimética (Metodologia I11) promoveu recuperacao significativa da
atividade antimicrobiana, evidenciada pela reducdo da CIM frente a A. hydrophila de 0,500
mg/mL para 0,125 mg/mL — afastando-se da zona de interferéncia do solvente. Essa
melhora correlacionou-se diretamente com o aumento do DD (Tabela 1), indicando que a
maior densidade de cargas positivas (grupos NHs") compensou as limitagcdes impostas pela
densa matriz lipidica larval e a menor eficiéncia da rota quimica tradicional, corroborando
Sheng et al. (2022).

Quanto a suscetibilidade microbiana, as bactérias Gram-negativas (V.
parahaemolyticus e A. hydrophila) mostraram-se significativamente mais sensiveis (p <
0,05) a acdo da quitosana, em concordancia com o mecanismo de interacao eletrostatica entre
0s grupos amino protonados do polimero e os componentes aniénicos da membrana externa,
resultando em perda da integridade celular (Shanmugam et al., 2016; Guarnieri et al., 2022;
Yan et al., 2021). Por outro lado, S. agalactiae apresentou maior resisténcia, especialmente
frente as quitosanas de Z. morio (CIM de 2,000 a 4,000 mg/mL), comportamento atribuido
a espessa camada de peptidoglicano que atua como barreira fisica a penetracdo do polimero
— particularmente quando este apresenta menor grau de desacetilacdo ou maior massa
molecular —, em contraste com a elevada eficécia observada para a quitosana de G. assimilis
contra este mesmo patdgeno (CIM méaximo de 0,250 mg/mL) reforcando a superioridade
estrutural e a viabilidade biotecnoldgica desta nova matriz bioldgica.

4 Conclusdo

Este estudo confirmou a viabilidade técnica da extracdo de quitosana a partir de
Gryllus assimilis e Zophobas morio, evidenciando que a eficiéncia do processo depende da
interacdo entre a metodologia aplicada e a matriz bioldgica. A rota enzimética destacou-se
por maximizar a qualidade estrutural e a potencializar a atividade antimicrobiana em G.
assimilis. Por sua vez, para Z. morio, as estratégias biotecnoldgicas mostraram-se essenciais
para contornar as limitagdes impostas pela sua complexa matriz lipidica, a qual compromete
de forma severa o0 desempenho da via quimica convencional. A correlagdo direta entre o grau
de desacetilacdo obtido por métodos ecologicamente mais amigaveis e a inibicédo eficaz de
patdgenos criticos sustenta o pioneirismo e o potencial do grilo G. assimilis como fonte
alternativa de biopolimeros. Dessa forma, as quitosanas derivadas de insetos consolidam-se
como alternativas sustentaveis para a substituicdo de antibioticos na aquicultura, aliando a
valorizacdo de biomassa aos preceitos da economia circular e da seguranca sanitaria.
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A presente dissertacdo atingiu o objetivo ao demonstrar a viabilidade técnica da
extracdo, purificacdo e caracterizacdo de quitina e quitosana a partir da biomassa de insetos,
especificamente Gryllus assimilis e Zophobas morio, como fontes alternativas para a
obtencdo desses biopolimeros. Os resultados obtidos evidenciaram que tanto a eficiéncia dos
processos de extracdo quanto a qualidade estrutural e funcional do biopolimero ndo sdo
fatores isolados, mas sim o efeito direto da interagcdo entre a metodologia de extracéo
empregada e as caracteristicas fisico-quimicas inerentes a cada espécie.

Ao comparar a eficiéncia dos diferentes métodos, constatou-se a clara superioridade
das abordagens biotecnoldgicas — em especial a Extracdo Quimica Assistida por Enzima e
a Quimica-Biologica. Essas vias mostraram-se determinantes para a preservacdo da
integridade do polimero e para a superacdo de barreiras estruturais, como a elevada
complexidade lipidica da biomassa larval de Z. morio, a qual restringe severamente o
rendimento e a eficacia do método quimico tradicional.

A avaliacdo in vitro confirmou o notdvel potencial bioldgico das quitosanas extraidas
frente a patdgenos de impacto global na aquicultura. Destaca-se o ineditismo e 0 desempenho
superior da matriz de G. assimilis, que, quando submetida a rotas de extracdo mais limpas,
originou biopolimeros com altissima e generalizada atividade antibacteriana. Tais achados
validam a hipotese de que a otimizagdo da desacetilacdo por métodos assistidos reflete
diretamente na potencializa¢do da ag¢do antimicrobiana.

Em conjunto, essas evidéncias sustentam a proposicao inicial de que biopolimeros
derivados de insetos constituem uma alternativa promissora para o desenvolvimento de
estratégias profilaticas na producdo animal. Dessa forma, os resultados desta dissertacdo
contribuem para o avango do conhecimento sobre fontes ndo convencionais de quitosana e
reforcam o potencial de abordagens biotecnoldgicas na mitigacao do uso de antibioticos na
aquicultura, abrindo perspectivas para estudos futuros voltados a padronizacéo e otimizacao

dos processos e a avaliagdo in vivo desses biopolimeros.



